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Introduccion

En los ultimos diez afnos la produccidn
mediterranea en acuicultura de las dos espe-
cies mas cultivadas (dorada y lubina), ha
pasado de ser de unas 3.876 Tn hasta alcan-
zar las 130.000 Tn. Dicha produccién esta
cubierta en su 90% por tan solo cuatro pai-
ses Grecia, Turquia, Italia y Espafia. La pro-
duccién de dorada, para la que Espafia
ocup6 el tercer lugar en el afio 2002 (FEAP
2004), sigue creciendo aunque atraviesa un
periodo de crisis debido a que los precios
medios estan a la baja.

A pesar de los niveles de produccion de
dorada y sus expectativas, las empresas de
cultivo presentan un escaso estado de desa-
rrollo 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 mayoria 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 alta fecundidad que presentan las
especies. Con ello, la produccién de alevines
esta todavia lejos de ser individuos mejora-

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

I. Conocer la variabilidad genética exis-
tente en poblaciones naturales de dorada
utilizando algunos marcadores descritos
para distintas especies de esparidos.

2. Proponer un panel de marcadores
microsatélites intra e interespecificos que
pueda ser util 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 Atlantico y mar Cantdbrico y las
cuatro restantes del mar Mediterrdneo. La
distribucién del tamafio de muestra fue:
Cantabrico N =29, Huelva N = 7, Noroeste
de AfricaN =16, Castellén N = 27, Valencia
N = 16, Israel N = 18 y Turquia N = 33.

Los marcadores microsatélites utilizados
fueron: seis intraespecificos para dorada pre-
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viamente 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 aura-
tus (ADCOCK et.al., 2000) y diez en Pagellus
bogaraveo (STOCKLEY et al., 2000). En total
se utilizaron un total de 29 marcadores
microsatélites. Se tomd como tejido un trozo
de aleta que era conservada en | ml de etanol
absoluto hasta su procesamiento. La extrac-
ci6n de ADN se realiz6 mediante el método
del fenol-cloroformo (SAMBROOK et al.,
1989), resuspendiéndose en 50m! 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 tempera-
tura de hibridacion y la concentracién de
cloruro de magnesio. Los productos de PCR
fueron visualizados en geles de agarosa
para confirmar las condiciones 6ptimas de
amplificaciéon. Una vez amplificados, los
productos de amplificacién fueron separa-
dos en electroforesis vertical en geles de
poliacrilamida al 6% y los alelos fueron
visualizados mediante tincion de plata.

El nivel de variabilidad se estimé
mediante el cdlculo de las frecuencias aléli-
cas, nimero medio de alelos por locus,
heterocigosidades observada y esperada.
Ademds, se estim6 la probabilidad de
exclusiéon (PE) y probabilidad combinada
de exclusién (PEC) (JAMIENSON, 1994).

La estructura genética de la poblaciones
fue inferida mediante andlisis de varianza
(AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992), y el ana-
lisis estadistico se realizé con el programa
ALERQUIN ver. 2000 (SCHNEIDER et al.,
2000).
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Resultados y discusion

De los 29 marcadores estudiados, un
total de trece fueron amplificados en dora-
da. De éstos, aquellos pertenecientes a la
misma especie fueron polimérficos en
todos los casos. Sin embargo, en el caso de
los marcadores interespecificos descritos
para Pagrus major, Pagrus auratus y
Pagellus bogaraveo, s6lo fueron polimorfi-
cos dos, uno y tres, respectivamente.

De los marcadores especificos de dorada
(BATARGIAS et al., 1999), no fueron tenidos
en cuenta para el estudio los marcadores
SaGT41a, por presentar gran dificultad en la
lectura sobre gel, y SaGT31, por su escaso
nivel de polimorfismo, sélo 4 alelos diferen-
tes.

En relacion a los marcadores interespeci-
ficos, las condiciones de temperatura de
hibridacién y cloruro de magnesio idéneas
para ser legibles en dorada, se recogen en el
cuadro 1.

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

Por poblacién el nimero medio de alelos
fue de 8 para la poblacién de Huelva hasta
16 para la de Turquia, si bien el tamafio de
la muestra puede estar influyendo en este
dltimo dato, ya que para la poblacién de
Huelva tan sélo se pudieron conseguir 7
individuos (cuadro 2).

Considerando la distribucidn de frecuen-
cias alélicas, en el caso del marcador
SaGT26 el alelo mas frecuente fue el 225 en
todas las poblaciones excepto en Turquia en
la que el alelo mas frecuente fue el 237 y en
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Cuadro 1. Condiciones de amplificacion de los marcadores microsatélites interespecificos

estudiados
Locus T* hibridacién [Cl,Mg] Especies
Pmal 57.6° 2mM Pagrus major
Pma2b 61.4° 3.5mM Pagrus major
Pma$ 59.3° 2.5mM Pagrus major
PaGA2a 62° 2.5mM Pagrus auratus
PbMS2 62° 2mM Pagellus bogaraveo
PbMS6 57° 2mM Pagellus bogaraveo
PbMS16 57° 2mM Pagellus bogaraveo
Cuadro 2. Niimero de alelos por poblacion y locus

Niimero de Alelos por poblacién Total
Locus Castellén  Valencia  Huelva  Israel  Cantdbrico Turquia NO Africa
SaGt26 17 13 8 12 15 12 8 24
SaGtl 25 20 10 13 22 24 16 28
SaGi1b 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 12 10 17
PbMS6 14 7 7 16 15 21 16 24
PbMS16 14 15 10 14 13 19 15 22
Promedio 16,3x1,2 3,11, 83x0,4 113xl,1 155x1,1 16,5¢1,3 1320,9  23zx1,2

la poblacién de Israel para la que el alelo mas
frecuente fue el 255. Se han observado alelos
exclusivos de las poblaciones de Valencia y
Castellén aunque no se han encontrado dife-
rencias significativas entre poblaciones. Para
el marcador SaGT1 el rango de alelos oscila
entre 94 y 182 siendo el alelo mds frecuente
el 138, coincidiendo nuevamente que en las
poblaciones de Valencia y Castellon apare-
cen alelos exclusivos. El marcador SaGT41b
también presentd alelos raros en las pobla-
ciones de Africa y Valencia. Para el marca-
dor PaGA2a el alelo més frecuente en todas
las poblaciones fue el 116.

La heterocigosidad media observada fue
de 0,869, si no se consideran los marcadores
monomorficos en cuyo caso el nivel de hete-
rocigosidad bajé a 0,79. El andlisis molecu-
lar de la varianza puso de relieve que el 98,23
% 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 estdn en concordancia
con las determinadas en otras poblaciones
naturales y de cultivo (BATARGIAS et al.,
1999; ALARCON et al., 2004), 0,88 y 0,86-
0,87 respectivamente.
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En relacién con el segundo de los objeti-
vos, para establecer el panel de marcadores
que fuese facilmente 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 patrén de bandas y la posi-
bilidad de realizar cargas multiples en un
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mismo gel. Los marcadores que resultaron
mas idoéneos y sus caracteristicas se recogen
en el cuadro 3, siendo tres intraespecificos
(SaGTl, SaGT32, SaGt41b) y tres interes-
pecificos (PbMS2, PbMS16, PaGAZ2a). Al
estimar la PEC para los 6 marcadores pro-
puestos esta resulté del 99,99% sefnalando
su utilidad en el control de genealogias.

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

Locus Nimero Rango Tipificacién Ho Nimero PE
de alelos alélico de cargas
SaGt41b 23 142-190 Muy fécil 0,909 Tres 0,863
PbMS2 17 126-160 Muy fécil 0,873 Tres 0,744
PaGA2a 22 102-146 Muy ficil 0,782 Dos 0,665
PbMS16 22 142-184 Fécil 0,946 Dos 0,866
SaGT32 20 140-186 Fécil 0,801 Dos 0.833
SaGTI 18 94-182 Facil 0,887 Una 0,899
Conclusiones Bibliografia

Se puede concluir que la mayor parte de
las diferencias existentes entre stocks natu-
rales de dorada estdn dentro de poblaciones,
no siendo significativas las diferencias entre
las poblaciones. Por otro lado, que con un
panel de marcadores microsatélites consti-
tuido por s6lo 6 marcadores (inter e intraes-
pecificos) es posible obtener una probabili-
dad de exclusién combinada lo suficiente-
mente elevada como para reconocer las
relaciones familiares en dorada.
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