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RESUMEN

En este estudio, se ha protocolizado la metodologia que permite la integracién de la seleccidon
genética bajo los condicionantes propios del sistema de produccion de dorada (Sparus aurata L.)
poniéndola en practica a nivel nacional en colaboracién con seis empresas espafiolas. Se criaron peces
descendientes de tres lotes industriales (ICCM: Canarias, CULMASUR S.A.: Andalucia, PISCIMAR S.L.:
Valencia), marcados con Passive Integrated Transponder (PIT) y mezclados, en las instalaciones de
cuatro centros de investigacién y cuatro empresas (ICCM y CANEXMAR S.L.: Canarias; IFAPA y PIM S.A.:
Andalucia; IRTA y CULTIMAR S.A.: Catalufia; IMIDA y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO:
Murcia). Se realizaron muestreos de crecimiento de manera simultanea en las cuatro comunidades
auténomas (179, 269, 389 y 539 dias), ademads de un muestreo final de sacrificio (689 dias) a talla racidn

donde se valoraron nuevas e importantes variables fenotipicas, tras unificar criterios.

Para la determinacién de las relaciones parentales-filiales se pusieron a punto nuevas PCRs

multiplex con marcadores microsatélites del mapa de dorada.

Se disefiaron 138 nuevos juegos de cebadores a partir del mapa genético de dorada, con la
misma temperatura de hibridacién para poder ser combinados en PCRs multiplex. En los laboratorios de
las cuatro comunidades auténomas se genotiparon 16 muestras no relacionadas de dorada para evaluar
la variabilidad genética y la facilidad de lectura de todos estos microsatélites, estableciendo antes una
normalizacién para clasificar los errores de genotipado y valorar los microsatélites (GremmProtocol). A
partir de los mejores marcadores (Radal) se establecieron 2 nuevas y robustas reacciones de PCR
multiplex, de 11 microsatélites cada una, llamadas SMSal y SMSa2, teniendo en cuenta no repetir el
grupo de ligamiento y que no se solaparan los amplicones por su color del fluorocromo y rango alélico.
Ambas PCRs multiplex se han propuesto como el primer panel de referencia de marcadores

microsatélites en dorada.

Usando sélo la SMSal se genotiparon todos los reproductores y sus descendientes y se
determinaron con éxito las relaciones parentales-filiales. Todos los descendientes procedentes del lote
de Canarias y de Cataluiia, se asignaron cada uno a una pareja de padres. En los descendientes del lote
de Andalucia los resultados fueron igualmente satisfactorios excepto que el 20% era asignado a 2

parejas posibles, debido a que dos reproductores eran casi idénticos genéticamente.

Se evalud la contribucion a través de puestas masales controladas a partir de todos los peces
analizados. Los mayores valores se obtuvieron en el lote de Canarias (83%), que es de hecho el mas
utilizado por la empresa, y el mayor nimero de familias se obtuvo en el lote de Andalucia (193 familias

de hermanos carnales), si bien este lote era el mas numeroso. De manera general, la contribucién media
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fue muy buena (68%) y se formaron un total de 297 familias de hermanos carnales con un ndmero de
descendientes medio de 17,7, mas 53 familias de medios hermanos maternos y 52 de medios hermanos

paternos.

A partir de los peces engordados en Canarias, se estimaron pardmetros genéticos
(heredabilidades y correlaciones genéticas y fenotipicas) para caracteres de crecimiento y deformidad a
distintas edades, y para caracteres de rendimiento, morfologia y calidad de la carne a talla de racién. Y a
partir de los peces criados en las cuatro comunidades auténomas se estimaron pardmetros genéticos de
crecimiento y deformidad al sacrificio. Todo esto con el fin de proporcionar al sector industrial
informacién que le permita tomar decisiones con criterio genético para explotar la rentabilidad de sus

poblaciones sin modificar sustancialmente su sistema de produccion.

Las heredabilidades a distintas edades para caracteres de crecimiento presentaron valores
medios (0,16+0,05 — 0,48+0,10), en general aumentando cuanto mas cerca de la edad de sacrificio. En
cuanto a las correlaciones genéticas, las estimadas entre el peso y la longitud en cada edad fueron altas
y positivas (>0,94), como era de esperar. La compacidad con el peso y la longitud presento valores desde
bajas hasta altas (0,10£0,21 — 0,85+0,11). La presencia-ausencia de todo tipo de deformidades, caracter
muy importante econdmicamente para la industria, presentd heredabilidades entre 0,07+0,03 y
0,2610,06 a las distintas edades. También se estimaron las heredabilidades segun el tipo de deformidad,
siendo la de columna la que presentd, a la edad de sacrificio, el mayor valor (0,16+0,06). En cuanto a las
correlaciones genéticas éstas fueron medias y positivas con los caracteres de crecimiento. A la edad de
sacrificio, las heredabilidades fueron de 0,43+0,10 para peso, 0,40+0,09 para longitud y de 0,20+0,05
para la compacidad. En cuanto a los caracteres de rendimiento y calidad, las heredabilidades para las
variables de rendimiento mostraron estimas bajas, cuando fueron consideradas como porcentajes, y
medias, en valor absoluto. Las correlaciones genéticas del peso canal y peso filete con los caracteres de
crecimiento fueron altas y positivas, mientras que las mismas para el porcentaje canal y porcentaje filete
fueron, en general, bajas y las de la grasa visceral fueron medias-altas. Aunque el porcentaje canal no
presentd casi heredabilidad, su alta y negativa correlacion genética con el porcentaje de grasa visceral
sugiere que se podria mejorar por esta via. Las heredabilidades de las variables morfoldgicas, las cuales
fueron obtenidas a través de andlisis de imagenes, utilizando una nueva aplicacion IMAFISH_ML,
estuvieron entre 0,17+0,05 y 0,51+0,10. En general, presentaron correlaciones altas con caracteres de
crecimiento y rendimiento filete y medias con caracteres de deformidad. En concreto, el caracter AlCa
(alto de cabeza) mostré la mayor heredabilidad, lo que lo predispone como un criterio de seleccidn
eficaz y no invasivo para mejorar indirectamente los caracteres de crecimiento y algunos de
rendimiento. Las heredabilidades de las variables de calidad de la carne mostraron valores entre
0,01+0,01 y 0,45%0,11. Los lipidos y la humedad presentaron heredabilidad baja-media, mientras que no

presentaron determinacidn genética aditiva el coldgeno y la proteina. Todos estos caracteres mostraron
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correlaciones genéticas favorables con el crecimiento. El Fish Fatmeter (FF) presenté una correlacién
genética con el porcentaje de lipidos muscular de 0,9940,05 e incluso una heredabilidad mayor que
éste, lo que lo revela como un método eficaz de medida de lipidos musculares y un buen criterio de
seleccidn para este cardcter. La fuerza maxima, un pardmetro de textura, presentd una heredabilidad de
0,17+0,05. Es importante destacar que en este estudio se analizaron variables para las cuales nunca
antes se habian estimado pardmetros genéticos en dorada, como las variables de morfologia a través

del andlisis de imagenes, el FF y la textura.

Se estimé la interaccién genotipo-ambiente, entre las cinco estaciones para el crecimiento y
deformidad y entre el ICCM y CANEXMAR para todos los caracteres analizados. Las correlaciones
genéticas, fueron en general altas y positivas en todas las variables que presentaron heredabilidad
distintas de cero, indicando la ausencia de interaccidn genotipo-ambiente entre sistemas de engorde y

comunidades auténomas.

Todos estos resultados revelan el potencial que tienen las empresas de dorada para mejorar su
produccién a través de la explotacion de la variacidon genética aditiva, y demuestra que es posible
implementar un programa de mejora genética en dorada, sin cambiar la idiosincrasia de la industria.
Ademas la no existencia de interacciéon genotipo-ambiente sugiere que las empresas podrian exportar
sus producciones mejoradas genéticamente entre comunidades y por ultimo sefialar que estos
desarrollos constituyen en si mismos transferencia de conocimiento, ya que han sido realizados con las

propias empresas del sector.
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1.1 ANTECEDENTES BIOLOGICOS DE DORADA

Existen numerosos estudios sobre dorada (Sparus aurata, Linnaeus, 1758) a raiz del interés
econdmico que supone su cultivo. A continuacién se entregard informacién bdasica relacionada con los

aspectos generales que caracterizan a la especie.

1.1.1 Taxonomia

La dorada es una especie marina, perteneciente a la familia de los esparidos y al género Sparus.

Su clasificacidn taxondmica es la siguiente:

Reino : Animal

Phylum : Chordata
Subphylum Gnathostomata
Clase : Actinopterygii
Subclase : Teleostei
Superorden : Neognathi
Orden : Perciformes
Familia : Sparidae
Género : Sparus

Especie : Sparus aurata

Sus nombres vernaculares en los distintos idiomas son los siguientes:

Espanol : Dorada

Inglés : Gilthead seabream
Francés : Dorade

Aleman : Goldbrasse
Italiano : Orata

1.1.2 Distribucion y Habitat

Se distribuye a través de las costas orientales del océano Atlantico, desde Gran Bretafia hasta
Cabo Verde, y por todo el mar Mediterraneo. Debido a sus habitos eurihalinos y euritérmicos, esta
especie habita zonas litorales en ambientes marinos, lagunas costeras y zonas de estuarios, en particular
durante las primeras fases del ciclo de vida. Como consecuencia de estos habitos, las doradas hacen una
migracion tréfica, desovan en el mar en invierno y posteriormente los juveniles migran a principios de
primavera en busca de lugares mas protegidos, con abundancia de comida y con temperaturas medias.

Regresando a mar abierto a finales de otofio para reproducirse (Moretti et al., 1999).
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1.1.3 Anatomia

La dorada se caracteriza por tener una forma corporal oval, alta, especialmente en la parte
anterior, y aplanada lateralmente. El perfil de la cabeza es convexo, sus ojos son pequefios, preopérculo
desnudo y labios anchos. Su cuerpo es de coloracién gris plateada con irisaciones doradas que se
extienden lateralmente desde la zona anterior a la zona caudal del pez. Aleta caudal ahorquillada.
Muestra una caracteristica banda dorada entre los ojos y una mancha oscura al comienzo de la linea

lateral, que cubre también la parte superior del hueso opercular (Figura 1.1).

Figura 1.1 Visidn lateral de una dorada adulta

1.1.4 Alimentacién y Reproduccion

En lo referente a su dieta natural, es preferentemente carnivora, depredadora de especies de
fondo (bivalvos y gasterépodos), crustaceos y pequefios peces. En general, se considera una especie de
crecimiento rapido en la naturaleza, alcanzando los 300 g en el segundo afio y aproximadamente los

600 g en el tercero, pudiendo llegar a tener un tamafio de 70 cm y un peso de 5 Kg (Castelld, 1993).

Por otro lado, es una especie hermafrodita proterandrica, primero madura como macho y a
partir del segundo o tercer afio se convierte en hembra. Su estacidn reproductiva tiene lugar durante un
periodo mas o menos extenso, bajo dias cortos y decrecientes, ya sea de octubre a diciembre en el
Mediterrdneo Occidental (Arias, 1980) o un poco mas tarde, entre noviembre y febrero, en el

Mediterraneo Oriental (Ben-tuvia, 1979).

Los huevos de dorada son planctdnicos, esféricos y transparentes, de 1 mm de didmetro
aproximado y con una o varias gotas de aceite en su interior, pudiendo producirse cantidades variables

que flucttan entre 500.000 y 6.000.000 de huevos-kg” de hembra (Cejas et al., 1992).

El desove se produce en aguas de época invernal, normalmente los peces migran hacia las
aguas costeras protegidas en busca de alimento abundante y temperaturas mas suaves (Migracién
Tropical). Se trata de una especie muy sensible a las bajas temperaturas (letal por debajo de los 4° C). A

finales de otofio vuelven a migrar a mar abierto donde se produce la cria de los peces adultos.



1.2 SITUACION ACTUAL DEL CULTIVO DE DORADA

En 2010 se produjeron sdlo 10,6 millones de toneladas menos de productos de acuicultura en
el mundo, frente a la pesca extractiva. La produccién global de la acuicultura ha crecido de manera
significativa, pasando de 0,6 millones de toneladas en 1950 a 78,9 millones de toneladas en 2010, con

un valor comercial que sobrepasd los 100 millones de euros (APROMAR, 2012).

La dorada, junto a la lubina (Dicentrarchus labrax), el rodaballo (Psetta mdxima) y la corvina
(Argyrosomus regius) son las especies mas relevantes de peces marinos de cultivo producidos en los

paises europeos meridionales.

La produccion acuicola de dorada en el mundo ha sido de 151.346 toneladas en el afio 2011,
un 2,9% inferior al afio anterior, siendo su maximo el 2008 con 178.554 toneladas, explicandose esta
situacién a desequilibrios sectoriales y la crisis en el entorno econémico y financiero, especialmente en

Grecia (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Evolucién de la produccion de dorada en Europa y en el
Mediterraneo para el periodo 1985-2011 (APROMAR, 2012).

La produccion de dorada se realiza en 19 paises siendo sus principales productores Grecia con
60.000 toneladas representando el 39,6% del total, seguido por Turquia con 34.000 toneladas (22,5%) y
Espafia con 16.930 toneladas (11,2%) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Distribucidon porcentual de la produccion de dorada en el area
mediterraneay el resto del mundo en 2011 (APROMAR, 2012).

En lo que ha pesca extractiva de dorada se refiere, su volumen a medio plazo ha permanecido

constante entre las 7.000 y 8.500 toneladas anuales, representando sélo el 5,6% del total.

La produccién de dorada de acuicultura en Espafia llevaba un ritmo de crecimiento constante
desde las 11.355 toneladas en 2002, hasta el afio 2009 donde alcanzé su maximo de produccién con
23.960 toneladas, desde las 11.355 en 2002, para luego decrecer un 15% y un 16,8% en 2010 y 2011
respectivamente, retornando este Ultimo afio a cifras que ya se habian alcanzado en el afio 2005 (Figura

1.4).
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Figura 1.4 Produccién de dorada en Espafia 2002-2011 (Elaboracion
propia a partir de datos de FEAP, 2012).
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La produccién de dorada por las comunidades autdnomas en el 2011 esta encabezada por la
comunidad Valenciana con un 40,8%, seguido por Murcia y Canarias con un 20,5% y un 19,2%

respectivamente (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Distribucién porcentual de la produccién de dorada por comunidad
autonoma en 2011 (APROMAR, 2012).

Toda esta produccién es llevada a cabo, fundamentalmente, en jaulas flotantes aunque

también son utilizados sistemas de engorde en esteros o instalaciones en tierra (tanques).

El precio medio de primera venta de dorada de acuicultura producida en Espafia en 2011 ha
sido de 5,00 €kg™, cifra que es un 19% mayor a la de 2010, lo que se explica por la menor oferta de
dorada en Grecia, Turquia y Espaiia, repercutiendo positivamente en la rentabilidad de los productores

dado que los costes de produccién fluctian entre 3,8y 4,3 €-kg™ (APROMAR, 2012).

El crecimiento y consolidacidon de la industria de dorada ha venido acompafiada por un
aumento de la competitividad de las empresas por minimizar costes y/o dar un valor afiadido a su
producto. Todo esto hace que el conocimiento cientifico y la innovacidon tecnoldgica dirigida a la
optimizacidn de los ciclos de cultivo de esta especie, adquiera especial relevancia en el mantenimiento
de sus niveles de produccién, principalmente sobre aspectos de nutricidn y reproduccion vy

seguidamente sobre aspectos genéticos.
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1.3 ANTECEDENTES SOBRE MEJORA GENETICA EN ACUICULTURA

La mejora genética animal es una ciencia que se aplica para encontrar estrategias dptimas para
aprovechar la variacién genética existente en una especie en particular, incrementar su bienestar, su
productividad y mejorar la calidad del producto (Gjedrem, 2005). La aplicacion de esta ciencia en
animales terrestres y en plantas ha hecho una contribucidon sustancial en el incremento de la
productividad y la viabilidad de las industrias productoras de alimento (Ponzoni et al., 2007; Neira, 2010;
Gjedrem et al., 2012). En general, la inversién en el establecimiento de programas de mejora genética
puede proveer de una alta tasa de retorno econdémico, pues la ganancia genética en el tiempo es
acumulativa, permanente y sustentable (Ponzoni et al., 2008). Sin embargo, en comparaciéon con
animales de granja, la aplicacién de los principios de la genética cuantitativa en peces ha sido muy
reciente (Gjedrem, 2005). A pesar de que en general, la respuesta a la seleccion es usualmente mas alta
en peces y moluscos que en animales de granja (Olesen et al., 2003) y que el potencial para mayores
ganancias genéticas esta bien documentado, el desarrollo de programas de mejora ha progresado
lentamente (Neira 2010; Rye et al., 2010; Gjedrem et al., 2012). Se estima que menos del 10% de la

produccidn acuicola mundial en la actualidad esta basada en stocks mejorados genéticamente.

1.3.1 Antecedentes de mejora genética en Dorada

Actualmente, la intervencidn genética sobre la produccién de dorada, al igual que en otras especies
de acuicultura, estd muy poco extendida. En cambio se han llevado a cabo distintas actuaciones alrededor
de la alimentacién, del manejo de los lotes, de la prevencion de enfermedades e incluso de la ubicacién
de sus instalaciones. Las razones son en parte, debido a la falta de personal especializado, al alto costo
gue supone para las empresas organizar su produccidn con criterios genéticos, a las caracteristicas
biolégicas de la dorada, al desconocimiento de la determinacién genética de los caracteres y sus
correlaciones genéticas y a la falta de metodologia que conjugue los intereses de produccién con la
explotacién de la variacién genética de ésta. Aunque a nivel empresarial existen algunos programas de
mejora genética en esta especie (Rye et al., 2010), son pocos los parametros genéticos que han sido

publicados, y menos aun los que se han estimado bajo condiciones industriales.

Knibb et al. (1997) estimaron una heredabilidad realizada para el peso al sacrificio, a partir de la
respuesta a una seleccién masal después de una generacion. Montero et al. (2001) obtuvieron una
heredabilidad no distinta de cero, a escala experimental, para el nivel de cortisol plasmatico post-estrés
de confinamiento. Afonso et al. (2000) describieron inicialmente una asociacién familiar
estadisticamente significativa para una triple deformidad de columna en sentido antero-posterior,
mediante cruces dirigidos. Posteriormente, Astorga et al. (2004) estudiaron 38 tipos de deformidades
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morfoldgicas que aparecieron en dicho esquema, simples o combinaciones de éstas, sobre un lote de
11038 descendientes no cribados provenientes de un lote de reproductores con control individual del
apareamiento, estimando la heredabilidad para el caracter presencia-ausencia de cualquier tipo de
deformidad. Thorland et al. (2006), en la empresa griega KEGO S.A., estimaron heredabilidades para el
peso al sacrificio (250 a 400 g), el color de la piel valorada mediante una escala discreta y para la
presencia-ausencia de la deformidad de cabeza y deformidades espinales. Castro et al. (2008) a escala
experimental, no evidenciaron componente genético para las deformidades lordosis y opérculo. Navarro
et al. (2009a, 2009b) estimaron heredabilidades bajo condiciones industriales, a partir de peces
engordados en Canarias tanto en tanques como en jaulas insulares, para caracteres de crecimiento, de
la canal y de composicidn de la carne a edad de cosecha. Estos autores trabajaron en una muestra de
descendientes provenientes de un lote de reproductores del grupo industrial espanol Tinamenor S.A., a
distintas edades de interés comercial (alevin, preengorde, primera maduracion incipiente y talla de
racion). Antonello et al. (2009) estimaron pardmetros genéticos en dorada para caracteres crecimiento y

de resistencia a la pasteurellosis.

Sin embargo, estos estudios han puesto de relieve el potencial que tienen las empresas de
dorada para optimizar su produccion a través de la explotacidn de la variacién genética aditiva, y no sélo
desde el manejo, al igual que otras especies acuicolas con programas de mejora genética establecidos
desde hace afios y que han mostrados resultados éptimos (algunos de ellos con probadas estrategias de
diseminacién), como la carpa comun (Cyprinus carpio), salmén del Atlantico (Salmo salar), trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus), carpa asiatica (Labeo rohita),
camardn (Litopenaeus vannamei), o la ostra del Pacifico (Crassotrea gigas) (Gjedrem, 2012; Gjedrem et

al., 2012).

1.3.2 ;Qué se necesita saber para implementar un Programa de Mejora Genética en

Dorada?

Para hacer factible y atractiva la explotacion de la variacidon genética aditiva de las poblaciones
por parte de las empresas, es importante el entendimiento de los principales factores que lleva asociado
el cultivo de dorada en condiciones industriales, tanto desde el punto de vista tecnoldgico como
bioldgico, dentro del contexto de las fases que conlleva la aplicacién de un programa de mejora
genética, como son la variacion de la poblacidn base, la determinacién de la matriz de parentesco, la
definicidn de los caracteres objeto de la seleccidn, la estima de pardmetros genéticos, la cuantificacién

de la interaccion genotipo-ambiente (GxA), la evaluacion genética o la reposicién.
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1.3.2.1 Poblacion base

La variacién genética de la poblacién de partida es de gran importancia para el desarrollo de un
programa de mejora genética, en la medida en que la variacidn genética condiciona la respuesta a la
seleccion a corto y largo plazo (Falconer y Mackay, 1996). En dorada, los Unicos estudios que existen
sobre caracterizacién genética de las poblaciones han sido llevados a cabo sobre marcadores neutros,
fundamentalmente microsatélites, indicando que la variacién genética de las poblaciones que poseen
actualmente las empresas y los centros de investigacion de dorada es muy alta. En este sentido,
Batargias et al. (1997, 1999), determinaron una heterocigosidad observada promedio de 0,875 en una
poblacién de cultivo, siendo una de la mas alta en teledsteos. Alarcon et al. (2004) caracterizaron 11
poblaciones de dorada del océano Atlantico y del mar Mediterrdneo, 6 naturales y 5 de cultivo,
mediante el andlisis de 11 marcadores isoenzimaticos y 3 microsatélites, no encontrando diferenciacion
genética entre ellas. Los niveles de heterocigosidad esperada registrados en poblaciones naturales y de
cultivo fueron estadisticamente iguales, 0,864 y 0,845 respectivamente. De Innocentiis et al. (2005), con
cuatro marcadores especificos de dorada (Batargias et al., 1997) estimaron unas heterocigosidades
observadas de 0,74 y 0,79 en dos poblaciones de cultivo pertenecientes a dos empresas italianas. De la
misma forma, Blanco et al. (2007) y Borrell et al. (2007), caracterizaron una poblacién de cultivo de
dorada mediante el uso de 11 microsatélites, 6 especificos de dorada y 5 de besugo (Pagellus
bogaraveo) (Pifiera et al., 2006), encontrando una heterocigosidad observada de 0,85 en la poblacién de
hembras y de 0,71 en la poblacion de machos. Todos estos valores altos de heterocigosidad media
ponen de relieve la falta de presion de seleccidn a la que han sido sometidas las poblaciones de dorada,
a la vez que la potencialidad genética de las mismas, cuando son comparadas con las descritas para
otras especies de interés comercial (Tabla 1.1) y para las que existen programa de seleccion de notable

éxito.

1.3.2.2 Matriz de parentesco

La dorada es una especie que permite el establecimiento de cruces individuales viables (Knibb et
al., 1998; Montero et al.,, 2001), sin embargo su implantacién dentro del contexto de la industria ha
presentado inconvenientes debido a que aumenta los costes de produccién en términos de recursos
humanos e infraestructura. Esto, unido a la imposibilidad de normalizar la fecundacién in vitro mediante
la obtencion de esperma y évulos por masaje abdominal, hace que las puestas masales constituyan la
estrategia mds extendida para garantizar las necesidades de mercado y costes de produccion en las
empresas. La dorada produce cantidades elevadas y variables de huevos por kilogramo de hembra y
puesta, y que fluctian entre 500.000 y 6.000.000 (Cejas et al., 1992). A pesar de ello, la supervivencia es
baja en condiciones de cultivo intensivo por lo que las empresas sobredimensionan la producciéon con el

fin de poder atender la demanda. Dentro de este contexto, las empresas establecen puestas masales a
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partir de lotes de reproductores constituidos por un elevado nimero de peces, entre 40 y 60 animales

aproximadamente, en una ratio de dos machos por cada hembra, aunque actualmente existe una

tendencia hacia la reduccién de los stocks individuales, para que haya diversificacion del riesgo e

incremento de la eficiencia. Sin embargo, el incremento del nimero de reproductores en las puestas

masales disminuye la contribucidn familiar a la puesta, a la vez que ésta se hace mas asimétrica

(Batargias et al., 1997), disminuyendo el censo efectivo e incrementando el nivel de consanguinidad de

los lotes de produccién destinados a la cria y engorde (Brown et al., 2005a).

Tabla 1.1 Estudios de variabilidad genética en dorada y otras especies de cultivo de interés comercial,

mediante marcadores microsatélites.

Especie Nombre N° muestra N° de Alelos Heterocigosidad Autores
Cientifico por poblacién locus por locus observada
Dorada Sparus aurata 932 6 16,5 0,875 Batargias et al. (1999)
16 12 8 0,712% Launey et al. (2003)
270 3 15,8 0,845 Alarcén et al. (2004)
98 4 17 0,74-0,79 De Innocentiis et al.
(2005)
32 6 16,3 0,885* Brown et al. (2005a)
397 11 18,55 0.788 Borrell et al. (2007)
264 11 17,36 0.774
148 17 4-21 0,36-0,94 Navarro et al. (2008)
Dorada Pagrus major 550 4 25,9 0,848 Pérez-Enriquez et al.
japonesa (1999)
Urta Pagrus auriga 42 8 14,5 0,731 Ponce et al. (2006)
Lenguado Solea 21 10 10,4 0,61%* Funes et al. (2004)
senegalensis
Rodaballo Psetta mdxima 46 3 7 0,67* Coughlan et al. (1998)
150 12 9,6 0,74 Bouza et al. (2002)
34 8 6,88 0,81 Borrell et al. (2004)
28 8 6,13 0,674
25 8 5 0,65
26 8 6,75 0,721
60 8 4,13 0,641
Salmon del Salmo salar 270 15 17,8 0,64 Norris et al. (1999)
Atlantico
984 12 21,8 0,7 Skaala et al. (2004)
Salmén Oncorhynchus 2638 10 6,7 0,59 Banks et al. (2000)
chinook tshawytscha
Tilapia del Nilo Oreochromis 250 6 12,34 0,7 Abdallah et al. (2005)
niloticus
Pez gato Ictalurus 50-100 13 - 0,72 Waldbieser y Wolters
punctatus (1999)
Carpa comun Cyprinus carpio - 5 5 0,365 Desvignes y Durand
(2001)

* Datos sobre muestras pequefias de cultivo

Ademas, la contribucion familiar puede ser variable bajo puesta masal ya que en dorada,

Navarro et al. (2009a) encontraron que 15 machos y 22 hembras participaron de la puesta, de un total

de 66 reproductores, definida en una muestra de 300 descendientes analizadas; mientras que Giménez
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et al. (2006) y Borrell et al. (2008), analizando lotes de reproductores de dentén (Dentex dentex),
describen que incluso hasta un 80% del total de la puesta puede proceder de sélo dos hembras. Por otro
lado, desde el punto de vista genético, la puesta masal tiene la ventaja de que minimiza las fuentes de
parecido por ambiente comun entre los miembros de la misma familia (Herbinger et al., 1999), e
interconecta a los individuos, mediante la formacién de familias de medios hermanos, pero tiene el
inconveniente de que imposibilita reconocer la genealogia de los peces, cuando la matriz de parentesco
entre los individuos es un requisito fundamental para estimar pardmetros genéticos de manera exacta

en aquellos caracteres de interés econdmico para el sector industrial.

El uso simultaneo de sistemas de marcaje fisico (Visible Implant Elatomer, VIE; y Passive Implant
Transponder, PIT) y marcadores genéticos microsatélites (intra e interespecificos), permite inferir y
trazar la matriz de parentesco de los peces durante el proceso de cria y engorde de los mismos. En
relacién a los sistemas de marcaje fisico, Astorga et al. (2005) pusieron a punto el sistema VIE para
alevines de dorada, Util para el reconocimiento de grupos familiares, estableciendo velocidades altas de
marcaje (16 segundos por pez), tasas de retencidén de la marca maximas y con efectos minimos sobre la
mortalidad de los peces marcados. También en dorada, Navarro et al. (2006) establecieron la
metodologia para marcar individualmente los peces con el sistema de marcaje PIT, a partir de los 3 g de
peso, sin afectar al crecimiento ni a la mortalidad, y encontrando que la tasa de retencion puede ser
maxima a partir de los 4 gramos, e independiente del manipulador. Ambos sistemas de marcaje
permiten marcar a una velocidad aproximada de 200 peces por persona y hora, lo que posibilita su uso
en experimentos que requieran del marcaje de un gran nimero de peces, como sucede en el desarrollo

de esquemas de seleccion.

Con respecto a los marcadores genéticos, en el caso de esparidos, ha sido descrito un nimero
considerable de marcadores microsatélites con un alto nivel de polimorfismo en dorada (Batargias et al.,
1999; Launey et al., 2003; Brown et al., 2005b; Senger et al., 2006), en dorada japonesa (Takagi et al.,
1997), en dorada australiana (Pagrus auratus) (Adcock et al., 2000), en besugos (Stockley et al., 2000;
Pifiera et al., 2006), en breca (Pagellus erythrinus) (RamSak et al., 2003), y en urta (Ponce et al., 2006).
Ademas, la conservacion de regiones flanqueantes de marcadores microsatélites entre grupos de
especies de esparidos ha permitido la amplificacién interespecifica (Takagi et al., 1997; Oliva et al., 2003;
Brown et al., 2005b; Jean et al., 2006; Pinera et al., 2006; Castro et al., 2007; Roques et al., 2007a,
2007b; Navarro et al., 2008). La aplicacion de marcadores microsatélites para la determinacidn de las
relaciones de parentesco en poblaciones de cultivo de dorada ha sido demostrada por Batargias et al.
(1997), quienes con la utilizacion de cuatro marcadores especificos asignaron el 98,6% de una muestra
de descendientes a 47 parejas, de entre 117 posibles de un stock de reproductores. Estos mismos
autores, consiguieron aumentar el nimero de descendientes asignados a 900, cuando incorporaron dos

marcadores mas (Batargias et al., 1999). Posteriormente, Pifiera et al. (2006) utilizaron un total de 11
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marcadores microsatélites altamente polimdrficos y con una capacidad de exclusion del 99,98% para
definir un stock de reproductores en una hatchery de dorada, con el objetivo de gestionar su
consanguinidad. Mas recientemente, Castro et al. (2007) reconstruyeron la asignacion entre un lote de
descendientes (996) y reproductores de dorada (159) mediante el uso de 11 marcadores microsatélites,
seis de dorada (Batargias et al., 1999) y cinco de besugo (Stockley et al., 2000), con una probabilidad de
exclusién combinada del 99,7%. Navarro et al. (2008) evalud la variabilidad genética de 27 marcadores
microsatélites interespecificos, sobre un total de 148 doradas, (66 reproductores de una empresa y 82
de sus descendientes por puesta masal) 37 bocinegros (Pagrus pagrus) y 125 urtas, obteniendo un
probabilidad de exclusion combinada a una Unica pareja de padres de 0,99. Borrell et al. (2011)
evaluaron la contribucién parental de 78 reproductores de dos stocks de una empresa espafiola
productora de doradas, asignando el 99,2% de sus descendientes a una pareja de padres, utilizando

nueve marcadores interespecificos.

Para lograr la reconstrucciéon de las relaciones de parentesco entre una poblacidon de peces
utilizando marcadores microsatélites, los peces se deben genotipar mediante el uso de la PCR. En sus
inicios el genotipado de los peces se hacia de manera individual para cada marcador, lo que presentaba
un alto coste econdmico, tanto por la amplificacidn como por la carrera en el secuenciador.
Posteriormente, se desarrollaron reacciones de PCR multiplex que permitieron reducir los costes
econdmicos por reaccidn y optimizar los analisis de reconstruccién de genealogia y variabilidad genética
de las poblaciones de cultivo (Navarro et al., 2008). En dorada, cada vez son mas las multiplex
desarrolladas a partir de diferentes microsatélites. El genotipar con distintos marcadores, tiene como
consecuencia el no poder comparar poblaciones o estudios, ademas de crear la incertidumbre entre los
investigadores y empresas a la hora de decidir qué marcadores o multiplex utilizar. Todo esto pone de
relieve la necesidad de desarrollar un panel estandarizado de marcadores moleculares para esta

especie, que sea eficaz, fiable y repetible.

1.3.3. Caracteres Productivos de Interés para la Mejora Genética

Antes de iniciar un programa de mejora genética se deben definir los objetivos u objetivo de
mejora, es decir, aquellos caracteres de importancia econdmica, que pueden variar segun la especie e
incluso de la poblacion (Gjedrem, 2000). En este sentido, la conversién de alimento es uno de los
caracteres mas importantes de la produccion animal debido a que representa una gran proporcién del
coste de produccion total. Sin embargo, debido a que este cardcter es dificil de medir individualmente
en condiciones industriales, su mejora se realiza, habitualmente, de manera indirecta, a través del
incremento de los caracteres de crecimiento (peso y longitud), dado que presenta una correlacion
genética elevada y positiva con estos caracteres a sacrificio (McPhee et al., 1979; Afonso, 1996). Asi,

Gjedrem (2010) indicé que la seleccidn individual para tasa de crecimiento ha sido practicada desde
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hace varios afos en especies acuicolas. La idea consiste en alcanzar crecimientos mas rapidos, que
permitan mejorar la relacién coste beneficio e incluirlos en los indices de seleccidn para la preseleccion

prematura de los animales.

Estrechamente relacionado con el crecimiento estan los caracteres de rendimiento. La
elaboraciéon de productos transformados como el fileteado, representa un sector del mercado muy
interesante para la industria y para el consumidor, en la medida que se ofrece un producto procesado a
un precio asequible y que permite una mayor facilidad para la elaboracién del alimento. En Espafia, el
porcentaje que supone el consumo de pescado fileteado frente al consumo total de pescado ha oscilado
desde el 3,61% en 1993 al 6,27% en 2002. Mas auln, dentro del total de los productos transformados de
pescado, dichos porcentajes han sido del 7,9% y 12,9%, respectivamente. Para el caso particular de
dorada, Luna et al. (2006) han llevado a cabo un estudio exhaustivo sobre la demanda del filete de
dorada en el mercado espafnol. En dicho estudio se abordd la influencia de distintos factores en la
aceptacion por parte del consumidor, como son el precio, el tamafio del filete, la presentacion del
producto, la promocion del mismo, etc., con el fin de establecer las lineas generales sobre las que
deberian enfocarse politicas comerciales que desemboquen en una nueva alternativa de mercado para
dorada. Los resultados alcanzados pusieron de relieve que cuanto menor es el precio del filete de
dorada mayor cantidad de compradores lo adquieren sin que tuviesen previsto adquirir dorada, siendo
mas competitivo con otros filetes y pescados. Sin embargo, cuando el precio sube los consumidores que
lo adquieren son aquellos a quienes les gusta la dorada y, por tanto, sustituyen la compra de dorada
entera en mayor porcentaje. Por otro lado, estos autores hicieron una estima de la demanda segun el
precio, el cual fue establecido segln los empresarios por costes, y segun los consumidores por
aceptacion, sobre los 11 €kg'. Ante dichos resultados, el rendimiento filete parece un caracter a
considerar, ya que si el precio estuviese entre 11 a 12 €kg”, la demanda de filete superaria las 7.000

toneladas afio con un incremento de la demanda de dorada de més de 6.100 t-afio™ (Luna et al., 2006).

Otro de los caracteres con repercusion en la produccién es la calidad del pez, tanto a nivel de
alevin como a talla de sacrificio, con respecto a la presencia de anormalidades morfoldgicas (Afonso y
Roo, 2009). En dorada, las deformidades constituyen un problema mayor que afecta tanto a los
criaderos como a las empresas de engorde, por comercializar sus productos esencialmente como
animales enteros. Asi, las empresas de cria se ven obligadas a implantar procesos de criba en sus lotes
de produccién, lo que afiade unos costes asociados a la misma, y que suponen porcentajes variables del
precio de venta del alevin, ya que de manera extendida las empresas de engorde no aceptan lotes con
mas de un 5% de peces deformes. En cuanto a las empresas de engorde, no sélo tienen pérdidas
econdmicas aquellas que comercializan sus productos como animal entero (Beraldo et al., 2003), sino
también la industria que comercializa sus productos procesados, a través de los problemas técnicos en

la maquina de fileteado que puedan causar los peces menos deformes que externamente se ven
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normales (Gjerde et al., 2005). El grado en que las anormalidades morfoldgicas afectan a la viabilidad de
las empresas es muy variable, debido a que existe mucha variacién entre y dentro de las empresas en
cuanto al tipo de deformidad, la prevalencia, la repercusion econémica y la especie. En especies como
lubina, dorada y bocinegro, las malformaciones mas relevantes son las que afectan al complejo
opercular, neurocraneo y columna vertebral (lordosis y fusién de vértebras) (Koumoundouros et al.,

1997; Boglione et al., 2001; Roo et al., 2005).

Por otro lado, los consumidores de pescado muestran un interés creciente por productos de
calidad a la vez que no estan dispuestos a pagar un precio excesivo por ellos (Gjedrem, 1997). Esto,
unido a la competitividad de las empresas, estd haciendo mas y mas relevantes los caracteres de
calidad. En este sentido la composicién del musculo juega un papel principal a través de atributos de
calidad como son el sabor, la jugosidad, la textura y la apariencia. Son multiples los factores que afectan
a la apariencia del pescado. Por ejemplo, el color de la piel y la elasticidad de la carne son parametros
gue generalmente estan incluidos en el analisis sensorial de dorada (Huidobro et al., 2000). La medicidn
instrumental de la textura permite trazar la pérdida de frescura (Ginés et al., 2002). Mas aun, es habitual
que las empresas incluyan los perfiles nutricionales de sus productos durante el proceso de
comercializacion de los mismos como un argumento de calidad y trazabilidad. El sabor y la jugosidad
estan alta y positivamente correlacionados con el contenido de grasa en el musculo (Grigorakis, 2007).
Ademas, los acidos grasos poliinsaturados del pescado, especialmente el dcido eicosapentaenoico (EPA;
20:5n-3) y el acido docosahexaenoico (DHA; 22:6n-3), se destacan por su efecto beneficioso para la
salud (Sargent et al., 2001). Son esenciales para algunos 6rganos, tienen un importante papel en la
disminucién de lipidos en sangre y son precursores en respuestas fisiolégicas y bioquimicas. Por otro
lado, tienen efectos cardiovasculares favorables, son esenciales en la estructura de las membranas

celulares, y juegan un papel importante con respecto a la hipertension y la diabetes.

1.3.4 Interaccion Genotipo - Ambiente

El sistema de producciéon de dorada presenta claras diferencias ambientales entre empresas
durante las fases de cria y engorde. Las empresas de cria pueden producir sus alevines desde tecnologia
intensiva hasta mesocosmos, habiendo entre ambas un espectro de matizaciones de sistemas de
produccién. Los alevines a su vez son preengordados y engordados fundamentalmente en jaulas, y en
coordenadas geogréficas muy diferentes, como es el caso de Canarias donde las temperaturas son mas
elevadas y estables a lo largo de todo el afo frente al Mar Mediterrdneo. Sin embargo, también se
engordan alevines de dorada con el sistema de esteros o estanques en tierra, propio del sur de Espaia.

Todas estas variaciones existentes en los sistemas de produccién y la localizacion de las instalaciones de
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dorada imprimen resultados muy dispares a los diferentes caracteres de interés para los piscicultores, y

especialmente han sido descritos para el crecimiento y la calidad del pez.

También existen otros factores diferenciadores entre empresas que afectan al crecimiento de
dorada como son la madurez sexual (Ginés et al., 2003) y el reparto del alimento (Robaina et al., 1997).
La dorada alcanza la primera maduracién sexual a la edad de uno o dos afios, habiendo notables
diferencias entre poblaciones. En Eilat (Israel), Zohar et al. (1978) describieron que ya en el primer afio
de vida todos los individuos que analizaron eran machos perfectamente funcionales, mientras que en
otras localizaciones como el sur de Italia, sélo la mitad de los individuos analizados histolégicamente
alcanzaban alglin grado de madurez, aunque sin diferencia macroscépica con los individuos inmaduros
(Micale y Perdichizzi, 1990). Por otro lado, la busqueda de técnicas de alimentacién adaptadas a dorada
es una estrategia importante para mejorar la ecuacion eficacia-coste. Azzaydi et al. (1997) concluyeron
gue el mejor sistema de alimentacion es aquel que permite que los peces determinen cuando y cuanto
han de comer. En este sentido, Ginés et al. (2004a) comprobaron que la dorada mejora el crecimiento y
la conversidn del alimento y disminuye el coeficiente de variacidn a través de la libre disponibilidad del
alimento mediante comederos de autodemanda durante el engorde. Robaina et al. (1997) encontraron
diferencias significativas en crecimiento cuando el alimento se reparte una frente a dos, tres o cuatro
tomas diarias, ya que en el primer caso crecen menos y convierten peor, mientras que entre los
restantes no hay diferencias ni en conversién ni en crecimiento. Sin embargo, las empresas de dorada
presentan claras diferencias de localizacion geografica y de sistemas de organizacidon y distribucién del

alimento.

En cuanto al sistema de cultivo, de manera general, se ha sido descrito como factor modulador
de la aparicidon de deformidades esqueléticas, fundamentalmente relacionado con la intensificacidon de
las técnicas de cria, asociando el uso de sistemas extensivos y semi-intensivos con la obtencidn de peces
con muy baja incidencia de deformidades esqueléticas, cuando se comparan con ejemplares cultivados
mediante técnicas intensivas (Divanach y Kentouri, 1983; Divanach et al., 1996; Boglione et al., 2001;
Koumoundouros et al., 2001; Sfakianakis et al., 2004; Giménez y Estévez, 2005; Roo et al., 2005) (Figura
1.6).

Todas estas diferencias ambientales pueden producir una desviacion ambiental en la varianza
fenotipica. Si esta desviacion no es independiente del genotipo sobre el que actua, es porque existe una
interaccion GxA (Falconer y Mackay, 1996). Por ejemplo, una diferencia especifica de ambiente puede
tener un efecto mayor sobre algunos genotipos que sobre otros, o puede haber un cambio en el ranking

de valores genéticos de una serie de genotipos cuando se miden en distintos ambientes.
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Figura 1.6 Distribucién de incidencia de deformidades esqueléticas por
sistema de cultivo en dorada (Roo et al., 2005). LSK: triple deformidad
(lordosis, escoliosis, cifosis) (Afonso et al., 2000).

Navarro et al. (2009a y 2009b) estimaron la interaccion GxA en caracteres de crecimiento de
dorada a través de correlaciones genéticas de los mismos caracteres en dos ambientes (jaulas insulares
y tanques) considerados como caracteres distintos (Falconer y Mackay, 1996), obteniendo resultados
que mostraban la falta de interaccion GxA. Sin embargo, existen evidencias generales de que la
interaccion GxA aumenta en animales de cultivo con el incremento de las distancias genéticas y de las
diferencias entre ambientes (Dunham et al., 2001), pero en la actualidad no existen antecedentes de

gue esto se haya medido en doradas entre ambientes mas distantes y diferentes.

1.3.5 Evaluacion Genética y Reposicion

El nivel de confidencialidad de las empresas espafiolas y mediterraneas de acuicultura es muy
elevado, lo cual hace muy dificil conocer con total exactitud el grado en que éstas tienen implementados
sistemas de control genético en su sistema de produccion. Aln asi, es conocido que el sector posee lotes
de reproductores y pre-reproductores, a partir de los cuales se hace la reposicién, cuando en los
primeros se produce mortalidad o cambio de la proporcidon sexual de los peces debido al caracter
proterandrico de dorada. El uso de criterios genéticos minimos, como es la consanguinidad individual,
no esta extendido debido al alto coste econédmico que supone caracterizar los nucleos de reproductores
y pre-reproductores con marcadores genéticos, por lo que, de llevarse a cabo, ésta se produce
fundamentalmente en las grandes empresas. Es mads, todavia existen empresas que minimizan la
consanguinidad de sus stocks de reproductores mediante la inclusion de nuevos ejemplares

procedentes de la naturaleza.
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Mas lejos aun esta la reposicién de los nucleos de reproductores con criterios que incluyan el
valor mejorante de los peces en las empresas de dorada. Como denotan los similares niveles de
variacion genética entre poblaciones naturales y de cultivo, la intervencion genética es escasa o
reciente, cuando es sabido que la implementacién de programas de mejora genética desde distintos
puntos de vista optimiza las producciones, racionaliza la gestiéon de la produccién y aumenta la
competitividad de las empresas, a la vez que preserva las poblaciones naturales. Es mas, su implantacion

da un gran soporte en términos de calidad, trazabilidad y estabilidad.
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1.4 OBJETIVOS

Teniendo en cuenta todo esto, el objetivo del presente estudio es protocolizar y estandarizar las
herramientas necesarias para desarrollar un esquema de seleccién en dorada, bajo condiciones
industriales, a la vez que iniciar un programa piloto de mejora genética a escala nacional, a partir de
peces criados en jaulas, tanques y esteros, en cuatro de las cinco comunidades autonomas productoras

de esta especie, mediante los siguientes objetivos especificos:

Objetivos Especificos:

1. Disefiar un panel de referencia de dos nuevas PCRs multiplex de marcadores microsatélites, que
permitan caracterizar de forma fiable y econémica stocks de reproductores y descendientes de
dorada e inferir sus relaciones de parentesco bajo puesta masal, ademas de compartir y

normalizar resultados de distintas poblaciones.

2. Estimar las heredabilidades de nuevos caracteres de interés y las correlaciones genéticas y
fenotipicas entre éstos, con el fin de que el sector industrial disponga de una informacién que le
permita tomar decisiones mas adecuadas de cara a explotar la rentabilidad de sus poblaciones

sin modificar sustancialmente su idiosincrasia de produccién.

3. Cuantificar la interaccidon genotipo-ambiente a escala nacional a través del cultivo de distintos
lotes de descendientes provenientes de distintos stocks de reproductores en diferentes

sistemas de engorde (tanques, jaulas flotantes y esteros) y regiones (insular y continental).
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2.1 INTRODUCCION

Como consecuencia del crecimiento y consolidacion de la industria productora de dorada, las
empresas demandan nuevas mejoras en los ciclos de produccion para reducir costes al mismo tiempo
que preservar la calidad. Para este propdsito, es prioritaria la implementaciéon de programas de
seleccidn genética. La produccién de dorada se realiza principalmente a través de puestas masales, lo
que impide el conocimiento de la genealogia de los peces (reproductores y descendientes) lo cual es
imperativo para estimar parametros genéticos. Por lo tanto, la implementacién de programas de
mejora, bajo estos condicionantes de produccion, necesita tanto sistemas de identificacion fisica
(Navarro et al., 2006) como de identificacién genética a través de analisis de marcadores moleculares
(Navarro et al., 2008), a fin de evitar anadlisis genéticos costosos en todos los puntos de toma de

muestras durante el proceso de crecimiento (Navarro et al., 2009a).

Para promover esquemas de seleccidn genética en la industria de dorada es muy importante
disponer de un sistema estandarizado de marcadores para asignar correctamente las relaciones
familiares. El nimero de loci necesarios para una asignacion eficiente depende de parametros tales
como el tamafio de la poblacién y la diversidad alélica (Bernatchez y Duchesne, 2000; Villanueva et al.,
2002), el nimero de reproductores que contribuyen a la puesta (Blouin et al., 1996; Liu y Cordes, 2004),
el nivel de homocigosis (Marshall et al., 1998) o la presencia de alelos nulos (Borrell et al., 2004, Castro
et al., 2007; Navarro et al., 2008). Usando un gran nimero de marcadores microsatélites se asegura una
asignacion eficaz de las relaciones parentales bajo cualquier situacién (Navarro et al., 2008), los cuales,

combinados en una reaccién de PCR multiplex, reduce considerablemente los costos.

La PCR multiplex también reduce el tiempo y los errores asociados, y es una técnica poderosa
gue puede aumentar la productividad de los estudios genéticos (Neff y Gross, 2000). Sin embargo, los
métodos de genotipado llevan asociados posibles errores que deben ser considerados en el momento
de estimar la fiabilidad de los resultados (Taberlet et al., 1996; Borrell et al., 2004; Hoffman y Amos,
2005; Castro et al., 2006). Los errores en el genotipado presentan origenes diversos y complejos, como
son la secuencia del ADN de los cebadores, la baja calidad o cantidad del ADN (Borrell et al., 2011) y
factores humanos (Hoffman y Amos, 2005; Pompanon et al., 2005). Los errores debidos al factor
humano se minimizan a través de reacciones multiplex, ya que éstas reducen los pasos durante el
analisis de la muestra e introducen automatizacidn (Bonin et al., 2004). Identificar y reducir los errores
de genotipado inherentes a cada microsatélite (Castro et al., 2004; Hoffman y Amos, 2005; Pampanon et
al., 2005; Castro et al., 2006), es también muy importante, especialmente para la reproducibilidad entre

laboratorios (Sobel et al., 2002; Weeks et al., 2002).
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Launey et al. (2003) y Brown et al. (2005b) desarrollaron las primeras reacciones de PCR
multiplex para dorada. Estos autores aislaron nuevos microsatélites especificos y propusieron dos
multiplex, de tres y cinco marcadores di-nucleétidos Launey et al. (2003), y una de cuatro marcadores
también di-nucledtidos Brown et al. (2005b). Navarro et al. (2008) desarrollaron dos interespecificas y
robustas reacciones multiplex, RimA de diez y RimB de siete marcadores microsatélites redisefiados,
alcanzando el 100% de éxito en las asignaciones parentales a pesar de la presencia de alelos nulos. Porta
et al. (2010) propusieron dos reacciones multiplex especificas de cuatro (SaGT4) y seis (SaGT6)
marcadores microsatélites di-nucledtidos asignando con éxito el 95% de los descendientes analizados.
Borrell et al. (2011) desarrollaron una PCR multiplex (OVIDORPLEX) de nueve marcadores microsatélites
(de los cuales cuatro eran interespecificos) asignando correctamente el 99,2% de los descendientes.
Vogiatzi et al. (2011) buscaron microsatélites en regiones codificantes derivadas de una base de datos
de secuencias expresadas e identificadas de dorada y evaluaron el polimorfismo y el rango alélico de 63
de estos microsatélites que eran di-, tri-, tetra-, penta-y hexa-nucledtidos. A partir de éstos, propusieron
cinco PCRs multiplex de entre cuatro y nueve microsatélites, combinando marcadores que requerian

idénticas temperaturas de hibridacion.

Este elevado nimero de PCRs multiplex desarrolladas para dorada, con un gran nimero de
marcadores microsatélites diferente, impide la comparacion entre poblaciones, empresas y grupos de
investigacion. Esto pone de relieve la necesidad de desarrollar un panel estandarizado de marcadores
gue podria ser utilizado con seguridad y fiabilidad por todos los usuarios. Un panel de referencia es un
conjunto de marcadores altamente polimérficos, especificos y reproducibles recomendados por la
Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG en inglés). Para su implementacidon, previamente debe
evaluarse el polimorfismo y errores de genotipado del conjunto de marcadores mediante una prueba de
comparacién ISAG (CT en inglés) en la que varios laboratorios amplifican los marcadores usando las
mismas muestras. Los resultados se discuten en una conferencia de la ISAG y el Comité Permanente
publica un resumen con el panel de referencia, e informa a la sociedad cientifica (ISAG 2001/2002). En
especies terrestres donde la mejora genética estd bien establecida cada vez son mas comunes los
paneles de referencia de marcadores. Sin embargo en la actualidad, ninguno ha sido propuesto en

peces.

El principal objetivo de este trabajo fue desarrollar PCRs mdultiplex, a partir de un amplio
espectro de marcadores de microsatélites especificos, que puedan proponerse a la Asociacion
Internacional de Genética en Acuicultura (IAGA en inglés) como un panel de referencia de marcadores

para dorada, siguiendo los siguientes pasos:
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a) disefiar cebadores para 138 marcadores microsatélites del mapa de ligamiento genético de

dorada de tal manera que se puedan amplificar usando las mismas condiciones de PCR,

b) evaluar estos marcadores en funcién de su variabilidad genética, su rango alélico y facilidad

de lectura,

c) proponer un protocolo para identificar y clasificar los potenciales errores como un método

para evaluar la facilidad de lectura de cada marcador,

d) desarrollar dos PCR multiplex con once marcadores cada una como un panel de referencia

de marcadores para dorada, utilizando los mejores microsatélites,

e) validar la robustez de estas PCR multiplex mediante la amplificacién de las mismas muestras

en cuatro laboratorios diferentes,

f) comprobar su eficacia en la asignacién parental en una muestra de descendientes

provenientes de tres puestas masales industriales.

29



2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Muestras

Se analizaron un total de tres lotes de reproductores de dorada y 256 de su descendientes,
pertenecientes a un programa de seleccion genética (PROGENSA ©, 2009).

De estos 256 peces, seis descendientes del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM,
Canarias, Espaia), cinco de la empresa PISCIMAR S.L. (PMAR, Catalufia, Espafia) y cinco de la empresa
CULMASUR S.A (CSUR, Andalucia, Espafia), se utilizaron como muestras control para estudiar la
variabilidad genética y la facilidad de lectura de todos los marcadores microsatélites. Cuatro de estas
muestras (llamadas muestras de prueba) se utilizaron también para optimizar las reacciones de PCR
multiplex. Tres lotes de reproductores (59 reproductores del ICCM, 47 de PMAR y 98 de CSUR), y una
muestra de 80 descendientes de cada uno de ellos, se analizaron para validar la utilidad de estas PCRs
multiplex en la asignacidn parental.

El ADN se extrajo a partir de tejido de aleta (la cual fue previamente conservada en etanol
absoluto a temperatura ambiente), utilizando el kit DNAeasy (Qiagen®), y después se mantuvo a -20°C
siguiendo las recomendaciones del fabricante. La calidad y cantidad de ADN se determind utilizando un
espectrofotémetro Nanodrop 1000 v.3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, EE.UU.). La integridad
del ADN se verificé por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% (8 v-cm™) por tincién con
bromuro de etidio (0,5 pg-ul™) y se analizé con el programa Quantity One®© (Bio-Rad Laboratories,
Hemel Hempstead Hertfordshire, Reino Unido), utilizando Lambda Hind Ill, como marcador de peso

molecular.

2.2.2 Evaluacion de los Marcadores Microsatélites
2.2.2.1 Diseiio de los Cebadores

A partir de todos los marcadores microsatélites publicados en el mapa genético de dorada
(Franch et al., 2006; Senger et al., 2006), 138 pares de cebadores fueron disefiados para ser amplificados
con las mismas condiciones de PCR. La longitud elegida del amplicén fue de 70 a 200 pares de bases (pb)
para optimizar la eficacia de la reaccidn multiplex (Dakin y Avise, 2004). Ademas se considerd que las
secuencias flanqueantes no fueran polimadrficas y que no presentaran potenciales sitios de sustitucion
de nucledtidos en los lugares de unién de los cebadores. Durante el disefio de los cebadores también se
evitaron secuencias con alta complejidad para asegurar la sensibilidad y especificidad de las PCRs. Se
disefiaron con una temperatura de fusién tedrica de 60°C+2°C a una concentracién de sales (K+, Na+,
Tris+ o NH4+) de 180 mM. El contenido de pares de bases GC se mantuvo entre 35 y 60% para evitar la

formacidn de secuencias palindromas u homopolimeros como el poli (dT) de mas de cinco bases.
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Se analizé la formacién de horquillas o estructuras secundarias de los cebadores usando el
programa que se encuentra en la pagina web Integrated DNA  Technologies

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/mFold/) y se evitaron las estructuras secundarias

estables manteniendo el umbral de energia libre por debajo de los -13 kcal-mol™ (Yuryev et al., 2002).
Las caracteristicas de los cebadores se eligieron para garantizar la misma eficiencia de amplificacion de
todos los fragmentos de ADN, tal y como describieron Sanchez et al. (2003). Las parejas de cebadores se

renombraron con un cddigo interno para facilitar la comprensién de este trabajo.

2.2.2.2 Reaccion PCR

Cada marcador microsatélite se probd en una reacciéon de PCR simple usando las muestras
control, para confirmar su correcta amplificacién, rango alélico, morfologia, variabilidad genética y
facilidad de lectura. Las condiciones de PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95°C por 10
min, seguido por 28 ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 60°C y 1 min a 65°C, con una extension final de 60 min
a 60°C. El volumen de reaccién fue de 12,5 pl con las siguientes concentraciones de componentes: 1X
GeneAmp PCR Buffer 11 (100 mM Tris—HCI pH 8,3, 500 mM KClI) (Applied Biosystem®, USA), 3 mM MgCl,,
0,2 mM de cada dNTP, 0,04 unidades-ul™* de AmpliTag Gold ADN polimerasa (Applied Biosystem®), 2,4-
6,4 ng-ul™" de ADN molde, y 0,2 pM de cada cebador. Antes de correr los productos de la PCR en el
secuenciador automadtico, se comprobd la correcta amplificacion de los amplicones mediante una

electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 30 min (8 v-cm™).

Después, 1ul del producto de PCR (diluido a 75% con agua Milli-Q) se mezclé con 9,75 pl de Hi-
Di formamida y 0,25 pl del marcador de peso molecular GeneScan LIZ 500 (Applied Biosystem®, USA), y
se corrié en un secuenciador automatico ABI Prism® 3130XL (Applied Biosystem®, USA) de 16 capilares
usando POP-7 como polimero (condiciones de carrera: 60°C, 3000 v, 1500 s). Los productos de las PCRs
simples realizadas inicialmente se cargaron mezclando tres marcadores teniendo en cuenta su
fluorocromo, rango alélico e intensidad de la banda en el gel de agarosa. Los electroferogramas se

analizaron usando el programa GeneMapper (v.3.7) (Applied Biosystem®, USA).

2.2.2.3 Facilidad de Lectura

Para evaluar la facilidad de lectura o fiabilidad de cada microsatélite se cred un protocolo,
llamado GremmProtocol (Genotiping Reliability Evaluation of Microsatellite Markers - Protocol), que
consistié en determinar la tasa de errores o potenciales errores, utilizando una escala para clasificar a
los microsatélites por la presencia de éstos. La escala fue del 1 al 3, donde 1 correspondid a un
genotipado ambiguo en mas del 30% de las muestras, 2 a un genotipado ambiguo en el 30% o menos de

las muestras y 3 correspondid a un genotipado fiable en el 100% de las muestras.
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Figura 2.1 Tipos de errores potenciales de genotipado durante el proceso de determinacion y
redondeado de los alelos del GremmProtocol; a) amplificacién inadecuada, b) pérdida de un

alelo, c) patron de bandas confuso, d) alelos intermedios.

Se consideraron cuatro tipos de errores: de acuerdo a la determinacion del alelo; a)
amplificacion inadecuada: alturas de la banda menores de 300 Unidades Relativas de Fluorescencia
(RFU), con mucho ruido de fondo o morfologia alélica confusa (Figura 2.1A; Pompanon et al., 2005), b)
pérdida de alelo: amplificacion preferencial del alelo ligero con respecto al pesado (Figura 2.1B; Castro
et al., 2006); c) patron de bandas confuso: patrén de bandas tartamudas que tienen la Ultima banda mds
baja que la penultima lo que hace dificil distinguir entre un homocigoto y un heterocigoto en alelos
adyacentes (Figura 2.1C; Hoffman y Amos, 2005); y de acuerdo al redondeado de los alelos, d) alelos

intermedios: loci di-nucledtidos con alelos que difieren en una base entre uno y otro (Figura 2.1D; Castro
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et al., 2004). Cada microsatétile se evalud segin el GremmProtocol, tras el genotipado de las muestras

control.

Previamente, se verificd el correcto funcionamiento de los marcadores de peso molecular en
todos los electroferogramas, a fin de considerar sélo los errores relacionados con la secuencia de ADN

de los cebadores y no con una mala carrera en el secuenciador.

2.2.3 Optimizacion de las PCRs Super Multiplex

Después de la evaluacién de los microsatélites, se descartaron aquellos marcadores que no
amplificaron, los que tuvieron baja variabilidad genética y aquellos valorados negativamente segun el
GremmProtocol. Finalmente quedd un grupo de 79 marcadores que se consideraron adecuados, al que
se le denomind Radal. Sus secuencias, el nimero de acceso al GenBank y los fluorocromos se muestran
en la Tabla 2.1. A partir de estos marcadores, se disefiaron dos PCR Multiplex, llamadas SMsal y SMsa2
(SuperMultiplex Sparus aurata). El nUumero de marcadores incluidos en cada PCR multiplex fue el mas
alto posible teniendo en cuenta su grupo de ligamiento (para que no se repitiera en la misma reaccion),
rango alélico y color del fluorocromo (la distancia minima entre marcadores con el mismo color fue de
18 pb para evitar solapamientos). Inicialmente, la concentracién de los cebadores en cada PCR multiplex
fue de 0,2 uM, y se fue modificando hasta que las bandas de los alelos tuvieran alturas de entre 600 y
3000 RFU tal y como describieron Navarro et al. (2008). Aquellos marcadores microsatélites que no

amplificaron en las PCRs multiplex se reemplazaron por otros.

Toda esta puesta a punto de las multiplex se realizd sobre las muestras de prueba. Las
condiciones de la PCR fueron las mismas que las utilizadas en las PCR simples ya descritas. Una vez mas,
previo a la carrera en el secuenciador automatico, se comprobé la adecuada amplificacién de los
amplicones, mediante una electroforesis en gel de agarosa al 2% durante 30 min (8v-cm™). Las
condiciones del secuenciador automatico fueron también las mismas que las de las PCRs simples
excepto que los productos de la reaccion se diluyeron al 50-85% dependiendo del secuenciador utilizado

en cada laboratorio.

Los electroferogramas se analizaron usando el programa GeneMapper (v.3.7) utilizando dos kit
de set de bins creados especificamente para estas reacciones (kit-SMsal y kit-SMsa2), los cuales estan

disponibles en jafonso@dpat.ulpgc.es y son una especie de macros que incluyen los rangos alélicos de

todos los marcadores de una multiplex permitiendo su lectura automatica.
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Tabla 2.1. Radal: Listado de marcadores microsatélites seleccionados como adecuados en este
estudio: cédigo interno (Cl), nombres de los loci, nUmero de acceso al GenBank, fluorocromos y
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secuencias de los cebadores.

[¢]] Locus Acceso Secuencia del cebador forward (5'—3°) Secuencia del cebador reverse (5'—-3°)
5'6-FAM
B1 Cld-24-H DQ851306 AGATCCCTCACTGCAGCAAA gttAGTCTGCATGTTTATATGAGAGCAA
B3 Gt57 DQ851386 CCTGACTCTTACCCCAGTCG gttAATTACTCCTGTGCTGCATTCTG
Cc1l Dld-14-H DQ851338 CCTTGAAAAGGACACTCACTGATAG gttATCCCGCTGTCCGAATGA
c2 Fd-48-F  DQ851374 ATTACAGCCAGAGGACTGGAGAG gttTCAGAGAGAGTGTTCTTGTGTATCTG
Cc3 Eld-39-T DQ851367 GAACTGTGTGAGAGAGGACAGTTG GAAGGAAAAATTCTGATTGGAGTTC
c4 Saimbb16 AJ418652* ACCTGTTTCTTTGATTTGTTGC gttCATAACAGCAGGATAGGTCAGACT
D2 Saimbb26  AJ418656* CAATGGCAAAAGCAATGG gttAAGTGACGACGCAGTGTGA
D4 P3 DQ851284 GAGGGGACACGTAAATTTGG gttAACAACAGTCAAATGCTGAGTTGT
E1l Bd-68-T  DQ851270 AGGGGCGTTTCAGGTTCT gttAGGTGAGTCCGTCAATCAGTGTAT
E3 Fd-81-F DQ851377 GGCTGGACATGCTTTCATAGAT gttAGCGCTTGAAGATAAAACAACTCT
F1 Bt96 DQ851295 TCCAGCTTGGGATCAATAAAGTA GCTAGTTTTCCTGAAACAGTCATTT
F2 Cld-26-H DQ851307 ATGTGAAACAGAGTGGAAGAAAAAC gttAGACGACAGACAAAGACCACAGT
G2 Cld-03-F  DQ851301 ATGACTAAACATCACGTTCATGGAT gttAGCTCATGGCTAACTGTGTACTTTT
G3 Hd-23-T  DQ851391 TCTAACTTTCTTTGAGGTCCCTCTT GAGGACAAGCTGAAGTACGAGTC
H1 P19 DQ851285 GGATCTGCAATATCCACAGTCAG gttCTGGATGCAAAGCTTTCTCTG
H2 Dd-56-F  DQ851326 GTAGTGCTGGAACAAGACCAAAAG gtttCGTCATCCAAAAATCTTTATCTCTC
12 Fd-78-H  DQ851375 CATTTACAGCTAATGCTCAGAGAAA GTGACTGAAGACAGGTATGAGCAC
J1 P96 DQ851292 CGCAATTAGAAGTAGGAGACTGG gitTGCCAGATGCAGGATGTAAG
J2 Did-24-T DQ851343 AGAGAGCTTCACTGACCCTGAG GCTGAAAACGTGGTTTTGTTAGATA
J3 Bd-06-H DQ851259 GGCATCAGCAGCAACCAG gttAGGTAAATACCACCGCTGTCAC
K2 Dd-84-H  DQ851331 GGGTGATGAATTCGTTGGAC gttTCCTCTTTCAGACACATTACTCACA
K3 Eld-13-H DQ851361 CTGACAAATCTGAAGATCTGAATACTG GATCCTCTGCTCATCCATCTG
5'NED
A5 Bt-14-F DQ851293 AGCCGAGTACTTCTACTCCTCTGAT gttAGTGAGGGCGGACAGATAAAG
B 6 Dt23 DQ851346 ACACAACACACGATTACAGCAGA gttTCCATGTGAGATGTCACTCTATTTC
D6 Fd-42-T  DQ851372 TCCAAGAGTGTGAGCAGTCTAATCT gttCAGGTCCAACCTGCTATCAATTA
E4 Bld-18-F DQ851280 AGTGATGCGCTCTGGGTTTTA GTCTCTCAGCCTTTGAAGTGTTATC
E5 Ef6 AJ418667* AGAACAAATGAACTCAGCAACTTTC gttAGTCTCCTGTGTTTATGATGACTGC
E6 Sai2l AY322112** TCAGAGCAGAGCTGTGATTGTAT gttACCGAAGCTGATTGTTAGTGTGAGT
F3 Saimbb25 AJ418675* AGGAAGATGACAGTGGAAACATTAG gttCCCCTACCTTTTCTCTTCTAACTCA
G4 Cld-14-F  DQ851304 ATGTGAGTGCACACGTGGAG gtttCCTGTCAGGTATATGAGAAGAACTAATG
G5 Gd-67-H  DQ851383 CAAGCTCAGGTGTAGCATTAGTCTT gtHtAACTGGTTAGGAGTGTTGCTAAATG
H4 B26b DQ851254 TTGACTTGACCCAATATCTCACTCT gttTCTCAGGTGACTAACAAGTGAACAG
H5 Hd-15-H  DQ851390 CTCTCTCATGCGCACTTTCTT gttCACTCCCTCTGATTTATGAGATGAT
14 Bd-08-F  DQ851260 GAGACAGCAGGTCGCTCATC GACAGAGACTAAAGCTCGACGAA
J8 Bd-48-T  DQ851265 CAGGGAAACAACACAATGCTG gtTTCCGACAGGTTGTACATATATCAG
J9 Fd-46-T DQ851373 ATTTGACTTGATGATCAGCTGTG gTTTTCTGGAGTATGACTGAAAGACA
K7 Cld-65-H DQ851315 ATTTATACCACAGCTCAATGACACC gtTTCCTTCTCGTTTATGTAAGTCTGC
K8 SAI15 AY322110** CTGTCTTTCTGTCCCTCACACTTAT gtttCTCAGTTGAAGCATTCTGTAAAGTC
M5 Ct27 DQ851320 GAGACAGAGAGGAAGAAAAAGGATT gttCAATGCTACAAGCTGCCTCAG
M6 Fd10 DQ851370 ACCACTCAACAATGACAGGCTAGT GGGATCTGAAACATGAGAGAAGAC
M7 Saimbb20  AJ418655* GCTGTCTCTACGCTTTCAGCTC gttACTTTGCATTTCCCTGCCTAT
5'PET
A8 C90b DQ851299 ACAGAGTCAAGCAGCGGATAAC gttCGACCTGCTGAGGAGAACA
A9 Ad-07-H  DQ851247 AGATTACTTAGTCCTAACTGTGGTAGTGA gttCTTCTTCTGTCTGTCCTTTCACG
B8 Hd-33-F  DQ851394 TGAGTCTACAAAGCCAGAACCA gttTAAGAGAATAAAGCTCTGCCTGTGC
Cc9 1d-39-H DQ851407 ACCAAACAGACAGCTGAAGGTTAC gttACATTTAGAAAAAGGGAGGATCG
c10 Eld-38-F DQ851366 TCTGAATAAAACATTGTCTGCAGTG gtttCTCAGACGGAGTATTTTTGGAACA
D9 Cld-44-T  DQ851312 CTTTGACTCCTGACCTCTTAATCC gttCAGAGTCAGTTCCTTTCCTCTCTGT
D 10 SAGT26 Y17266*** GGTTCAGTTTGGAGTATGTTTGAA gttTCAGCTATAGAGATGTCTGTGTTCTC
E8 Hd-70-H  DQ851399 TACACACACACTCTCTCTCTTCAGG gttATGGAAGAGGCAGGAATCTTTT
F4 P54 DQ851289 TGTCTCTCTATTGTCCTCTCTCCTC gttTGCACCTACAGCGGCATC
F5 Id-11-H DQ851402 GAATGTCTGTAATTGTTTGCGTGT GGTCAATTCAACATATCATCCATC
F6 Hd-25-F DQ851392 AACGGTGTCCTCTATTTCCATTATT GCAGGAATTATCTATGTCTGCCTAA
G6 Cld-52-T DQ851314 GTAAATCCAACAATGTAGAGTGACG gttTCCTATTAACATGAATGAGGGTGTT
G7 Eld-11-H DQ851360 TGAAAATCACACAACTGGATGC gtttAGAGAGCAGAAGAAGAGACGAGTTA
H6 DId-09-F  DQ851336 TATTAGCGCGTAAATGTAGGTTCTT gttCTGACAAGAGGCTGACAGGAG
H7 DId-07-H DQ851335 CGACAACAGTCAGGAGTAACAGAT GCCTGGTCACCCTGAAAC
15 Cld-71-T  DQ851316 GCGGTGAAGACTACCTTGAATACTA GTGTGTTGACAGAAAATGTACAGGA
16 Bd-58-F  DQ851267 GGGATAATAACCTGTAAGTGAGCAA gttCAATGTTCCCACTCACATCC
J10 Cld-11-T  DQ851303 CGTGTGAAGTTGTGTTAAGTTGTG GATGGACACGGTGGTTTAACA
J11 Ad-54-F  DQ851243 GTGCATTCAATTGACAGAAAGAGAT gttCAACAGTGTCATTGTGCTGGAG
L11 Dld-16-F DQ851339 GTTGTAGATCGGAGTGTGATAACG gttTGCTCCGAGTAAGCCATATGTA
M9 Hd-45-F  DQ851396 ACATACACCAGGCAGGCATAG GTTGGAAATAGCATTTGGGACTT
5'VIC
A1l Dd-16-T  DQ851323 ACACACATTTAGGGCACCATATC gttAGATTGCGGAAGAAGTATGAGAGAC
A12 Ad-12-F DQ851239 GAGCCATTTCAGTTTTTATTGGTTC GCCATCCAGCTGGTCCTC
Cc12 Dt47 DQ851347 TGCCTCTCTTTCACTCACTTCTC GCACATTGCTCCACACAGAG
D11 Cld-29-T DQ851308 GCTCAGCACTACTTTAGTGTTTTGG gttCTGCAGGGAGGAAACAAGAC
D12 Eld-41-H DQ851368 GATTCCCATCGTTTGTAAAGTTGAT GAGGACGACCTCAACCTCATAC
D13 Saimbb18 AJ418632* GTCAGTGATGACATACAGATCACCT gttAGTTCAACTTAAAAAGGGCAGAGTT
E9 Fd-92-H  DQ851379 TAGAGAAAGGCATTTTGTCAATGAG GCATCAGACAGACGGGTACAGT
F7 Hd-77-F  DQ851400 CATGTGTTGTTTGTTTGTCAGAGTG gttCAACATACATGCATACTGAGGAAAG
G9 Did-31-H DQ851345 AACAAACAGCGTTGTCTCAGAAC GAAACCTAAGGCCTCATTTGG
H8 P60 DQ851290 ATGCTGACATAACACAATGTAGCTC GAGAAGTGAGGGGATACCTGAG
17 Fd-90-H  DQ851378 CAGACTGAGGAGATGGAGGAGAC gttAGACTCTGTGTTTGGTACAGCAGAT
18 B13b DQ851252 ATGACAGTGTTTGAGCTCAGTGTTA gttCCTGCATTCCAGCTTCAGAT
19 At37 DQ851250 GGTTAGGGTAATCAGAAATGCAATG gttCTTCTCCAGTCACGATCAATAAAG
K4 Eld-08-H DQ851358 CTGTTGACGTGGTACTGAATACATC GGAAAGTTCTGAAAGAATAAGAACC
K6 B82b DQ851257 GCAGAGCAGTGGAAGCAAG gitTCCCCTCTCCTGTGTCTTTTACTA
M3 Bld-04-F  DQ851276 GATCTCATTATGACGGATCATTAGC gttATCTTTGTCCGCATGTTTCAC
M 4 Dld-22-F DQ851342 GGTCAGATAGTTCAGTCATGGATTC gttt CTCCCCTCTACCTCCCAATAAGT

Todos los marcadores fueron descritos originalmente por Franch et al. (2006), excepto los que se
indican con un asterisco (Argyrokastritis et al., 2002), dos asteriscos (Brown et al., 2005b) o tres

asteriscos (Batargias et al., 1999).
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2.2.4 Genotipado y Asignacion Familiar

Cuatro laboratorios espafnoles de genética en acuicultura genotiparon las muestras control con
la SMsal y la SMsa2, utilizando los kit de set de bins, para validar la robustez de las mismas en el
genotipado. Para probar la utilidad de ambas multiplex en la asignacion parental, se genotiparon con la
SMsal los tres lotes de reproductores y su descendencia, mientras que con la SMsa2 sélo los
reproductores del ICCM vy sus descendientes. Cada lote de reproductores se genotipd en un laboratorio
diferente utilizando el GeneMapper (v.3.7) y el kit de SMsal-bin. Cada carrera de muestras para
genotipar contenia una de las muestras control que se utilizd como muestra de referencia (Ref-sa),
disponible si se solicita a jafonso@dpat.ulpgc.es. Las asignaciones familiares se determinaron utilizando

los genotipos de cada multiplex PCR de manera independiente.

2.2.5 Analisis de Datos

La heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) y el contenido de
informacién polimérfica (PIC) de cada marcador fueron estimados usando el programa Cervus (v 3.0.3)
(Kalinowski et al., 2007). Los marcadores se ordenaron de acuerdo a su PIC, como altamente
informativos (PIC > 0,5), razonablemente informativos (0,5> PIC> 0,25) y ligeramente informativos (PIC <
0,25) (Botstein et al., 1980). La frecuencia real de alelos nulos se calculé a partir de los reproductores
qgue contribuyeron a la puesta, mediante el andlisis de segregacién. La probabilidad de exclusién
combinada (PEC) se estimd en cada PCR multiplex usando el programa Cervus (v 3.0.3) con la opcién
parent pair (Jamieson y Taylor, 1997). La Tasa de Asignacidn Predicha (en inglés: Predicted Assignment
Rate o Pall), parametro propuesto por Vandeputte et al. (2011) para evaluar el poder de asignacién de
los marcadores microsatélites en analisis de pedigri de peces, se estimdé mediante la ecuacién nimero

nueve de estos autores.

Las asignaciones parentales entre los reproductores (con sexo desconocido) y sus
descendientes se determinaron utilizando el método de exclusidén con el programa VITASSING V.8 2.1

(Vandeputte et al., 2006).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Evaluacion de los Marcadores Microsatélites

De los 138 marcadores microsatélites, diez de ellos no amplificaron de forma individual (A3,

B9, B11, C5, DS, E7, H3, J4, J12, K12) y dos fueron monomorficos (D3, M1).

En los restantes 126 marcadores, la Ho varié de 0,08 a 1, y la He entre 0,121 a 0,976. Aquellos
marcadores que mostraron una Ho <0,3 fueron considerados inadecuados (A2, A6, A7, B2, B5, C8, C11,
11, J6, J7, L4, L6, M8). De acuerdo a su valor de PIC, el 77% de los marcadores fueron altamente
informativos, el 19,8% fueron razonablemente informativos (A1, A2, A4, A7, A10, B5, B7, B10, C6, C11,
D5, E2, E10, 11, J6, K1, K5, L1, L5, L6, L7, L8, L9, L10, L12) y el 3,2% fueron ligeramente informativos (B2,

C8, J7, L4). Sélo los marcadores altamente informativos fueron considerados adecuados.

Segun el GremmProtocol, se encontraron errores o potenciales errores en 20 de los 126
marcadores clasificados con 1 6 2: cinco marcadores mostraron amplificacion inadecuada (B10, D1, G8,
16, L3), seis mostraron pérdida de alelo (B4, G1, 13, J5, K1 K11,), dos tenian patron de bandas confuso
(D7, F8) y siete mostraron alelo intermedio en el redondeado de los alelos (C7, H9, K5, K9, K10, L2, M2).

Sélo los marcadores clasificados con un 3 se consideraron adecuados.

Al final de la evaluacion, quedaron 79 microsatélites seleccionados como adecuados (Radal),
cuya variabilidad genética y rango alélico se muestra en la Figura 2.2. Los valores medios de estos
marcadores fueron 8,2 para el nimero de alelos (de 3 a 21), 0,762 para Ho (desde 0,364 a 1,0), 0,797
para He (0,589 a 0,976) y 0,737 para el PIC. Todos estos marcadores fueron di-nucledtidos excepto cinco

que fueron tetra-nucledtidos (B6, F1, F3, 19, M5).

2.3.2 Optimizacion de las PCRs Super Multiplex

A partir del Radal, se disefiaron dos PCR multiplex de 11 marcadores cada una. De los
microsatélites inicialmente elegidos para cada reaccién multiplex, el A9 no amplificé correctamente en
la SMsal y el G4 en la SMsa2, por lo que el marcador A9 se reemplazé por el F6. Sin embargo, no habia
ningun marcador adecuado que pudiera reemplazar al G4 teniendo en cuenta su grupo de ligamiento,
rango alélico y fluorocromo, por lo tanto, se sustituyd por un marcador razonablemente informativo (L7)
que cumplia los otros requerimientos (Locus: Dd-57-T; cédigo del GenBank: DQ851327; secuencia del
cebador forward: TCATTGTTCAGATAATGGGACAC; secuencia del cebador reverse:
gtTTCAAAATCTTTTGGTCTGTGC).
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Los marcadores de cada PCR multiplex y sus concentraciones, alcanzadas después de nueve
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pasos durante la puesta a punto, se presentan en la Tabla 2.2.
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Resultados

2.3.3 Genotipado y Asignacion Familiar

El genotipo de la Ref-sa para cada marcador en la SMsal y la SMsa2 y la diversidad genética de
cada marcador microsatélite de ambas multiplex se muestran en la Tabla 2.2.

Los datos de la SMsal se obtuvieron a partir de los genotipos de los reproductores del estudio
(ICCM, PMAR Y CSUR), mientras que los de la SMsa2 solo a partir de los genotipos de los reproductores
del ICCM mas 25 descendientes de PMAR y 25 descendientes de CSUR. Los valores medios para la
SMsal fueron: nimero de alelos (NA) = 11,6, Ho = 0,737, He = 0,755 y PIC = 0,725 y para la SMsa2: NA =
10,4, Ho = 0,760, He = 0,786 y PIC = 0,752 (sin L7). La PEC a priori fue maxima (0,999) para las dos
multiplex, mientras que Pall fue 0,899 para SMsal y 0,878 para SMsa2. La longitud del amplicén para los
loci de ambas multiplex varié desde 64 a 232 pb y sélo tres marcadores presentaron longitudes
superiores a 180 pb. La distancia minima entre marcadores con el mismo color tras del genotipado fue
de 5 pb enlaSMsaly 11 pb en la SMsa2. La variabilidad genética de la SMsa1l fue similar en cada lote de
reproductores. Los valores medios para el ICCM fueron Ho = 0,765, He = 0,758, PIC = 0,722, para PMAR
fueron Ho = 0,733, He = 0,754, PIC= 0,715 y para el CSUR fueron Ho = 0,723, He = 0,738, PIC = 0,704.

La facilidad de lectura de cada PCR multiplex se comprobd después de genotipar las muestras
control en los cuatro laboratorios. El porcentaje de error, es decir, el porcentaje de las diferencias en la

asignacion de los alelos entre los laboratorios fue del 1% en la SMsal y del 0,5% en la SMsaz2.

Las asignaciones parentales se determinaron permitiendo tres errores en el programa. El
mayor numero de errores fueron identificados como alelos nulos. En la SMsal, la presencia de alelos
nulos y sus frecuencias fueron diferentes de acuerdo al lote de reproductores. Los reproductores del
ICCM mostraron alelos nulos en los marcadores D4 (0,136) y A5 (0,023), en los de PMAR los marcadores
con alelos nulos fueron el D4 (0,611) y C3 (0,833) y en los de CSUR el marcador fue el D4 (0,037). En la
SMsa2, sélo presentaron alelos nulos los reproductores del ICCM, en los marcadores M3 (0,045) y G3

(0,028).

Las tasas de asignacidon parental real con la SMsal fueron exitosas en todos los lotes de
reproductores. En la descendencia del ICCM y de PMAR se logré un 100% de éxito. Inicialmente, el 2,5%
de los descendientes del ICCM fueron asignados a dos parejas de posibles padres, pero después de
deducir el sexo de los reproductores de las parejas asignadas, dos de estas parejas resultaron
incompatibles. EI 88% de los descendientes de CSUR fue asignado a una Unica pareja de padres y el 12%
a dos posibles parejas con un reproductor comun. La asignacidn de los padres mediante SMsa2 sdlo se

llevd a cabo en la descendencia del ICCM, lograndose el 100% de éxito.
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2.4 DISCUSION

2.4.1 Evaluacion de Marcadores Microsatélites

Los microsatélites han proporcionado a los genetistas una poderosa herramienta que ha
abierto perspectivas interesantes en muchos campos de investigacion, como por ejemplo en la
acuicultura (Lo Presti et al., 2009). Estos tienen una alta sensibilidad para la deteccién de la variabilidad
genética dentro y entre poblaciones, sin embargo, antes de ser aplicados necesitan ser estudiados para
conocer su real poder informativo (Wilson y Ferguson, 2002). En este estudio, 138 marcadores
microsatélites se han disefiado y evaluado de acuerdo a su variabilidad genética en tres poblaciones

diferentes de dorada.

En andlisis parentales a gran escala, la Ho y He son medidas utiles del grado de informacién
que tiene un locus (Nei, 1987). Blouin et al. (1996) determinaron que para estimar la relacién entre los
individuos, se requieren casi dos veces mas microsatélites con He de 0,62 para conseguir la misma
precision conseguida con un numero dado de loci con He de 0,75. Los microsatélites también
proporcionan informacién sobre el estatus genético de la poblacién. En poblaciones cultivadas de
dorada la heterocigosidad media es alta (Castro et al., 2007; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010;
Borrell et al., 2011), y similar a la encontrada en este estudio. El valor del PIC en un microsatélite
también es una medida del grado de informacidn (Botstein et al., 1980; Hearne et al., 1992) realmente
util en analisis de parentesco (Pifiera et al.,, 2006). En este estudio, el 77% de los marcadores fueron
altamente informativos. Ademds, ningun valor de PIC ha sido citado para los microsatélites en el mapeo

genético (Franch et al., 2006; Senger et al., 2006).

En la evaluaciéon de los marcadores microsatélites, la facilidad de lectura o fiabilidad del
genotipado es una cuestion tan importante como el grado de polimorfismo (Miquel et al., 2006). Sin
embargo, la mayoria de los articulos no hacen mencidn a la tasa de error obtenida lo que plantea dudas
sobre la fiabilidad de algunos de sus genotipos (Bonin et al., 2004). Durante la determinacion del
genotipo en el electroferograma, surgen dificultades que podrian potencialmente convertirse en errores
de genotipado (Pompanon et al., 2005) e influir en las asignaciones parentales (Bonin et al., 2004). En
este estudio, los errores de genotipado o potenciales errores, fueron clasificados en cuatro tipos, de
acuerdo al nivel de determinacién de los alelos y al redondeo de los mismos. La identificacion de estos
errores o potenciales errores es la clave para una determinacién correcta del genotipo. Al mismo
tiempo, la facilidad de cada microsatélite genotipado fue evaluado por la cuantificacion de estos errores
o potenciales errores, mediante el GremmProtocol. Este método representa una poderosa herramienta
para valorar la fiabilidad del procedimiento del genotipado y permitira comparaciones entre loci,

estudios, o laboratorios diferentes. En este estudio, se encontraron algunos errores o potenciales
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Discusion

errores en 14 de los 138 marcadores microsatélites, es decir en el 18%, el error mas frecuente fue el de
alelos intermedios (en 7 marcadores). Esto esta de acuerdo con los resultados encontrados por Castro et
al. (2006) en lenguado. Otros estudios de microsatélites, han mostrado tasas de error de alrededor del
2% (Castro et al., 2004; Bonin et al., 2004; Hoffman y Amos, 2005). Esta diferencia se debe al hecho de
que cualquier posible fuente de error se ha considerado como un error potencial, con el fin de minimizar
la probabilidad de que se produzcan errores en aquellos microsatélites que fueron seleccionados como

adecuados.

Los Radal se utilizaron en este estudio para disefiar las Super Miultiplex pero ademas,
proporcionan a los genetistas la posibilidad de crear multiplex personalizadas, dado que sus cebadores
se han disefiado para ser amplificados bajo las mismas condiciones de PCR. Sin embargo, esto no
excluye la necesidad de una verificacion experimental para comprobar la compatibilidad entre los
cebadores. La figura 2.2 se puede utilizar para seleccionar los marcadores que combinan de acuerdo a

su rango alélico tal y como se hizo en este estudio.

2.4.2 Optimizacion de las PCRs Super-Multiplex

La PCR multiplex es una tecnologia clave para una amplia gama de aplicaciones y de bajo costo
(Henegariu et al., 1997; Rachlin et al., 2005). Una vez que una nueva PCR multiplex se ha disefiado, su
evaluacidn y validacion es esencial (Markoulatus et al., 2002). En este estudio, se evalud y probo la
eficacia en la asignacion parental de dos nuevas y robustas PCRs multiplex (SMsal y SMsa2) de 11
marcadores cada una. Los marcadores se evaluaron previamente y se seleccionaron en funcion de su

variabilidad y facilidad de lectura.

Segln Selkoe y Toonen (2006), los microsatélites de PCR multiplex deben ser de cardcter
suficientemente informativo como para garantizar datos de alta calidad. Sin embargo, los microsatélites
altamente variables (por ejemplo loci con > 25 alelos o 85% de heterocigosidad) pueden presentar
complicaciones tales como un incremento en la frecuencia de errores de genotipado (pérdida de alelos y
patrones de banda confuso) y altas tasas de mutacién. En este estudio el nimero de alelos promedio y
los valores de heterocigosidad de las PCR multiplex fueron altos y similares a otras PCRs multiplex de
dorada (Launey et al., 2003; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Vogiatzi et al., 2011), aunque
inferiores a las descritas por Borrell et al. (2011). Ademas, el nivel de polimorfismo de los marcadores
microsatélites también depende de las caracteristicas de la poblaciéon (Vandeputte et al., 2011), no
obstante la variabilidad encontrada en este estudio (con PCR multiplex evaluadas en tres poblaciones
geograficamente diferentes) pueden representar la variabilidad de dorada de acuicultura en Espafia. Por
otro lado, los marcadores utilizados en este estudio no son secuencias codificantes, a diferencia de los
marcadores multiplex utilizados por Vogiatzi et al. (2011) (EST-SSR). Los microsatélites en regiones no

codificantes tienen una mayor probabilidad de mantener su variabilidad genética a lo largo del tiempo,
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especialmente cuando se utilizan en mejora genética sometidos a presidon de seleccidon, mientras que la
seleccidn durante generaciones sucesivas, puede disminuir la variabilidad en los marcadores de zonas

codificantes (Chistiakov et al., 2006).

Cuando muchos marcadores se utilizan en una multiplex, sus tamafios deben ser similares para
evitar la amplificacidon diferencial de tamafios distintos, debido a la naturaleza competitiva de la PCR
multiplex, pues los alelos de longitud corta a menudo amplifican de manera mas eficiente que los de
longitud larga (Dakin y Avise, 2004), especialmente cuando la calidad del ADN es baja (Pompanon et al.,
2005). De hecho, en la multiplex RimA de Navarro et al. (2008), dos microsatélites de alto peso
molecular se perdian cuando el ADN estaba degradado. En este estudio, los tamafnos del amplicon
fueron mas cortos y homogéneos que los utilizados en otras multiplex de dorada (Launey et al., 2003;
Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Borrell et al., 2011; Vogiatzi et al., 2011). Otra caracteristica en
las multiplex es el espacio entre los marcadores, que es importante para evitar que los marcadores del
mismo color se solapen (Bonin et al., 2004). En este estudio, inicialmente se establecid un espacio de
separacion grande. Como era de esperar, éste se redujo después del genotipado, pero se evitd el
solapamiento. Esto es notable si se considera el hecho de que las muestras provenian de tres

poblaciones diferentes.

La comunidad dedicada a la ciencia forense en humanos ha elegido trabajar con motivos de
repeticion de marcadores microsatélites mas bien largos, ya que tienen una menor probabilidad de
error (Perlin et al., 1995; Gagneux et al., 1997; Van de Goor et al., 2009a). Sin embargo, los estudios
genéticos en peces han utilizado tradicionalmente marcadores di-nucledtidos, ya que se han aislado sélo
unos pocos tri-o tetra-nucledtidos y, en general, éstos muestran una menor variabilidad (Van de Goor et
al., 2009b). De hecho, los nuevos marcadores tri-, tetra-, penta-y hexa-nucleétidos estudiados por
Vogiatzi et al. (2011) mostraron una variabilidad mucho menor que sus di-nucleétidos. Este estudio
aporta cinco marcadores tetra-nucleétidos altamente informativos evaluados como adecuados, tres de
los cuales se incluyen en las multiplex propuestas. Ademas, todos los marcadores di-nucleétidos fueron
d6ptimamente disefiados para minimizar la produccién de bandas tartamudas y la adicién extra de la Taq
polimerasa de una adenina mas (Sanchez et al.,, 2003), ademas de que se evalué previamente su

facilidad de lectura.

La longitud del mapa de ligamiento genético de dorada es de 1.241,9 cM y presenta 26 grupos
de ligamientos (GL) (Franch et al., 2006; Senger et al., 2006). La busqueda de QTLs y la seleccién asistida
por marcadores (en inglés: MAS) son herramientas cada vez mds importantes en la seleccion genética
debido a la dificultad de hacer directamente la Seleccién Asistida por Genes (en inglés: GAS). Para una
deteccion de QTLs eficiente, es necesario un mapa de ligamiento genético con un buen nivel de
saturacion de marcadores moleculares, datos fenotipicos adecuados y un apropiado modelo genético -
estadistico (Lynch y Walsh, 1998). Las dos reacciones multiplex desarrolladas en este estudio incluyen 18
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grupos de ligamiento, lo que significa 70% de los GL que del mapa genético de dorada esta cubierto, lo
gue hace de éstas una exelente herramienta y complementaria para busquedas de QTLs. Considerando
todas las PCRs multiplex publicada para dorada (Launey et al., 2003; Brown et al., 2005b; Navarro et al.,
2008; Porta et al., 2010; Borrell et al., 2011; Vogiatzi et al., 2011), las que se proponen en este estudio
son las Unicas cuyas posiciones de los marcadores dentro del mapa genético de dorada son conocidas.

Otra aplicacidn de las PCRs multiplex de microsatélites es la reconstruccion de las relaciones
familiares. La inferencia correcta de la genealogia en los programas de mejora genética es fundamental
para estimar pardmetros genéticos y para el control de los reproductores (Navarro et al.,, 2009a). En la
seleccidn genética, es extremadamente importante obtener altas y fiables tasas de asignacion, ya que el
costo de criar y obtener las caracteristicas fenotipicas de los candidatos, es elevado y cada pez no
asignado representa una pérdida neta (Vandeputte et al., 2011). El poder de asignacion de una reaccién
multiplex depende del numero de marcadores elegidos y de su nivel de polimorfismo. Esto ha sido
tradicionalmente determinado por el PEC, un parametro tedrico ampliamente utilizado, aunque, segin
Navarro et al. (2008) y Vandeputte et al. (2011), en seleccién de peces esta tasa es sobre-estimada
cuando se compara con la asignacién real. Vandeputte et al. (2011) proponen un nuevo parametro: la
tasa de asignacion predicha (Pall), que calcularon en diversas multiplex comprobando que cuando el PEC
sobreestima el valor real, el Pall es mas representativo de la realidad. Sin embargo, en este estudio,
ambos parametros se calcularon para las dos multiplex, evidenciando que, cuando el numero de
marcadores de microsatélites es muy alto, como en este caso, el PEC es préximo al valor real, pero la
tasa de asignacion predicha subestima el valor real. El poder de discriminacién de una multiplex puede
estar influenciada por la posicién de los marcadores en el mapa genético. Todos los microsatélites de
cada multiplex de este estudio se encuentran situados en grupos de ligamiento diferentes lo que ofrece
una ventaja significativa en asignacion parental.

Navarro et al. (2008) determinaron que al menos siete marcadores microsatélites eran
requeridos para obtener un 100% de éxito en la inferencia parental en una puesta masal de 60
reproductores, bajo condiciones industriales, pero usaron diez en su estudio. Vandeputte et al. (2011)
también recomendaron incluir marcadores en exceso para garantizar la asignacion en cualquier
circunstancia. En este estudio, fue exitoso utilizar por separado cada PCR multiplex propuesta de 11
marcadores cada una para la asignacion de parentesco (100% de asignacion en peces de ICCM y PMAR).
Los descendientes de los CSUR (sélo genotipados con la SMsal) no alcanzaron una asignacion del 100%.
Esto se debid la similitud genética de dos reproductores (Marshall et al., 1998; Borrell et al., 2002) los
cuales tenian los mismos genotipos en seis de los once marcadores de la SMsal. Estos dos
reproductores formaban las dos posibles parejas de padres de los individuos no asignados. Es de
destacar que este lote de reproductores era muy numeroso y que este problema se resolveria usando la
SMsa2. Otra posible causa de falta de asignaciones entre padres y descendientes es la presencia de
alelos nulos (Marshall et al., 1998). En este estudio, ambas multiplex mostraron alelos nulos en las tres
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poblaciones estudiadas, incluso siendo marcadores especificos (aunque, no habian sido probados en
dorada). El marcados D4 mostré la mayor frecuencia de alelos nulos, lo que probablemente se debe a
sus alelos tan pesados (Chapuis y Estoup, 2007). No obstante, la identificacién de alelos nulos se realizé
facilmente y no afecté a la eficacia de las multiplex para la asignacion de parentesco. Cuando se
reconocen, los alelos nulos se recodifican manualmente segin lo recomendado por Navarro et al.
(2008), y las asignaciones de parentesco se consiguen sin errores. De hecho, estos autores, también
asignaron un 100% de los descendientes a pesar de la presencia de alelos nulos, gracias a la
incorporacion de un gran nimero de marcadores microsatélites.

Otro factor decisivo en la asignacion de paternidad es la tasa de errores de genotipado (Bonin
et al.,, 2004; McKelvey y Schwartz, 2004; Pompanon et al., 2005; Miquel et al., 2006). Las tasas de
errores (Marshall et al., 1998) obtenidas después del genotipado en ambas multiplex fueron minimas
(1% para SMsal y 0,5% para SMsa2) debido a que los marcadores propuestos habian sido previamente
evaluados. Ademas, la tasa de error disminuyd a medida que se genotiparon mds muestras (datos no
mostrados), debido al conocimiento de la morfologia de los alelos. Estas tasas de errores iniciales fueron
muy similares a los reportados por Borrell et al. (2011) y menores a las reportadas por Castro et al.
(2004). Aunque cabe destacar que estas tasas se obtuvieron tras el genotipado realizado en laboratorios
diferentes, lo que revela una gran reproducibilidad y consistencia.

El estandarizado de las pruebas genéticas es importante para el intercambio de informacion,
combinacion de bases de datos y el manejo de las poblaciones. La comunidad cientifica supervisa y
proporciona a la industria paneles de referencia para la determinacion del parentesco y la identificacion
individual (Lipinski et al., 2007). La Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) proporciona el
apoyo a la metodologia de estandarizacién internacional a través de las pruebas de comparacion (CT). El
objetivo de esta prueba es que los laboratorios que trabajan en inmunogenética, ADN y polimorfismos
bioquimicos de animales estandaricen las técnicas y logren acuerdos internacionales sobre
nomenclaturas y tipificacion de procedimientos, fomentando la investigacién. Esta prueba se desarrolla
a partir de muestras de ADN analizadas en diferentes laboratorios, que comparten los resultados de
identificacion individual y analisis de parentesco (ISAG, 2001/02). En este estudio, se evaluaron 138
marcadores y se validaron dos PCRs multiplex siguiendo estas recomendaciones, permitiéndonos
proponer un panel de referencia para dorada reproducible, estandarizado y uniforme que consta de 22
microsatélites distribuidos en dos multiplex. Estas multiplex constituyen una herramienta eficaz y
robusta para la identificacion individual, la reconstruccion de pedigri y el desarrollo de metodologias
para la mejora genética, y apoyardn el primer programa de mejora genética de dorada a escala nacional
espafola (PROGENSA®, 2009). Al mismo tiempo, siguiendo las recomendaciones de ISAG, este panel de
referencia puede ser modificado y mejorado mds adelante, mediante la sustitucion de algunos
marcadores por otros mas adecuados, cambiando colores o afiadiendo otros nuevos (Delghandi et al.,
2003).
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3.1 INTRODUCCION

El crecimiento y consolidacién de la industria de dorada ha venido acompafiado por una
estabilizacion en los precios de mercado en los ultimos cuatro afios, aumentando con ello la
competitividad de las empresas que se vuelcan en intensificar su cultivo, minimizar costes y/o dar un
valor afiadido a su producto. Para llevarlo a cabo, las empresas realizan distintas actuaciones alrededor
de la alimentacidn, del manejo de los lotes, de la prevencién de enfermedades e incluso de la ubicacidn
de sus instalaciones. Sin embargo, actualmente, a nivel industrial, son escasas las estrategias que
implican programas de mejora genética. El objetivo de un programa de mejora es el incremento
simultdneo de varios caracteres de interés, ponderando cada uno de ellos por su respectivo valor
econdmico (Falconer y Mackay, 1996). En acuicultura suelen tenerse en cuenta el crecimiento, la edad a
la madurez sexual, la resistencia a enfermedades y la calidad del pez y de la carne (Toro y Lépez-Fanijul,

2009). Sin embargo, depende de la especie e incluso de la poblacién (Gjedrem, 2000).

En dorada, al igual que ocurre en otras especies de aptitud cérnica, la conversion del alimento es
uno de los caracteres mas importantes, desde el punto de vista econdmico, ya que representa una gran
proporcién del costo de producciéon total, alcanzando el 40% del valor final del producto en dorada
(Jover, 2007) durante el engorde en jaulas ocednicas. Sin embargo, debido a que este caracter es dificil
de medir en condiciones industriales a nivel de individual, su mejora se realiza indirectamente, a través
del incremento de los caracteres de crecimiento (peso y longitud) (Navarro et al., 2009a) dado que
presenta una correlacion genética elevada y positiva con estos caracteres (McPhee et al., 1979; Afonso,

1996).

Estrechamente relacionado con el crecimiento estan los caracteres de rendimiento. La
elaboracion de productos transformados como el fileteado, representa un sector del mercado muy
interesante para la industria y para el consumidor, en la medida que se ofrece un producto procesado a
un precio asequible y que permite una mayor facilidad para la elaboracién del alimento. En dorada,
aunque esta es una via de comercializacién que aun queda por explotar, estudios de mercado muestran

que seria una industria interesante, rentable y de mucha demanda (Luna, 2006).

La morfologia es también un caracter econdmicamente relevante. En la produccién animal y
vegetal la apariencia de los productos (p.ej. forma, tamafo, color y ausencia de defectos como
deformidades) cobra una gran importancia a la hora de su comercializaciéon, jugando un papel clave en
la decisién final por parte del consumidor (Blonk et al., 2010; Costa et al., 2011). En el ambito de la
mercadotécnica y la publicidad es muy utilizada la frase “todo entra por la vista”, lo cual se acentua en el

caso de los productos de acuicultura y en especial de aquellos productos que como la dorada se
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comercializan como pez entero, teniendo influencia en la depreciacion (Elvingson y Johansson, 1993).
Como variables morfoldgicas, podemos incluir la compacidad, variables morfométricas y prevalencia de

deformidades.

Las anormalidades o deformidades en peces, tanto a nivel de alevin como a talla de sacrificio,
determinan la calidad del pez y tienen una repercusién econdmica muy alta (Afonso y Roo, 2009). La
industria de dorada, a pesar del rapido crecimiento que ha tenido, no se encuentra en la actualidad
exenta de problemas, al igual que muchas otras especies marinas. Uno de ellos es la alta incidencia de
malformaciones (Roo et al., 2005; Afonso y Roo, 2009; Izquierdo et al., 2010; Fernandez et al., 2012). Las
deformidades merman las capacidades fisioldgicas para un buen desarrollo, disminuyen la tasa de
crecimiento, aumentan la mortalidad y también tienen implicaciones importantes desde el punto de
vista del bienestar animal (Karahan et al., 2012.). Ademas los peces con alguna malformacién son menos
aceptados por los consumidores (Bardon et al., 2009), lo que repercute en la produccion vy
comercializacién (Boglione y Costa, 2011), y con mas intensidad en los peces que se venden como pez
entero, puesto que las deformidades son evidentes (Beraldo et al., 2003), pudiendo llegar a producir
pérdidas del 5% de las ganancias en peces en juveniles y adultos (Andrades, 1996). En general, las
deformidades en piscicultura son un problema que ha sido ampliamente estudiado, pero parcialmente
comprendido (Witten et al., 2009; Boglione y Costa, 2011), y en los que pueden influir factores fisicos,
qguimicos, nutricionales, bioldgicos, fisiolégicos, ambientales y genéticos (Thankappan y Thampy, 1990;
Chatain, 1994; Lall y Lewis-McCrea, 2007; Afonso y Roo, 2009; Roo et al., 2009; lzquierdo et al., 2010;
Boglione y Costa, 2011). En cuanto a factores técnicos relacionados con los sistemas de cultivo, existe
una relacion significativa entre desarrollo osteolédgico y deformidades esqueléticas con la intensidad del
sistema de cultivo (Boglione et al., 2001; Roo et al., 2009, 2010a, 2010b), por lo que los peces criados en
condiciones extensivas presentan una menor prevalencia de deformidades esqueléticas que aquellos

criados en sistemas intensivos y similar a los juveniles salvajes (Roo et al., 2010c).

Las principales deformidades en peces pueden agruparse en cinco categorias: forma,
pigmentacion, escamas, esqueléticas y vejiga natatoria (Divanch et al., 1996). De éstas, las esqueléticas
(neurocraneo o cabeza, columna vertebral y esqueleto apendicular) son las mas importantes, ya que
alteran de manera severa la morfologia de los peces cultivados (Afonso y Roo, 2009). Dentro de las
deformidades de cabeza, se encuentran las anomalias asociadas al complejo opercular y a la mandibula
(Galeotti et al., 2000; Cobcroft et al., 2001; Beraldo et al., 2003; Cobcroft et al., 2004; Fraser y Nys, 2005;
Verhaegen et al., 2007; Morel et al., 2010). Dentro de las de la columna vertebral, las deformidades mas
comunes son la lordosis (deformidad dorsal, forma en V), escoliosis (deformidad lateral, forma de zig-
zag), cifosis (deformidad ventral, forma en A) y fusién de vértebras (Afonso et al., 2000). En dorada, al

igual que en otros espdridos como el bocinegro, lubina y dorada japonesa, las malformaciones mas
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relevantes son las que afectan al complejo opercular, neurocraneo y columna vertebral (lordosis y fusion

de vertebras) (Afonso y Roo, 2009; Roo et al., 2009).

Por otro lado, la calidad de la carne es un parametro muy valorado actualmente, los
consumidores de pescado muestran un interés creciente por productos de calidad a la vez que no estan
dispuestos a pagar un precio excesivo por ellos (Gjedrem, 1997). Esto, unido a la competitividad de las
empresas, esta haciendo mds y mas relevantes los caracteres de calidad. En este sentido la composicidn
del musculo juega un papel principal a través de atributos de calidad como son el sabor, la jugosidad, la
textura y la apariencia. El sabor y la jugosidad estan alta y positivamente correlacionados con el
contenido de grasa en el musculo (Grigorakis, 2007). La fraccidn lipidica es el componente que presenta
una mayor variacion, mds aun cuando se trata de una especie grasa, o una semigrasa en las que su
contenido graso varia entre el 3-15% (Zamil et al., 1992), como es el caso de dorada. La variacién en el
porcentaje de lipidos se refleja en el porcentaje de agua, ya que ambos son complementarios, debido a
la necesidad de los peces para mantener una densidad ligeramente mayor que la del agua (lles y Wood,
1965). Por lo tanto, la medicién de uno puede servir para determinar la del otro, si la relacion es
conocida. En este sentido el medidor Distell Fish Fatmeter (Distell.com, West Lothian, Escocia) utiliza
este hecho para establecer el contenido de grasa. Este aparato, es un método novedoso, rdpido y no
invasivo que mediante un sensor de microcinta que es sensible al contenido de agua de la muestra y
usando datos de calibracidn de especies, determina el porcentaje de grasa muscular del animal, vivo o
muerto. La textura de la carne es otra variable de calidad. Ademas de ser un trazador de la pérdida de
frescura (Ginés et al., 2002), esta relacionada con la firmeza y elasticidad de la carne, atributos
importantes a valorar en el desarrollo de un andlisis descriptivo cualitativo llevado a cabo por jueces
entrenados en un panel de cata (Regost et al., 2003; Rincon et al., 2009). La textura puede ser medida
de manera instrumental y rdpida mediante un texturémetro, o analizando la cantidad de coldgeno. Este
forma el principal tejido conectivo entre las células, siendo los filetes mas blandos los de menor
contenido en colageno (Hatae et al., 1986), ademas, cuando son cocinados, son mas fibrosos, secos y de
menor elasticidad, a diferencia de la de mayor cantidad de coldgeno que tras ser cocinados presentan

una textura tierna, suculenta y eldstica (Sato et al., 1986).

Otro aspecto importante de la calidad, es la grasa concentrada dentro de la cavidad visceral, ya
que afecta negativamente a la impresién del consumidor sobre el pescado, jugando un papel notable en
el sentido visual (Grigorakis, 2007). También significa energia que se desecha, ya que cuando los peces

son eviscerados, la grasa visceral es retirada junto con el tracto intestinal (Navarro et al., 2009b).

Antes de establecer los objetivos o criterios de seleccidon en un programa de mejora es necesario
conocer cuanta de la variacidn fenotipica de esos caracteres es determinada genéticamente, para saber
si se pueden o no mejorar mediante seleccién genética (Falconer y McKay, 1996). Aunque la tasa de
progreso genético pueda parecer pequeiia en relacidon con las atribuibles a los avances en nutricidn o
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manejo, debe tenerse en cuenta que, a diferencia de estos ultimos, la ganancia genética es continua,
acumulativa y permanente (Toro y Loépez-Fanjul, 2009). Sin embargo, son pocos los parametros
genéticos que han sido publicados en dorada para estos caracteres econdmicamente importantes, y
menos aun los que se han estimado bajo condiciones industriales: Knibb et al. (1997) estimaron una
heredabilidad realizada para el peso al sacrificio, a partir de la respuesta a una seleccion masal
divergente después de una generacion. Posteriormente Navarro et al. (2009a y 2009b) estimaron
heredabilidades bajo condiciones industriales, a partir de peces engordados en Canarias tanto en
tanques como en jaulas insulares, para caracteres de crecimiento, de la canal y de composicidn de la
carne a talla de racidn. Estos autores trabajaron en una muestra de descendientes provenientes de un
lote de reproductores del Grupo industrial espafiol Tinamenor S.A., a distintas edades de interés
comercial (alevin, preengorde, primera maduracion incipiente y talla de racién). Acerca de la
determinacién genética de las deformidades Afonso et al. (2000) describieron inicialmente una
asociacion familiar estadisticamente significativa para una triple deformidad de columna en sentido
antero-posterior, mediante cruces dirigidos. Posteriormente, Astorga et al. (2004) estudiaron 38 tipos
de deformidades morfoldgicas que aparecieron en dicho esquema, simples o combinaciones de éstas,
sobre descendientes provenientes de un lote de reproductores con control individual del apareamiento,
estimando heredabilidades de 0,85 para el caracter presencia-ausencia de cualquier tipo de deformidad.
Thorland et al. (2006), en la empresa griega KEGO S.A., estimaron heredabilidades de 0,12 para la
presencia-ausencia de la deformidad de cabeza y deformidades espinales. Por el contrario Castro et al.
(2008) a escala experimental, no evidenciaron componente genético para las deformidades lordosis y
opérculo. Por ultimo, en un estudio de segregacion en dorada, Rodriguez et al. (2011) revelaron a través
de andlisis fenotipico, un alto y significativo porcentaje de deformidad en descendientes cuando uno de
sus padres era deforme, sugiriendo la posibilidad de determinacion genética en la incidencia de

deformidades para lordosis y fusién de vertebras.

El conocimiento de las correlaciones genéticas entre los caracteres de interés también es
primordial para un programa de mejora eficiente, ya que la seleccién de un caracter puede acarrear una
respuesta correlacionada no deseada en otro caracter o por el contrario, un caracter puede ser
mejorado intencionadamente de manera indirecta a través de otro (Falconer y McKay, 1996). De ahi lo
importante de buscar nuevos parametros rapidos, faciles de medir y no invasivos que puedan estar
correlacionados con los caracteres de interés y que puedan sustituir variables que en algunos casos
ademds de engorrosas y lentas para medir, involucran el sacrificio del animal. Los caracteres
morfoldgicos parecen ser un buen recurso para esto, al igual que se han utilizado en animales terrestres
en los que se han encontrado algunos correlacionados con caracteres productivos (Simm, 1998; Conafe,

2012).
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Para mejorar la eficiencia de seleccidn, los registros de los caracteres deben registrarse
objetivamente (sin sesgos personales), de manera precisa y a un bajo costo (Gjedrem, 1997).
Tecnologias como el andlisis de imagenes han sido desarrolladas exitosamente en animales terrestres y
plantas sometidas a mejora genética (Osawa et al., 2008; Rius-Vilarrasa et al., 2009, 2010; Costa et al.,
2011). Esta tecnologia permite el registro de caracteres de la forma del individuo, tanto de tipo lineal
como dimensional, unificdndolas en un objetivo, proporcionando una rapida, repetible y fiable
informacién, atil para programas de seleccién genética. Otra ventaja es que es un método no invasivo
que puede analizar los peces in vivo, ademas de que los peces sufren poca manipulacion y estrés
influyendo positivamente en su crecimiento, salud y supervivencia (Ruff et al., 1995). El principal
obstaculo de este método de anadlisis en un estudio a gran escala, como es un esquema de seleccién
genética, es que normalmente la etapa de segmentacién de la imagen no es totalmente automatica,
siendo necesaria el anclamiento manual de determinados puntos (Stien et al., 2006). En este sentido, la
aplicacion de analisis de imagen “IMAFISH_ML” desarrollada en Matlab v.7.5 (The Math-Works Inc,
Massachusetts, USA) por Navarro et al. (en preparacidn), es un método que a partir de sélo dos fotos
del pez, analiza los archivos de manera totalmente automatica y proporciona mas de 25 variables
morfométricas. Existen pardmetros genéticos publicados para variables morfométricas en algunas
especies como carpa comun (Kocour et al., 2007), lubina (Costa et al., 2010), solea comun (Solea solea)
(Blonk et al., 2010), tilapia del Nilo (Rutten et al., 2005) y trucha arcoiris (Gjerde, 1989; Kause et al.,
2003), revelando que en general tienen una alta determinacidén genética y que tienen un gran potencial
para ser incluidas en programas de mejora, sustituyendo o no a otras variables productivas. Sin

embargo, en dorada no existen estimas de parametros genéticos para este tipo de variables.

Al mismo tiempo, el sistema de produccidn de dorada presenta claras diferencias ambientales.
Las empresas de cria pueden producir sus alevines desde tecnologia intensiva hasta mesocosmos,
habiendo entre ambas un espectro de matizaciones de produccién. Los alevines son preengordados y
engordados fundamentalmente en jaulas situadas en el Mar Mediterraneo o en el océano Atlantico, y
en coordenadas geograficas muy diferentes, como es el caso de Canarias donde las temperaturas son
mas elevadas y estables a lo largo de todo el afio frente al Mediterraneo. Sin embargo, también se
engordan alevines de dorada con el sistema de esteros o tanques en tierra, propio del sur de Espafa.
También existen otros factores diferenciadores entre empresas como son la madurez sexual (Ginés et
al., 2003) y el reparto del alimento (Robaina et al., 1997). Todas estas variaciones existentes en los
sistemas de produccion y la localizacién de las instalaciones de dorada imprimen resultados muy
dispares a los diferentes caracteres de interés para los piscicultores, como son las variables de
crecimiento, de la canal y de calidad. Si esta desviacién fenotipica no es independiente del genotipo
sobre el que actla, es porque existe una interaccion GxA (Falconer y Mackay, 1996). Por lo que es de

utilidad estimar las interacciones GxA, ya que si éstas existen, y no se tienen en cuenta, pueden limitar o
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incluso perjudicar el progreso genético (Saillant et al., 2006; Dupont-Nivet et al., 2008), ya que la
evaluacidon genética de los reproductores deberia hacerse dentro de cada ambiente. Incluso, los
programas de mejora se pueden ver forzados a desarrollar cepas para condiciones ambientales
especificas (Winkelman y Peterson, 1994). Por eso, para desarrollar con eficacia un programa de mejora
se requiere el conocimiento de los pardmetros genéticos y ambientales, las diferencias entre cepas o
animales mejorados y el potencial de cada genotipo por ambiente (Winkelman y Peterson, 1994). En
este sentido, Navarro et al. (2009a, 2009b) estimaron en dorada la interaccién GxA entre jaulas insulares
y tanques, en caracteres de crecimiento, canal y calidad de la carne, a partir de peces engordados sélo
en Canarias, a través de correlaciones genéticas de los mismos caracteres en dos ambientes,
considerados como caracteres distintos (Falconer y Mackay, 1996), obteniendo resultados que
mostraban la falta de interaccién GxA. Pero en la actualidad no existen antecedentes de que se haya

medido interaccidon GxA en doradas entre ambientes mas distantes y diferentes.

Teniendo en cuenta todo esto, el objetivo del presente estudio es estimar en dorada el grado de
determinacidn genética y las relaciones entre ellas, de variables de crecimiento, de la canal, de calidad
del pez y de la carne y morfométricas mediante imagenes, a diferentes edades de interés comercial, y su
interaccion GxA en los diferentes sistemas de engorde industrial propios de la produccién espafiola de
esta especie. Con el fin, de sentar las bases para un programa de mejora genética a escala nacional,
proponiendo los criterios de seleccion mas dptimos para mejorar el maximo de variables de interés

econdmico para esta especie, de la manera mas rdpida, econdmica, rentable y automatica.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material Bioldgico

Huevos procedentes de lotes industriales de tres comunidades auténomas con una combinacidn
de sexos y numero de reproductores diferente: ICCM (Instituto Canario de Ciencias Marinas, Canarias)
59 (24:19), CULMASUR S.A. (Andalucia) 98 (13:19) y PISCIMAR S.L. (Valencia) 47 (13:19), se
sembraron en las instalaciones de los centros de investigacién de acuicultura (CIA) de tres comunidades
auténomas (ICCM-Canarias, Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera o IFAPA-
Andalucia, Instituto de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria o IRTA-Catalufia). El cultivo larvario se
inici6 en abril de 2009 de manera sincronizada entre todas las comunidades auténomas vy la
metodologia aplicada para el cultivo desde la etapa de huevos hasta la de alevines se basé en los
protocolos establecidos por Roo et al. (2009). Se utilizd tecnologia intensiva en el IFAPA (Andalucia),
semi-intensiva en el IRTA (Catalufia) e intensiva en el ICCM (Canarias), sobre la base estandar de uso de
enriquecedores, artemia y dietas de destete, ajustados a las necesidades bioldgicas segun estadio del
desarrollo. El crecimiento se midid a través de los pardmetros morfométricos de longitud total (LT),
altura de la cabeza (HC), didametro del ojo (DO) y estado general de las larvas a los 5, 10, 20, 30, 40, 50 y
65 dias post eclosion (dpe) del cultivo. Las medidas se realizaron con un proyector de perfiles (V-12A
Nikon, Japan, o similar). A dia 84 dpe, una muestra al azar de 1400 peces de cada centro fue remitida a
los restantes centros, incluyendo el Instituto Murciano de Investigacién y Desarrollo Agrario y
Alimentario (IMIDA) de la regiéon de Murcia, por via aérea o transporte por carretera. A dia 179 dpe los
alevines fueron marcados con Passive Integrated Transponder (PIT; Trovan Daimler-Benz), en la cavidad
abdominal, siguiendo el protocolo de marcaje descrito por Navarro et al. (2006), a la vez que se les
extrajo un trozo de aleta caudal para ser conservado en etanol hasta su analisis genético. Cada CIA
marcé 2.400 peces, entre los cuales estaban representados proporcionalmente los alevines
provenientes de los centros ICCM, IFAPA e IRTA. Posteriormente, los peces marcados en cada CIA fueron
divididos en dos lotes, uno de 550 peces que permanecié en cada CIA y otro de 1.900 peces que fue
enviado a la empresa colaboradora de cada regidn: PIM S.A. en esteros (Andalucia), CULTIMAR S.A.
(Catalufia) y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO S.L. (Murcia) en jaulas continentales, y
CANEXMAR S.L. (Canarias) en jaulas insulares. En ambos tipos de lotes estuvieron igualmente

representados los peces criados en los diferentes CIA productores de alevines (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Esquema de integracion de la mejora genética en el tejido industrial de dorada (PROGENSA®)

En Canarias, los peces que quedaron en el ICCM, se mantuvieron en 3 tanques de 1 m? con flujo
abierto de 22 I/min y aireacidn constante. A medida que los peces fueron creciendo se desdoblaron
hasta llegar a 12 tanques de tal manera que la densidad no sobrepasara los 26 kg/m?>. La alimentacién
fue ad libitum y diaria, a través de alimentadores de autodemanda, con alimento balanceado disponible
en el mercado, de acuerdo a su tamafio y edad. La medicidon de los parametros abidticos de
temperatura, oxigeno disuelto y saturacién de gases se realizdé con un oximetro portatil (Oxiguard
Handy, Point tour Systems Inc., Canada), una vez al dia. La extraccion de peces muertos se realizaba
inmediatamente cuando se detectaba y la limpieza de los tanques una vez a la semana. La temperatura
del agua varié entre los 20,2°C en época invernal y 24,2°C en época estival, con una media de
22,04+0,13°C (media * error tipico) la concentracion de oxigeno varié entre 4,4 y 7,7 mg/l con una
media de 5,61+0,04 mg/l y la saturacién de gases estuvo entre los 63 y 97% con una media de

76,37+0,61 %.

En la empresa CANEXMAR S.L. los peces se engordaron en una jaula de 12 m de diametro
situada en la zona de Punta del Morro, Gran Canaria, un sistema marino Atlantico insular y oligotréfico.

La temperatura media del agua fue de 20,68+0,68°C y con salinidad de 37%o.. En la empresa PIM S.A. los
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peces fueron engordados en la zona de marismas del rio Guadalquivir, ecosistema himedo y terrestre
situado a 15 km de la desembocadura y en la mitad sur de la Isla Mayor de este importante rio del sur
de Espaina, en un estero de 2000 m>. La temperatura media del agua fue de 18,2+0,24°C, la salinidad
media de 6,9+0,14 %o y la concentracion media de oxigeno de 5,73+0,06 mg/l. En la empresa
CULTIMAR S.A. los peces se engordaron en el sistema marino continental del mar Mediterraneo, en una
jaula de 9 m de didametro, ubicada en Arenys de Mar, Barcelona. La temperatura media fue de
17,543,9°C vy la salinidad de 37,8%o. En la empresa Servicios Atuneros del Mediterraneo S.L los peces se
engordaron también en un sistema marino en una jaula de 11 m de diametro en San Pedro del Pinatar,
Murcia. La temperatura media fue de 15,7+0,9°C, con una temperatura minima de 14,3°C y maxima de

17,2°Cy la salinidad fue de 37,9+0,1%eo.

En las cuatro empresas, los peces se engordaron durante 17 meses bajo condiciones
industriales. Los peces se alimentaron con alimento balanceado una vez al dia, 6 veces a la semana. En
ningln momento de esta experiencia, durante la cria o el engorde, los peces fueron sometidos a criba, a

diferencia de lo que ocurre a nivel industrial.

3.2.2 Muestreos

A los 269, 389 y 539 dpe, todos los peces engordados en el ICCM y una muestra al azar de los
criados en CANEXMAR S.L., exceptuando los 269 dpe, se anestesiaron (aceite de clavo al 4%)
identificaron, pesaron, midieron (longitud furcal) y se valoraron si presentaban algun tipo de
deformidad. Cuando los peces en las cuatro comunidades auténomas, alcanzaron la talla comercial
(300-800 g), a los 689 dpe, se sacrificd y se muestred, de manera simultdnea, una muestra de 150 peces
del ICCM y una muestra de aproximadamente 1.000 peces de cada empresa, analizando los siguientes

caracteres:

a) Crecimiento:

i. Peso

ii. Longitud furcal: Longitud del pez medida en linea recta desde el extremo distal de la

mandibula inferior hasta el radio central (horquilla) de la aleta caudal.

iii. Compacidad o factor de condicion (FC): Relacion entre el peso y la longitud calculado

como sigue: 100 - peso - longitud furcal

57



Materiales y Métodos

58

b) Rendimiento:

fii.

Peso canal: Peso del pez una vez eviscerado manualmente (incluyendo el rifién) y

secado.

Rendimiento canal: Peso canal expresado como porcentaje del peso del pez sin

eviscerar (100 - peso canal - peso pez 7).

Peso filete: Peso de los filetes de ambas caras del pez, tras haberle quitado la piel al pez.
El sistema de fileteo fue manual y se obtuvo mediante un corte perpendicular al eje
longitudinal del pez, justo detras del opérculo, inicialmente en direccién a la columna
vertebral y posteriormente hacia la aleta caudal siguiendo paralelo a la columna,

eliminando las espinas de la ventresca (Figura 3.2 C).

Rendimiento filete: Peso filete expresado como porcentaje del peso del pez sin

eviscerar (100 - peso filete - peso pez ).

c) Calidad:

Grasa visceral: Peso de toda la grasa que se encontré dentro de la cavidad visceral del

pez, la cual se separé manualmente de las visceras.

Porcentaje de grasa visceral: Peso de la grasa visceral expresada como porcentaje del

peso del pez (100 - peso grasa visceral - peso pez 7).

Fuerza mdxima: Variable de textura medida con un texturémetro Stable Micro Systems
(TA.TXT, Surrey, UK) sobre el lomo del pez entero, en la posicién A (Figura 3.2 A) segun
Ginés et al. (2002), con un test de andlisis de perfil (TPA) para el cual se empled un
émbolo de compresiéon de aluminio de 25 mm de didametro (SMSP/25). La penetracién
fue de 7 mm con velocidad en muestra de 5 mm/s y fuerza de activacidn de 0,5 N, con
doble compresidon por muestra (Tryggvadottir y Olafsdottir, 2000; Ginés et al., 2004b).
Los datos del texturémetro se analizaron con el programa Exponent lite Express v5.0.8.0

(Stable Micro Systems).

Contenido de lipidos totales en el musculo: Estimacidn del porcentaje de lipidos en el
musculo medido con el Distell Fish Fatmeter (Distell.com, West Lothian, Escocia) sobre
el pez entero en la posicién B (Figura 3.2 B), realizando cuatro medidas, dos por cada
cara del pez, siguiendo las recomendaciones del manual. Este aparato es un método no
invasivo que mediante un sensor de microcinta que es sensible al contenido de agua de
la muestra y usando datos de calibracién de especies, determina el porcentaje de grasa

muscular del animal.
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A) Texturémetro

B) Fish Fatmeter

Eje

longitudinal

Figura 3.2 Medidas realizadas en dorada como pez entero. A) El circulo muestra posicion del émbolo en la medida
de la fuerza maxima con el texturometro; B) Los rectangulos muestran las dos posiciones de las medidas realizadas
en cada cara del pez con el Fish Fatmeter; C) La linea negra muestra el contorno del area del filete obtenido en

cada pez.

vi.

Composicion quimica del musculo: Después de pesados los filetes, se envasaron al vacio
y se congelaron a -202C hasta el andlisis de la composicion de la carne, para el cual se
enviaron los filetes en frio por mensajeria, al Centro de Monells del IRTA donde se
homogenizaron y analizaron con el método indirecto de espectroscopia en infrarrojo
cercano (Near Infrared Spectroscopy, NIR) usando el equipo Foodscan LAB (FOSS;
Dinamarca) del Centro de Monells del IRTA y se obtuvieron las siguientes variables,

como porcentajes del musculo fresco:

1. Humedad
2. Lipidos

3. Proteinas
4

Colageno

Prevalencia de Deformidades: Las deformidades se determinaron visualmente
mediante una valoracién interna por observacion directa de la espina dorsal, después de
ser fileteados. Durante el crecimiento se determinaron sélo mediante una valoracién
externa. Las deformidades identificadas fueron: lordosis, escoliosis, cifosis y fusion de
vértebras, agrupadas en “deformidades de columna”, acortamiento del opérculo
nombrado como “deformidad de opérculo” y por ultimo deformidad de mandibula y de
cabeza, nombradas como “deformidad de cabeza”. Para cada uno de estos cuatro

grupos de deformidades, los peces fueron clasificados como deforme (1) o no deforme
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Vii.

(0). La tasa de prevalencia de deformidades se calculé como porcentaje de individuos

deformes respecto al total analizados en ese punto de muestreo.

Variables morfoldgicas: Para poder obtener estos datos, cada pez fue fotografiado con
una camara digital, en vista lateral (el pez tumbado Figura 3.3 A) y vista dorsal (el pez de
pie Figura 3.3 B, sobre una pieza de madera moldeada para tal fin), en un cuarto oscuro
con luz controlada tal y como recomiendan Navarro et al. (en preparacion).
Posteriormente se analizaron todas las fotografias de manera totalmente automatica
con la aplicacién de analisis de imagen “IMAFISH_ML” desarrollada en MatlLab v.7.5
(The Math-Works Inc, Massachusetts, USA) por Navarro et al. (en preparacién). Las
variables obtenidas nombradas como longitudes son medidas paralelas al eje
longitudinal del pez (en Figura 3.3.A desde x; a xg), los altos son medidas
perpendiculares a este eje (en Figura 3.3A ejes y1, Y2, V3, Ya, direccién vientre-lomo) y los
anchos son las medidas de izquierda a derecha en vista dorsal (Figura 3.3B eje z;). En

total se obtuvieron 27 variables, las que se describen a continuacion:

A partir de la imagen en vista lateral (Figura 3.3.A):

1. Area total lateral (ATL). Corresponde al drea comprendida dentro de la linea
gruesa del contorno de la figura que forma el pez.

Longitud total lateral (LTL). Entre x; y X del eje horizontal.

Alto madximo del pez (AIM). Corresponde al eje y,.

Alto pedunculo caudal (AIPC). Corresponde al eje y;,

Longitud furcal (LF). Entre x; y x5 del eje horizontal

Alto de la cabeza (AlCa). Corresponde al eje y;.

No vk wN

Area del filete (AF). Area desde la linea de corte de la cabeza (y;) hasta el punto

mas estrecho de la cola (ys).

8. Porcentaje del drea del filete (%AF). Con respecto al area total del pez.
Corresponde al [(Area filete - Area Total del pez *)-100].
9. Longitud estandar (LS). Desde x, hasta x, del eje horizontal.

10. Longitud mdxima del filete (LMF). Desde x, a x; del eje horizontal.

11. Excentricidad del pez (0 < e <1) (ExP). Da una idea de lo ovalado que puede ser
el pez sin la cola. Comprendiendo el area entre x; a xs. Si e=0 la forma del pez se
asemeja a un circulo, y si vale 1 se asemeja a una linea.

12. Excentricidad de la cabeza (0 < e <1) (ExCa). Da una idea de lo ovalada que
puede ser la cabeza. Comprendiendo el drea entre x; a x,.

13. Longitud sin Cola (LSC). Desde x; a X3, en eje horizontal.

14. Cinco altos del pez equi-espaciados (AlA; AlIB; AIC; AID; AIE). La longitud total se

divide en seis partes iguales y se miden los altos en esos cinco puntos. El a es el

mas cercano a la cabeza y el e a la cola.
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A partir de la imagen en vista dorsal (Figura 3.3B):

15. Area total dorsal (ATD). Corresponde al drea comprendida dentro de la linea
gruesa del contorno de la figura que forma el pez.

16. Longitud total dorsal (LTD). Coincide con la longitud del eje horizontal entre x; y
X7.

17. Ancho mdximo (AnM). Eje z;.

18. Cinco anchos del pez equi-espaciados (AnA; AnB; AnC; AnD; AnE). Se divide la
longitud total en seis partes iguales y se miden los anchos en esos cinco puntos.
El a es el mas cercano a la cabeza y el e a la cola.

Combinando variables de ambas fotos:

19. Volumen del filete (VF). Calculada como [(Area Filete - Ancho Maximo) - 41].

Para mantener en buenas condiciones a los peces sacrificados, durante el muestreo, se
mantuvieron siempre a baja temperatura, ya sea en hielo, en cdmara de refrigeracién a 4°C o a -20°C los

filetes.

sansbi@Wumnn
IaEsEEEEEn @ EEEEEEEEE

Figura 3.3 Caracteres de analisis de imagen, realizadas por el programa automatizado para imagenes de
dorada. A) Vista Lateral: x;, X5, X3, X4, X5, X puntos del eje longitudunal; a, b, c, d, e son medias
estandarizadas de alto; y,, Y,, Y3, Y4 son ejes direccion vientre-lomo; B) Vista Dorsal: x;, X; puntos del eje
longitudinal; a, b, c, d, e son medidas estandarizadas de anchos; z, eje de ancho.
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3.2.3 Asignacion Parental

A partir del tejido de aletas se extrajo el ADN utilizando el kit DNAeasy (Qiagen®) siguiendo las
recomendaciones del fabricante y se almacend a -20°C en el tampdn provisto por el kit hasta su uso. La
calidad y cantidad se determind usando un espectrofotdmetro Nanodrop 1000 v.3.7 (Termo Fisher

Scientific®, Wilmington, USA).

Todos los reproductores y sus descendientes analizados se caracterizaron genéticamente
mediante la nueva PCR multiplex SMsa-1 (SuperMultiplex Sparus aurata) de 11 marcadores
microsatélites desarrollada por Lee-Montero et al. (en prensa). Los genotipos se determinaron mediante

el programa Gene mapper v.3.7, usando el kit de bin set creado por estos autores (kit-SMsa1l).

Las relaciones familiares entre reproductores y descendientes se determinaron con el método
de exclusién mediante el programa VITASSING (v8.2.1), considerando los sexos de los reproductores

desconocidos (Vandeputte et al., 2006).

3.2.4 Analisis de Datos

Todos los datos cuantitativos, previamente comprobada su normalidad y su homogeneidad de
varianzas, se analizaron mediante una ANOVA de dos vias, para detectar la significacion del efecto
tanque, estacion y origen de los reproductores, en cada punto de muestreo, utilizando el programa
estadistico SPSS v.18 (SPSS, Chicago, IL, USA), aplicando el siguiente modelo lineal general (previamente,

algunas variables fueron necesarias transformarlas a logaritmo o a arco seno si eran porcentajes):
y =p+ o+ +6; + &«
Donde y es el valor fenotipico de los caracteres evaluados, u es la media de la poblacién, a; es el

origen, f; es la estacion o el tanque, &; es la interaccién origen y estacidn o origen y tanque, &; es el error

del modelo.

En el caso de las variables de deformidades (ausencia/presencia) se analizaron mediante el

siguiente modelo log lineal usando el programa SPSS (v 18.0):

Infy =u+ o+ fi+ off

Donde, In f; = es la frecuencia esperada de la celda ij, x = es la media de los logaritmos de las
frecuencias esperadas, @; = es el efecto de la categoria i-ésima del factor prevalencia de deformidad, £ =
es el efecto de la categoria j-ésima del factor estacion y aff; = es el efecto debido a la interaccién de

ambos factores.
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La correlacién directa entre dos variables medidas en el mismo pez, se estimd calculando el

coeficiente de correlacion de Pearson usando el programa estadistico SPSS v.18.

Las componentes de varianza de todos los caracteres considerados en este estudio para obtener
los pardmetros genéticos se estimaron por restriccion de mdxima verosimilitud (REML) utilizando el
programa VCE (v 6.0) (Neumaier y Groeneveld, 1998; Groeneveld et al., 2010) mediante el siguiente

modelo lineal:

y=Xf+Zu +e

Donde y es el valor del caracter observado, B los efectos fijos (tanque, estacién, origen y

comunidad), u el efecto animal aleatorio y e el error residual.

Las interacciones GxA se estimaron mediante la correlacién genética entre los mismos
caracteres en todas las instalaciones y a edad de sacrificio (689 dpe) utilizando el programa VCE (v 6.0)

(Falconer y Mackay, 1996).

Las magnitudes de las estimas de heredabilidades se establecieron siguiendo la clasificacién de
Cardellino y Rovira (1987), como bajas (0,05-0,15), medias (0,20-0,40), altas (0,45-0,60), y muy altas
(>0,65), mientras que las de las correlaciones siguiendo la clasificacién de Navarro et al. (2009a) como

bajas (0-0,40), medias (0,45-0,55) y altas (0,60-1), independientemente de su signo.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Genotipado y Asignacion de Paternidad

Usando la PCR multiplex SMsal mediante el método de exclusién y permitiendo dos errores, se
obtuvo un 100% de éxito en la asignacién parental (cada descendiente fue asignado a un solo padre y
una sola madre), de los descendientes del ICCM y de PMAR. El 90% de los descendientes de CSUR se
asignd también con éxito, pero el 10% se asignd a dos parejas de reproductores posibles. Sin embargo
estos individuos no se excluyeron de los analisis genéticos, ya que se incluyeron en la matriz de
parentesco con un solo parental conocido. Después de revisar los genotipos, todos los errores se
identificaron como alelos nulos. Los reproductores del ICCM mostraron alelos nulos en los marcadores

A5y D4, los de PMAR en los marcadores C3, D4y F6 y en los de CSUR en los marcadores C12 y D4.

En cuanto a la contribucién, el nimero de reproductores que contribuyeron en las puestas por
lote y sexo (determinado tras la asignacién) y el numero de familias de hermanos completos y de
medios hermanos, se muestran en la Tabla 3.1. Del total de familias de Canarias (83), 47% dieron lugar a
un nuimero de descendientes menor de 10; el 47% a un numero de descendientes entre 10 y 100
individuos; y sélo el 6% dio lugar a mas de 100 individuos. En el caso de las familias de Andalucia (193) el
84,4% fueron familias con menos de 10 individuos y el 17,6% tuvieron un numero de descendientes
entre 10 y 100, no existiendo ninguna que diera lugar a mas de 100 individuos. Para el lote proveniente
de Catalufia (21), el 23,9% de ellas tuvieron menos de 10 descendientes, mientras que el 57,1%, dio
lugar un numero de descendientes entre 10 y 100. El 19% restante, estuvo conformado por familias de
mas de 100 individuos. En los peces engordados solo en Canarias, contribuyeron 123 reproductores de
los tres lotes (67 machos y 56 hembras) y estuvieron representadas 192 familias de hermanos

completos y 81 familias de medios hermanos (39 maternas y 42 paternas).

Tabla 3.1. Numero de reproductores que contribuyeron, junto a las familias de
hermanos completos y medios hermanos por comunidad auténoma.

ltem ICCM CSUR PMAR
Total & Q@ Total & Q@ Total & Q TOTAL
Reproductores totales 59 38 21 98 nd nd 47 21 27 204
Reproductores contribuyeron 50 31 19 78 39 39 11 6 5 139
Familias hermanos completos 83 - - 193 - - 21 - - 297
Familias de medios hermanos - 16 18 - 31 31 - 5 4 105

nd: no determinado, J: machos, @: hembras
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3.3.2 Resultados Fenotipicos
A continuacién se describiran los resultados fenotipicos de crecimiento y deformidades a
distintas edades, y a talla de sacrificio caracteres de la canal y rendimiento, caracteres morfoldgicos a

través de imagenes, y caracteres de calidad de la carne.

3.3.2.1 Crecimiento y Deformidad

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados fenotipicos de las variables de crecimiento (peso,
longitud y factor de condicién o compacidad) y de prevalencia de deformidades (columna vertebral,
cabeza, opérculo y total) a las edades 179, 269, 389, 539 dpe de los peces criados en Canarias (ICCM y
CANEXMAR) y a la edad de sacrificio (689 dpe) de los peces engordados en Canarias, ademads de los
engordados en el resto de empresas (PIMSA, CULTIMAR y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO).

En cuanto a las variables de crecimiento, los peces crecieron mas rapidamente en las
instalaciones del ICCM que en CANEXMAR. A la edad de sacrificio, se observa la misma diferencia
significativa para el peso y la longitud entre el ICCM vy el resto de las empresas. Entre CANEXMAR vy
CULTIMAR, sin embargo, no hay diferencias significativas. La compacidad presenta un patrén un poco
distinto, los valores del ICCM y de CULTIMAR no presentan diferencias significativas, al igual que entre

CANEXMAR y PIMSA.

En cuanto a deformidades a partir de los datos de las 5 estaciones la prevalencia total al
sacrificio fue de 23,6%. De las tres deformidades medidas, la mayor prevalencia se observd en la
deformidad de columna (15,3%) y la menor prevalencia en la de cabeza (3,7%). Las prevalencias de
deformidades en la columna vertebral no mostraron diferencias significativas entre ICCM y CULTIMAR ni
entre CANEXMAR y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO, siendo los datos de PIMSA los mayores
y mas distintos al resto (19,8%). En la prevalencia de deformidades de cabeza el ICCM presenté el menor
valor (1,4%) mientras que CANEXMAR el mayor (7,7%), las demas empresas no presentaron diferencias
significativas. Para la deformidad de opérculo los peces de PIMSA presentaron la mayor prevalencia
(9%). En Canarias, durante el crecimiento, la prevalencia siempre fue mayor en tanques (ICCM) que en la
jaula (CANEXMAR), y en general, fue menor a edades mas tempranas, a excepcién de la deformidad de

opérculo que fue mayor.

En cuanto a la deformidad de opérculo se calculé la Tasa de Recuperacion de Opérculo en 469
individuos a los que se les hizo el seguimiento a todas las edades (179, 269, 389, 539 y 689 dpe). La
prevalencia de deformidad de opérculo en cada una de las cinco edades, en estos 469 peces, fue cada
vez menor: 14,7% (179 dpe), 10,9% (269 dpe), 8,3% (389 dpe), 7,9% (539 dpe) y 5,8% (689 dpe). En el
primer muestreo un 1,1% no se detectd. A partir de los 269 dpe, no se encontré ningun pez con
opérculo que no lo presentara en el muestreo anterior. Considerando la diferencia en el numero de

individuos afectados por esta deformidad entre todas las edades y la edad inicial, se calculé la tasa de
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recuperacion progresivamente: a los 269 dpe el 31,1% de los peces que presentaban deformidad del
opérculo a los 179 dpe se habian recuperado, a los 389 dpe el 47,3%, a los 539 dpe el 50% y finalmente
a los 689 dpe el 63,5%, siempre comparados con la prevalencia inicial a 179 dpe. Del mismo modo el

55% de los peces que con deformidad de opérculo a la edad de 269 dpe lo recuperaron a los 689 dpe.

Tabla 3.2 Peso, longitud furcal, factor de condiciéon (media * error tipico) y prevalencia de deformidades (%) de

columna vertebral, cabeza, opérculo y total, a diferentes edades y estaciones de cria y engorde, en dorada.

Edad Longitud Factor de Deformidades
(S:;?éo:; Peso (g) Furcal (cm) Cfnjr:]%n Columna Cabeza Opérculo Deformidad
& Vertebral (%) (%) (%) Total (%)
179 dpe 15,77+0,14 9,05+0,03 2,00+0,01 0,9 0,3 13,5 14,7
269 dpe
iccm 62,060,389 14,13+0,08 2,06+0,01 5,8 0,4 11,5 17,1
Canexmar - - - - - - -
389 dpe
Iccm 194,41+1,31°  20,47+0,07° 2,17+0,01° 10,7 ° 04° 9,4° 19,3°
Canexmar 113,9042,46"  17,38+0,13" 2,07+0,02° 2,3° 0,8° 11° 14,1°
539 dpe
Iccm 456,29+2,90°  27,26+0,08° 2,20+0,01° 12,9° 1,0° 8,4° 20,9°
Canexmar 201,03+2,60°  21,25:0,07° 2,00%0,01° 2,4° 1,2° 8,1° 11,7°
689 dpe
(sacrificio)
Iccm 717,21%4,57°  31,44%0,10° 2,27+0,01° 14,5° 1,4° 6,0° 21,5°
Canexmar 326,3245,19°  24,38:0,11° 2,18+0,01° 9,0° 7,7° 6,6° 21,4°
PIMSA 352,65¢3,02°  25,37+0,06° 2,14+0,01° 19,8°¢ 3,3° 9,0° 28,3°
Cultimar 321,69+3,88°  24,10+0,09° 2,2640,01° 12,9° 2,2° 51° 18,4°
Atuneros 231,59+3,33%  21,77+0,07° 2,21+0,01° 12,8° 4,6° 5,2° 21,9°
Total
deformidades a - - - 15,3 3,7 6,8 23,6
sacrificio

Letras diferentes entre estaciones en cada edad, indican diferencias significativas (P<0,05)

3.3.2.2 Caracteres de la Canal (peso canal, peso filete, rendimiento canal, rendimiento filete,

grasa visceral y porcentaje de grasa visceral)

En la Tabla 3.3 se muestran los datos fenotipicos de las variables de la canal a edad de sacrificio
en Canarias. Se puede observar que todos los resultados presentaron diferencias significativas entre
estaciones. En cuanto a la estacion los peces engordados en el ICCM presentaron los mayores valores

para todas las variables.

Tabla 3.3 Variables de la canal (peso canal, peso filete, grasa visceral, rendimiento canal, rendimiento
filete, porcentaje de grasa visceral (media + error tipico) a edad de sacrificio para dorada, por estacion,
considerando los datos de los peces engordados en Canarias.

Estacion  Peso Canal (g) Peso Filete (g) Grasa Visceral (g) % Canal % Filete % Grasa Visceral
ICCM 650,97+5,97°  273,76%2,71° 5,92+0,34° 91,34+0,32° 37,22+0,35° 0,75+0,08°
Canexmar 288,17+3,71°  121,96+1,68° 1,82+0,21° 90,57+0,20°  37,09+0,22° 0,510,05°
Media 389,1044,23  164,11+1,85 2,92+0,18 90,78+0,17  37,13%0,19 0,58+0,04

Letras diferentes entre estacion, indican diferencias significativas (P<0,05)
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3.3.2.3 Caracteres Morfoldgicos a través de Andlisis de Imdgenes

En la Tabla 3.4 se muestran los valores fenotipicos de las 27 variables morfoldgicas obtenidas
tras el analisis de las imdgenes. En general los valores de areas, longitudes y volumen, son mayores en

los peces engordados en el ICCM que en CANEXMAR.

Con respecto a la longitud furcal medida en el pez mediante un ictidmetro y medida sobre su

foto mediante analisis de imagen, se obtuvo una correlaciéon positiva y significativa entre ambas

variables (R=0,99, P<0,01).

Tabla 3.4 Variables morfolégicas de analisis de imagenes (media + error

tipico) a edad de sacrificio en los peces engordados en Canarias, por estacion.
ESTACION
ICCM CANEXMAR
ATD 107,1240,96 124,07+1,60° 90,17i1,05b
LTD 31,90+0,16  34,05+0,27° 29,7610,18b
AnM 5,2710,03 5,71+0,05° 4,83t0,03b
AnA  2,7130,02  1,2840,04°  4,13+0,02°
AnB 3,8710,03 3,03%0,05° 4,7Ot0,03b
AnC  4,17+0,03  4,53%0,04°  3,81%0,03°
AnD 3,9810,02 5,60+0,04° 2,37t0,02b
AnE 2,77+0,02 4,73%0,03° 0,8110,02b
ATL 226,00+1,17 284,51+1,95° 167,48i1,28b
LTL  30,61#0,09 34,11+0,15° 27,10+0,10°
AlM 11,26+0,04 12,83+0,06" 9,68i0,04b
AIPC 2,67+0,01 3,04+0,02° 2,2910,01b
LSC 23,49+0,07 26,56+0,12° 20,4310,08b
AlCa 9,90+0,03 11,23+0,05° 8,5710,03b
AF 152,24+0,85 193,77+1,42° 110,72i0,93b
%AF 66,88+0,12 67,89+0,20° 65,8710,13b
LS 26,33+0,08 29,75+0,14° 22,9210,09b
LMF 16,54+0,06 18,77+0,10° 14,3110,06b
LF 28,43+0,08 31,90+0,14° 24,9510,09b
ExP 0,88+0,00 0,88+0,00° 0,8810,00b
ExCa 0,71+0,00 0,7020,00° O,73t0,00b
AIA 8,70+0,03 9,86+0,04° 7,5310,03b
AlB 11,0940,04 12,63+0,06° 9,55i0,04b
AlC 10,05+0,04 11,63+0,06° 8,4710,04b
AID 6,60+0,03 7,99+0,05° 5,21t0,04b
AIE 3,70+0,02 4,0320,03° 3,3810,02bc

VF 209,71+2,16 281,98+3,61° 137,44i2,37b

ATD= Area total dorsal, LTD= Longitud Total Dorsal, AnM= Ancho Maximo, AnA= Ancho A, AnB= Ancho B, AnC=
Ancho C, AnD= Ancho D, AnE= Ancho E, ATL =Area Total lateral, LTL= Longitud Total lateral, AIM= Alto Maximo,
AIPC= Alto Pedtnculo Caudal, LSC= Longitud sin Cola, AlCa= Alto Cabeza, AF= Area Filete, %AF= %Area Filete,
LS= Longitud Estdndar, LMF= Longitud Maximo Filete, AIMF= Alto Maximo Filete, LF= Longitud Furcal, ExP=
Excentricidad Pez, ExCa= Excentricidad Cabeza, AlA= Alto A, AlB= Alto B, AIC= Alto C, AID= Alto D, AlE= Alto E,
VF= Volumen Filete. Unidades de variables de longitud, anchos y altos: cm, de areas: cmz, de volumen: cm’.
Letras diferentes entre estaciones, indican diferencias significativas (P<0,05)

Variables TOTAL

67



Resultados

3.3.2.4 Caracteres de Composicion de la Carne

Los valores de las variables de composicion de la carne y de textura se muestran en la Tabla 3.5.
Se puede observar que entre estaciones sdlo existen diferencias significativas para porcentaje de

proteinas.

Con respecto al porcentaje de lipidos en el musculo medido mediante el método NIR y el FF, se

obtuvo una correlacién positiva y significativa entre ambas variables (R=0,40, P<0,01).

Tabla 3.5 Variables de calidad (media * error tipico) a edad de sacrificio en Canarias, por
estacion: composicion de la carne: colageno, humedad, proteina, lipidos y Fish Fatmeter (FF) y
fuerza maxima como variable de textura.

COMPOSICION DE LA CARNE TEXTURA
Estacion
Colageno (%) Humedad (%) Proteina (%) Lipidos (%) FF (%) Fuerza Maxima (kg)
ICCM 2,19+0,06" 71,71+0,13°  24,64%0,12° 5,21+0,12° NM 8,59+0,12°
Canexmar 2,48+0,04° 71,92+0,08° 23,88i0,07b 5,08+0,08" 10,27+0,12 8,97+0,08°
Promedio Canarias 2,40+0,03 71,86+0,07 24,09+0,06 5,12+0,07 - 8,86+0,07

Letras diferentes entre estaciones, indican diferencias significativas (P<0,05); NM: no medido.

3.3.3 Heredabilidades y Correlaciones

3.3.3.1 Crecimiento y Deformidad

Las correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteres de crecimiento y deformidad general
(prevalencia de cualquier tipo de deformidad) a las edades de 179, 269, 389, 539 y 689 dpe, a partir de
los datos de los peces criados en Canarias (ICCM y CANEXMAR), y sus heredabilidades se muestran en la
Tabla 3.6. En cuanto a las variables de crecimiento, como se puede observar, las heredabilidades
estuvieron comprendidas entre 0,16 y 0,48 para el peso, entre 0,20 y 0,41 para la longitud y entre 0,17 y
0,43 para la compacidad. Como cabria esperar en cada una de las edades, las correlaciones entre el peso
y la longitud fueron cercanas a la unidad, entre 0,94 y 0,99 para las correlaciones genéticas, y entre 0,80
y 0,84 para las correlaciones fenotipicas. Las correlaciones entre pesos y entre longitudes fueron altas,
medias y bajas entre edades, pues dichas estimas decrecieron en magnitud a medida que incrementd la
diferencia entre las edades. De manera similar, las correlaciones de la compacidad, también decrecieron
con el incremento de la edad, sin embargo las correlaciones fenotipicas fueron mas bajas que las
genéticas. En cuanto a la deformidad, las heredabilidades a las distintas edades estuvieron entre 0,07 y
0,26. La correlacion genética de las deformidades con las variables de crecimiento en cada edad fueron
de valores bajos a edad de 179 dpe, a valores medios y altos a edades comprendidas entre 269 y 539
dpe, siendo en edad de sacrificio correlaciones no distintas a cero con peso y longitud y alta con

compacidad.
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Resultados

Sin embargo, hay que tener en consideracion que los errores de estas correlaciones son altos.
Sus correlaciones fenotipicas, en cambio, con peso y longitud en cada edad y entre edades fueron

negativas y cercanas a cero y con la compacidad fueron bajas, pero positivas.

En la Tabla 3.7 se muestra las heredabilidades estimadas para cada tipo de deformidad en cada
edad, considerando también sélo los datos de los peces criados en Canarias. Las heredabilidades a la
edad de los 179 dpe, en general son bajas excepto para la deformidad de columna la cual ademas
presenta un error muy alto. A edades intermedias de 269, 389 y 539 dpe es cuando se encuentran los
mayores valores generales volviendo a bajar a los 689 dpe. La deformidad que presenta mayor variacion
genética aditiva es la de columna, llegando a los 0,41 a los 539 dpe. Las deformidades de cabeza
presentan en todas las edades heredabilidades no distintas de cero y la deformidad de opérculo

heredabilidades bajas.

Tabla 3.7 Heredabilidades (con + error tipico) para cada tipo de deformidades de
dorada estimadas en diferentes edades considerando sdélo los datos de Canarias
(ICCM y CANEXMAR).

Deformidad 179 dpe 269 dpe 389 dpe 539 dpe 689 dpe
Columna 0,60+0,32  0,22+0,15 0,40+0,12 0,41+0,13 0,16%0,06
Opérculo 0,06+0,03  0,09+0,05 0,08+0,04 0,11+0,04 0,08+0,04

Cabeza 0,00+0,01  0,05+0,04 0,01+0,02 0,01+0,01 0,0040,01
General 0,07+0,03  0,26%0,09 0,26+0,06 0,25+0,07 0,17%0,05

dpe: dias post eclosién

En la Tabla 3.8 se muestran las correlaciones genéticas y fenotipicas entre peso, longitud,
compacidad y deformidad general (prevalencia de cualquier tipo de deformidad) y sus heredabilidades a
la edad de sacrificio, estimadas a partir de los datos de los peces engordados en las cinco estaciones
estudiadas (ICCM, CANEXMAR, PIMSA, CULTIMAR y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO). Como
se puede observar las heredabilidades de las cuatro variables son medias pero menores a las obtenidas
s6lo con los datos de Canarias (Tabla 3.6), pero con errores tipicos menores. Las correlaciones genéticas

y fenotipicas presentan un comportamiento similar a las observadas en la Tabla 3.6.

Tabla 3.8. Heredabilidades (en la diagonal y en negrita, con + error tipico),
correlaciones genéticas (en cursiva encima de la diagonal, con % error tipico) y
correlaciones fenotipicas (debajo de la diagonal) entre peso, longitud (Long),
compacidad (FC) y deformidad (Def) para dorada a 689 dpe estimadas a partir
de los datos de los peces engordados en cinco estaciones (ICCM, CANEXMAR,
PIMSA, CULTIMAR y SERVICIOS ATUNEROS DEL lVIEDITERRANEO).

689 dpe Peso Long FC Def
Peso 0,29 0,06 0,92 +0,03 0,40+0,14 0,19+0,17
Long 0,90 0,27 0,06 0,01 +0,11 0,18+0,17

FC 0,34 -0,10 0,21 +0,04 0,49+0,14
Def -0,03 -0,12 0,16 0,16+0,04

dpe: Dias post eclosion
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3.3.3.2 Caracteres de la Canal y Morfolégicos con Andlisis de Imdgenes

Las correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteres de crecimiento, de la canal,
deformidades y morfoldgicas de andlisis de imagenes a edad de sacrificio (689 dpe), y sus
heredabilidades se muestran en la Tabla 3.9. Se seleccionaron 11 de las 27 variables morfoldgicas
medidas, por considerarlas mas relevantes y representativas. Respecto a las heredabilidades, para las
variables de los caracteres de la canal estuvieron comprendidas entre 0,06 y 0,45, para las variables de
morfologia entre 0,17 y 0,51, las de crecimiento y deformidades fueron descritas previamente en las
tablas 3.6 y 3.7 respectivamente. El peso canal y el peso filete presentaron correlaciones fenotipicas y
genéticas altas y positivas con los caracteres de crecimiento. Para el rendimiento canal las correlaciones
genéticas con los caracteres de peso, longitud, compacidad, peso canal y peso filete, fueron
esencialmente poco consistentes por presentar grandes errores tipicos y las correlaciones fenotipicas
fueron bajas. Las correlaciones genéticas de rendimiento filete con estas mismas variables fueron
positivas y altas (a excepcion del rendimiento canal que fue negativa) y las fenotipicas, en general, bajas
y medias. Las correlaciones genéticas y fenotipicas del % grasa visceral con las de peso, longitud, peso
canal, peso filete y rendimiento de filete fueron medias y positivas, en cambio con rendimiento canal
fue media y negativa, y las fenotipicas bajas. Las correlaciones genéticas entre la deformidad de
columna vy el resto de caracteres, éstas fueron, en general, medias y positivas. Las correlaciones de
deformidad de cabeza presentaron errores altos y fueron poco consistentes, mientras que las
correlaciones de las deformidades totales presentaron el mismo esquema que la deformidad de
columna, aunque con una correlacion baja y negativa con la deformidad de cabeza. En general, las
correlaciones fenotipicas de los tres tipos de deformidades con las variables de crecimiento vy
rendimiento, fueron bajas. Respecto a las variables de morfologia las correlaciones genéticas y
fenotipicas entre éstas y las de crecimiento y canal fueron, en general, altas y positivas. Las
correlaciones genéticas entre las variables de deformidades con las de morfologia presentaron, en
general, valores medios y positivos, mientras que bajos y negativos con las variables de excentricidad.
Las correlaciones fenotipicas entre deformidades y variables morfoldgicas son bajas, cercanas a cero.
Entre las correlaciones de las doce variables de morfologia observamos valores altos y positivos, con
errores pequefios, las correlaciones fenotipicas en general presentan el mismo patrén pero con valores

algo menores.
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Tabla 3.9 Heredabilidades (en la diagonal y en negrita, con + error tipico), correlaciones genéticas (en cursiva encima de la diagonal, con * error tipico) y correlaciones fenotipicas (debajo de la diagonal) entre variables
de crecimiento, calidad de la canal, tipo de deformidades y variables morfolégicas analizadas por andlisis de imagenes para dorada a edad de sacrificio, a partir de los datos de los peces engordados en Canarias.
Longitud (Long), factor de condicidn (FC), peso canal (PC), peso filete (PF), rendimiento canal (% Canal), rendimiento filete (% Filete), porcentaje grasa visceral (%GV), deformidad de columna (Def Col), de cabeza (Def
Ca) y total (Def Tot), longitud furcal (LF), drea total lateral (ATL), alto maximo (AIM), drea total dorsal (ATD), ancho maximo (AnM), area filete (AF), volumen filete (VF), longitud sin cola (LSC), alto cabeza (AlCa),
excentricidad cabeza(ExCa) y excentricidad pez (ExP).

Peso Long FC PC PF % Canal | % Filete % GV Def Col Def Ca Def Tot LF ATL AlM ATD AnM AF VF LSC AlCa ExCa ExP
peso 0,43 0,98 0,64 0,99 0,99 0,12 0,79 0,47 0,55 0,69 0,42 0,99 0,99 0,98 0,99 0,98 0,99 0,99 0,99 0,98 0,79 0,46
0,10 | 0,01 40,15 | #0,00 | 0,00 | #0,25 40,11 40,16 40,16 10,75 #0,16 | #0,01 | 2000 | 0,01 | 000 | #0,02 | #0,00 | #0,00 | 0,01 | #0,01 40,12 10,16
Lon 0.93 0,40 0,44 0,98 0,96 -0,39 0,79 0,52 0,44 0,80 0,35 0,99 0,99 0,95 0,99 0,95 0,99 0,98 0,99 0,96 0,70 0,31
e ’ +0,09 | 20,18 | 0,01 | 0,02 40,28 10,12 10,14 40,18 10,33 40,20 | 0,01 | 20,01 0,02 | *0,02 | 003 | 2001 | 2001 10,00 | 10,02 10,14 10,15
fC 0.45 011 0,20 0,74 0,76 -0,42 0,66 0,28 0,50 0,20 0,51 0,58 0,68 0,76 0,72 0,80 0,72 0,76 0,60 0,70 -0,81 0,77
’ ’ 0,05 | *0,11 | #0,11 40,23 10,16 40,10 40,19 40,21 40,11 | #0,16 | 20,13 | #0,11 | #0,13 | #0,11 40,13 | 0,11 40,15 | 0,11 40,10 40,09
oc 0.99 093 056 0,45 0,99 0,11 0,80 0,43 0,54 0,44 0,39 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,81 0,50
’ ’ ’ 0,11 | 0,00 40,30 10,14 40,16 40,19 40,25 +0,17 | #0,01 | 2000 | #0,01 | #000 | #0,02 | #0,00 | #0,00 | 0,01 | #0,01 40,11 40,15
oF 0.95 086 059 0.95 0,41 -0,09 0,89 0,43 0,45 0,18 0,32 0,98 0,98 0,97 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98 0,97 0,83 0,49
’ ’ ’ ’ 0,09 40,27 40,08 40,16 40,15 10,67 40,20 | 0,01 | 20,01 0,01 | 0,01 40,01 +0,01 | *0,00 | 0,01 | 0,01 40,10 10,12
% 0.09 011 007 018 016 0,06 0,53 -0,43 0,68 0,39 -0,51 0,21 0,10 0,10 0,17 0,02 0,15 0,05 0,12 0,13 0,05 0,09
Canal ’ ’ ’ ’ ' 40,03 40,34 40,22 +0,21 10,56 40,19 | +0,28 | 2028 | 0,28 | 0,29 | 2029 | 028 | #0,28 | 028 | 2028 | 10,27 10,26
% 0,08 0,47 0,28 0,25 0,15 0,79 0,79 0,73 0,85 0,88 0,79 0,84 0,81 0,73 0,65 0,24
Filete 0,43 038 0,4 0,48 0,69 0,26 +0,03 40,20 40,29 10,71 40,28 | 0,12 | 20,08 | #0,14 | +0,11 40,09 | *0,12 | #0,10 | #0,11 | #0,14 10,17 40,10
0,29 0,22 0,39 0,02 0,40 0,41 0,42 0,40 0,44 0,44 0,44 0,42 0,42 0,42 0,20
9 .

%GV 0.33 032 0,24 033 0.32 0,04 0,18 +0,06 40,08 40,52 40,16 | +0,17 | 20,17 | #0,14 | 017 | 016 | *0,16 | #0,16 | 0,17 | #0,15 40,17 40,18
0,16 0,94 0,92 0,51 0,51 0,53 0,43 0,49 0,49 0,53 0,54 0,52 0,24 0,32
DefCol | 005 | -004 | 021 0.07 0.03 0,08 | 006 | 000 006 | w020 | 2004 | #017 | 2019 | 2018 | 2022 | 2020 | 2019 | +017 | +018 | 2018 | 2025 | 2021
0,00 -0,16 0,81 0,65 0,44 0,76 0,85 0,75 0,46 0,66 0,42 -0,05 0,15
Def Ca 0,01 0,01 -0,00 0,01 001 0,01 0,01 0,00 0,03 +0,01 40,16 | #0,71 | #0,22 | #0,62 | *0,19 | 0,83 | #0,15 | #0,88 | %052 | #0,18 | #0,69 10,67
0,17 0,40 0,35 0,37 0,24 0,31 0,34 0,37 0,36 0,37 0,15 -0,19
DefTot | 0,00 -0,05 013 0,01 0,01 -0,03 -0,04 -0,06 0,63 0,37 $0,05 | 20,17 | 0,19 40,19 40,22 +0,21 40,19 10,18 40,19 | 20,18 10,21 40,20
0,43 0,99 0,96 0,99 0,93 0,99 0,98 0,99 0,97 -0,80 -0,38
LF 0.95 0,98 033 0.95 0,90 0,14 041 0,30 -0,00 0,01 0,01 0,10 | #0,00 | 20,02 | 20,02 | 20,04 | #0,01 | #0,01 40,00 | 20,01 40,12 40,18
0,46 0,98 0,99 0,95 0,99 0,99 0,99 0,99 0,83 -0,49
ATL 0,97 0,96 0,47 0,98 0,92 0,14 0,42 031 0,04 0,01 0,00 0,98 $0,10 | #0,01 | #0,01 40,03 | 0,00 | #0,01 40,00 | 20,01 10,10 40,11
0,45 0,97 0,94 0,99 0,98 0,96 0,99 0,91 -0,62
AIM 0,96 0,91 0,56 0,97 0,91 0,12 0,40 0,32 0,07 -0,00 0,01 0,93 0,97 010 | 1002 | 003 | 2001 | 2001 | 001 | 000 | 2007 013
0,35 0,98 0,99 0,99 0,99 0,96 -0,95 0,48
ATD 0,71 0,68 0,44 0,73 0,70 0,14 0,36 0,23 0,06 0,00 0,03 0,71 0,73 0,72 S0el| 1001 001 | w000 | 001 | 002 0,07 0,15
0,36 0,97 0,99 0,94 0,93 -0,90 0,55
AnM 0,63 0,57 0,48 0,64 0,61 0,08 0,31 0,24 0,12 0,00 0,08 0,59 0,63 0,64 0,94 Pl 00z | 0 1004 | 0,08 0,09 015
0,45 0,99 0,99 0,98 -0,83 0,50
AF 0,97 0,95 0,47 0,98 0,93 0,15 0,44 0,31 0,01 0,00 -0,00 0,97 0,99 0,96 0,74 0,64 B o0 | 000 | 001 009 1015
0,42 0,98 0,98 -0,87 0,52
VF 0,90 0,87 0,53 0,92 0,88 0,13 0,42 0,31 0,07 0,00 0,04 0,89 0,92 0,91 0,92 0,87 0,93 N oo | ioo: 10,08 0,14
0,44 0,97 -0,78 0,40
Lsc 0,94 0,96 0,35 0,95 0,90 0,14 0,42 0,29 -0,00 0,02 0,03 0,99 0,98 0,93 0,71 0,59 0,97 0,89 f0100| 001 012 10,16
AlCa 0,94 0,90 0,53 0,95 0,89 0,10 0,38 0,30 0,11 0,01 0,03 0,92 0,96 0,96 0,69 0,61 0,92 0,87 0,92 QEF -0,80 -062
+0,10 40,11 10,12
0,17 0,75

ExCa 0,35 0,28 -0,36 0,37 0,36 -0,08 0,21 0,12 0,00 0,02 0,08 | -026 | -034 0,38 0,33 0,28 -0,43 04 0,25 0,26
0,05 40,09
ExP 0,37 0,20 -0,68 0,38 0,36 0,03 0,12 0,17 -0,23 0,05 0,10 -0,2 -0,35 0,51 0,3 0,33 -0,34 0,37 0,18 0,47 0,45 “ww

0,

72



Estimas de Parametros Genéticos

3.3.3.3 Caracteres de Composicion de la Carne

Las correlaciones genéticas y fenotipicas entre caracteres de calidad, junto con la de longitud
como variable representativa del crecimiento segun Navarro et al. (2009a) y de las de rendimiento a la

edad de sacrificio (689 dpe), y sus heredabilidades se muestran en la Tabla 3.10.

Respecto a las heredabilidades, las estimas estuvieron comprendidas entre 0,01 (coldgeno) y
0,45 (FF). En cuanto a las correlaciones genéticas entre la longitud, el rendimiento filete y el % de grasa
visceral versus los caracteres de calidad de la carne se observan correlaciones medias-altas y positivas a
excepcion de las obtenidas con lipidos y fuerza maxima que fueron negativas. En general, las
correlaciones genéticas de rendimiento canal fueron medias y con errores altos. El FF presentd
correlaciones altas, positiva con lipidos y negativas con la humedad y fuerza maxima. El colageno
presentd correlaciones genéticas altas pero con errores tipicos también altos. Los lipidos presentaron
una correlacién alta y negativa con la humedad. Las correlaciones de la fuerza maxima fueron, en
general, altas y negativas, excepto con la humedad. En general las correlaciones fenotipicas fueron

medias a bajas.

Tabla 3.10 Heredabilidades (en la diagonal y en negrita, con * error tipico), correlaciones genéticas (en cursiva encima
de la diagonal, con + error tipico) y correlaciones fenotipicas (debajo de la diagonal) entre variables de longitud (Long),
rendimiento canal (% Canal), rendimiento filete (% Filete), porcentaje de grasa visceral (% GV), Fish Fatmeter (FF),
coldgeno, lipidos, humedad, proteina, fuerza maxima (F Max.), a edad de sacrificio (689 dpe), a partir de los datos de los
peces engordados en Canarias.

Long % Canal % Filete % GV FF Coldgeno | Lipidos | Humedad | Proteina F Max.
Lon 0,40 -0,39 0,79 0,52 0,65 0,84 0,24 -0,64 0,75 -0,52
& +0,09 10,28 10,12 10,14 10,12 40,56 10,23 10,17 10,17 40,19
0,06 -0,53 -0,43 0,04 -0,25 -0,19 0,20 -0,15 0,23
% Canal 0,11
0,03 10,34 +0,22 10,29 10,77 10,28 +0,30 10,36 10,26
0,08 0,47 0,51 0,26 0,34 -0,90 0,99 -0,83
o [
7% Filete 0,38 0,26 0,03 0,20 0,20 0,70 0,28 0,09 0,01 0,22
0,29 0,30 -0,03 0,52 -0,49 0,02 -0,35
0, -
wGv 032 0,04 0,18 10,06 +0,09 +1,85 10,14 10,17 +0,23 +0,09
0,45 -0,04 0,99 -0,75 0,30 -0,70
FF 0,53 0,10 0,37 0,22 10,11 10,88 +0,05 +0,13 +0,30 +0,14
. 0,01 -0,54 0,80 0,96 -0,99
Colageno 0,01 0,10 0,10 0,04 0,00 0,01 0,80 0,50 0,29 £0,10
L 0,20 -0,99 -0,96 -0,82
Lipidos 0,05 0,00 0,14 0,12 0,33 -0,12 +0,08 0,02 0,27 +0,24
0,17 -0,70 0,92
Humedad -0,25 -0,12 -0,39 -0,23 -0,55 -0,45 -0,51 0,06 0,50 +0,24
. 0,06 -0,87
Proteina 0,23 0,11 0,26 0,12 0,54 0,75 -0,23 -0,50 0,04 0,21
. 0,17
F Max. -0,10 0,08 -0,12 -0,14 -0,47 0,04 -0,16 0,20 -0,05 +0.05
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3.3.4 Interaccion Genotipo - Ambiente

3.3.4.1 Interaccién Genotipo-Ambiente para Variables de Crecimiento y Deformidad

Los analisis de interaccion GxA para las variables de crecimiento y deformidad general
(prevalencia de cualquier tipo de deformidad) a punto de sacrificio se estimaron a partir de los datos de
los peces engordados en las cuatro comunidades autdnomas entre las cinco estaciones. De las 297
familias de hermanos carnales que formaron los 4255 descendientes, 70 estuvieron representadas en
las cinco estaciones, las cuales se utilizaron para los analisis de la interaccion GxA. Como se puede
observar en la Tabla 3.11 las correlaciones genéticas entre cada caracter medido en todas las
estaciones, fueron altas y positivas y variaron entre 0,63 y 0,94 para los caracteres de longitud y entre
0,60 y 0,99 para los de deformidad sugiriendo la inexistencia de interaccion GxA entre todas las
estaciones de engorde. En la Figura 3.4 se representa el peso medio de estas 70 familias en cada una de

las estaciones.

Tabla 3.11 Interaccion genotipo-ambiente para caracteres de crecimiento y deformidades a talla de sacrificio entre
las cuatro comunidades.

LONGITUD DEFORMIDADES
CANEXMAR  PIMSA CULTIMAR  ATUNEROS CANEXMAR PIMSA CULTIMAR  ATUNEROS
ICCM 0,74+0,08 0,69+0,07 0,65+0,07 0,85+0,04 0,96+0,11 0,98+0,21 0,96+0,09 0,60+0,33
CANEXMAR 0,63+0,08 0,86%+0,05 0,9410,02 0,99+0,10 0,87+0,19 0,89+0,27
PIMSA 0,69+0,07 0,80+0,06 0,96+0,16 0,65+0,48
CULTIMAR 0,9310,03 0,88+0,26

1000 A

900 -

800 -

700 -

600 -

500 -

400 -

300

200 -

100 -

ICCM CANEXMAR PIMSA CULTIMAR ATUNEROS

Figura 3.4 Peso medio de las familias representadas en las cinco estaciones estudiadas.
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3.3.4.2 Interaccion Genotipo-Ambiente para Caracteres de la Canal y de Composicion de la

Carne

Los andlisis de interaccion GxA para las variables de canal, morfoldgicas y de calidad a la edad de
sacrificio se estimaron entre las estaciones del ICCM y Canexmar. De las 191 familias de hermanos
carnales que formaron los 1630 descendientes engordados en Canarias, 85 estuvieron representadas en
ambas estaciones, las cuales se utilizaron para los andlisis de la interaccién GxA. La Tabla 3.12 muestra
las correlaciones genéticas entre cada caracter medido en ambas estaciones, sin considerar las variables
con heredabilidades no distintas de cero (rendimiento filete y coldgeno) ya que las correlaciones
genéticas para andlisis de interaccion GxA para variables con estos valores, son poco informativas
(Navarro et al., 2009b). Como se puede observar, las correlaciones fueron, en general, altas y positivas y

variaron entre 0,35 y 0,80.

Tabla 3.12 Interaccidn genotipo-ambiente para cada caracter, en
dorada a talla sacrificio (689 dpe) a través de correlaciones
genéticas entre las dos estaciones (+ error tipico).

Caracter Correlaciones genéticas
Peso canal 0,52+0,12
Peso filete 0,42 +0,18
Rendimiento canal 0,49 £ 0,25
Grasa Visceral 0,61+0,16
Porcentaje Grasa Visceral 0,35+0,16
Lipidos 0,74 +£0,16
Humedad 0,80 +0,15
Proteina 0,67 £0,36
Fuerza Maxima 0,64 + 0,08
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3.4. DISCUSION

3.4.1 Genotipado y Asignacion de Paternidad

Contar con las herramientas actuales de la biologia molecular, en especial de marcadores
microsatélites, constituye un gran avance para la determinacidn correcta de las relaciones de
parentesco, lo cual que a su vez es esencial para la estimacién de los parametros genéticos y valores
mejorantes, en los programas de mejora genética. Esto se hace esencial en peces cuyo sistema de
produccién industrial es mediante puesta masal, como es el caso de esparidos como la dorada (Navarro
et al., 2008, 2009a). En este estudio se alcanzé un 100% de asignacion con el uso de una nueva reaccién
multiplex especifica (SMsal) que ha sido propuesta por Lee-Montero et al. (en prensa) como un panel
de referencia de microsatélites para dorada, a pesar de la existencia de alelos nulos, coincidiendo con
Navarro et al. (2009a) quienes utilizaron una PCR multiplex interespecifica. La relevancia de utilizar esta
nueva Super-Mdultiplex, radica en que sus marcadores, ademds de ser altamente polimodrficos y
especificos, han sido evaluados y valorados positivamente para la facilidad de lectura, lo que asegura
que los resultados sean fiables y reproducibles entre laboratorios. Ademas los tamafios de los
amplicones, fueron en su mayoria mas cortos y homogéneos que los utilizadas en otras multiplex de
dorada (Launey et al., 2003; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Borrell et al., 2011; Vogiatzi et al.,
2011), lo que maximizé la eficiencia de la amplificacién conjunta. Esto sumado al hecho de presentar un
espacio adecuado entre los marcadores del mismo color que evité que se solaparan (Bonin et al., 2004)
y a la posicidn de los marcadores en distintos grupos de ligamiento del mapa genético (Lee-Montero et
al., en prensa), han asegurado la eficacia de la SMsal en la asignacion de parentesco, que junto al bajo
costo de las reacciones multiplex (Navarro et al., 2008), la hace ideal para ser utilizada en programas de
mejora.

La contribucién es un hecho de gran relevancia en genética, pero particularmente importante en
dorada, cuando se quiere imbricar la mejora genética en su sistema productivo a nivel de criadero. Si
bien la alta tasa de fecundidad de dorada permite establecer lotes de produccion para su engorde a
partir de sélo una pareja de reproductores bajo puestas masales, lo que es un inconveniente importante
desde el punto de vista de la mejora, ya que podria darse la circunstancia de que animales de alto valor
genético no contribuyan bajo dichas circunstancias de produccién, lo que impide maximizar la respuesta
a la seleccidon. En este sentido, es de gran relevancia practica para las empresas, maximizar la
contribucidon de los reproductores del nicleo bajo puestas masales industriales.

En el presente estudio, teniendo en cuenta todas las muestras analizadas, la mayor contribucidn
se obtuvo en el lote del ICCM (85%), que es de hecho el lote mas similar utilizado por las empresas

(Brown et al., 2005a; Navarro et al., 2009a, 2009b). El mayor nimero de familias se obtuvo en el lote de
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CSUR (193), lo que era de esperar teniendo en cuenta que fue el lote mas numeroso. El nimero total de
familias de hermanos completos fue de 297, con un ndmero medio familiar de 17,7, superando el
numero de familias obtenidas (89) en la matriz de parentesco para la estimacién de parametros
genéticos de Navarro et al. (2009a, 2009b), los cuales analizaron descendientes de un solo lote de
reproductores y procedian todos de un solo dia de puesta. Teniendo en cuenta solo los peces criados en
Canarias, el nimero de familias de hermanos completos fue también muy alto (192) y sélo se
encontraron 24 familias de medios hermanos menos que las obtenidas a partir de todos los datos. Por
todo esto, la contribucidn media de este estudio, fue muy alta, asi como el nimero de familias de
hermanos completos y medios hermanos, apoyando la solidez de todos los parametros genéticos
estimados. Estos resultados ponen de manifiesto que la estructura que habitualmente utilizan las
empresas de cria de dorada es compatible con la obtencidn de una importante contribucion familiar asi
como de una gran conexion entre los individuos debido a la gran cantidad de apareamientos cruzados
que se da en los lotes, lo que a su vez da mayor robustes a la estima de parametros genéticos. De ahi
gue quizas la maximizacién de la contribucién de los lotes de reproductores bajo puesta masal se
circunscriba a una optimizacién del manejo de los mismos a través de estrategias que en parte ya son
llevadas a cabo, como son obtener siembras en los periodos de maxima contribucién (entre el dia 60 y
dia 90 de la puesta), sembrar puestas de varios dias consecutivos e incrementar la tasa de renovacién o
evitar diferencias de edad media entre reproductores a efectos de evitar la jerarquizacién de los lotes,
evitando asi asimetrias en la contribucion familiar y la falta de representacién familiar homogénea entre

los reproductores bajo evaluacion genética.

3.4.2 Resultados Fenotipicos

3.4.2.1 Crecimiento y Deformidad

El crecimiento representa el resultado neto de una serie de procesos fisioldgicos y etoldgicos
gue comienzan con la ingesta del alimento y terminan en la deposicién de la sustancia animal (Brett,
1979). Depende de factores relacionados con la alimentacién, como la cantidad, disponibilidad,
composicion y digestibilidad del alimento, y de factores abidticos que muestran las condiciones en las
que se cultiva el pez (temperatura, oxigeno, iluminacién y salinidad). En este sentido, los valores
fenotipicos de crecimiento de este estudio en las distintas edades (179, 389 y 539 dpe) coinciden de
media con los descritos por Navarro et al. (2009a) para dorada engordadas también en Canarias. Sin
embargo, al contrario que estos autores, los menores valores se registraron en los peces engordados en
mar abierto, posiblemente porque estos peces se mantuvieron en una jaula exclusiva y mas pequea,
que fue afectada por fouling en la red de la jaula lo que pudo haber afectado la circulacién del agua
dentro de ella, y con ello haber disminuido al disponibilidad de oxigeno, lo cual afecta a la tasa de
alimentacién y finalmente al crecimiento. También pudo haber influido el sistema de alimentacion, ya
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gue en el ICCM fue a libre demanda, mientras que en la empresa fue de una toma al dia, lo que coincide
con lo descrito por Ginés et al. (2004a) y Navarro et al. (2009a) quienes comprobaron que la dorada
mejora el crecimiento a través de la libre disponibilidad del alimento mediante comederos de
autodemanda durante el engorde, ya que hace coincidir los picos de actividad circadiano con la

disposibilidad del alimento (Jorgensen y Jobling, 1992).

Los cambios de crecimiento estdn fuertemente correlacionados con las fluctuaciones de
temperatura (Ginés et al., 2004a), por lo que la temperatura es uno de los principales impulsores de la
tasa de crecimiento en peces (Karahan et al., 2012). En el presente estudio, a la edad de sacrificio, los
valores medios de crecimiento en Canarias superaron los obtenidos en el resto de las comunidades
auténomas, como era de esperar, por encontrarse en una zona subtropical donde la temperatura oscila
entre los 18 a 23°C. Igualmente, los peces engordados en Andalucia crecieron mas que los de Murcia o

Cataluiia.

La aparicidn de las anomalias morfoldgicas, en particular las anomalias esqueléticas que afectan
al complejo opercular, neurocraneo o columna vertebral, tienen un significado econédmico negativo en la
produccién de muchos juveniles de peces marinos (lzquierdo et al., 2010). Las consecuencias
econdmicas de las deformidades vertebrales son significativas en términos que reducen el peso a la
cosecha, y mas importante aun, reducen mucho el valor de venta por kilogramo de pez sacrificado
(Gjerde et al., 2005). Esta situacion es especialmente delicada en dorada dado que se comercializa como
pez entero, a diferencia de los peces que se comercializan fileteados como el salmén del Atlantico.
Aunque incluso en estos casos no se solventa del todo el problema, puesto que el fileteado de un pez
deforme no presenta las facilidades técnicas para ser procesado causando problemas al equipamiento

(Gjerde et al., 2005).

En este sentido, las tasas de prevalencia de deformidades de este estudio, en la poblacién de
doradas engordada en Canarias a lo largo de su crecimiento variaron segun las edades y el tipo de
deformidad. Durante la cria larvaria de dorada, Verhaegen et al. (2007) indicaron que la deformidad del
opérculo es la mas comun, pudiendo afectar al 80% de la produccion de alevines. Esto coincide con los
datos de este estudio, ya que a talla de alevin (179 dpe), la mayor prevalencia fue la de la deformidad de
opérculo. Sin embargo, a medida que pasé el tiempo, estos datos fueron disminuyendo
independientemente del sistema de engorde, coincidiendo con lo sugerido por De Wolf et al. (2004) de
gue existe una recuperacion de esta deformidad. De hecho, la prevalencia encontrada en este estudio a
la edad de 179 dpe fue menor que la obtenida por otros autores, a edades mds tempranas de dorada,
como Galeotti et al. (2000), que observaron una prevalencia del 31,9% a los 80 dpe o Verhaegen et al.
(2007) quienes obtuvieron un 28,5% en larvas de 69 dpe. Ademads, como los peces de este estudio

estaban marcados individualmente, por primera vez se ha podido llevar a cabo una cuantificacién
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individual sobre la tasa de recuperacién de la malformacion de opérculo entre los 179 y 689 dpe,
observandose que el 63,5% de los peces que presentaban esta deformidad a los 179 dpe, se
recuperaron a los 689 dpe. Esto confirma lo sugeridos por De Wolf et al. (2004) y posteriormente por
Verhaegen et al. (2007), de que el opérculo daifado se recupera a través de la regeneracidn parcial de
elementos deformados, contradiciendo lo propuesto por Georgakopoulou et al. (2010) quienes indican
que la prevalencia de la deformidad de opérculo disminuye por mortalidad selectiva de los individuos
deformes. Esto es un dato interesante para la industria, ya que las cribas de alevines debido a esta
deformidad, que hacen actualmente las empresas (Afonso y Roo, 2009), estan descartando individuos
potencialmente sanos, lo que ha aumentado innecesariamente el coste asociado de alevines sanos
vendidos. Otro dato relevante de este seguimiento es la edad a la que esta deformidad es detectada. En
este estudio se observaron peces con deformidad de opérculo a la edad de 269 dpe que no habian sido
detectados a la edad de 179 dpe, posiblemente por ser dificil de observar en animales pequefios, ya que
se valord externamente de manera visual tal comoes llevado a cabo en la industria de dorada, o porque
la deformidad se desarrollé mas tarde, pero, en cualquier caso, no ocurrié en edades posteriores. Por
tanto, segln este estudio, los peces normales a los 269 dpe para la deformidad de opérculo no lo
desarrollaran nunca y por el contrario, un alto porcentaje de los que presenten a esta edad la

deformidad, se recuperaran perfectamente a los 689 dpe (en este estudio un 55%).

En el caso de las deformidades de columna y cabeza, sus prevalencias aumentan a lo largo del
desarrollo, contrariamente a lo observado en la de opérculo. Esto podria deberse a que las
deformaciones no son facilmente reconocibles en el examen macroscdpico de peces pequefios y a que
estas deformidades, una vez que aparecen van acentudndose a medida que pasa el tiempo y el animal
crece, como se ha visto en este estudio en el seguimiento individualizado de los peces e igual que
observaron Bardon et al. (2009), en lubina, durante varias edades. No obstante, la prevalencia de
deformidad de cabeza siempre fue menor que las de columna, mostrando, en general, porcentajes muy
bajos, a diferencia de lo observado en otros estudios de espdaridos como el bocinegro, donde la

prevalencia fue mayor (Roo et al., 2010b).

Con respecto a las diferencias entre instalaciones durante el crecimiento, en este estudio, se
observa en la deformidad de columna una prevalencia significativa y estadisticamente mayor en los
peces criados en ICCM con respecto a los criados en CANEXMAR, desde el dia 389, posiblemente debido
a los diferentes sistemas de engorde (tanques y jaulas), tal y como se ha visto cuando se han
comparado diferentes sistemas de cultivo, aunque sea a edades mds tempranas del desarrollo,
obteniendo mayor prevalencia en ejemplares cultivados mediante técnicas intensivas (Divanach vy
Kentouri 1983; Chatain, 1994; Andrades et al., 1996; Divanach et al., 1996, 1997; Boglione et al., 2001,
Koumoundouros et al., 2001; Sfakianakis et al., 2004; Giménez y Estévez, 2005; Roo et al., 2005;

Georgakopoulou et al., 2010; lzquierdo et al., 2010). Sin embargo, el sistema de engorde no parece
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influir en los otros dos tipos de deformidad, ya que no se observan diferencias significativas entre ambas

estaciones en practicamente todos los puntos de muestreo.

Por otro lado, a la edad de sacrificio, las tasas de prevalencia de deformidades de este estudio
variaron también segun el tipo de deformidad y las estaciones. La mayor media de prevalencia, se
observoé en las deformidades de columna. Coincidiendo con los datos de Oliva (2008), que valoraron un
lote industrial de doradas de 430 g y observaron un 9,80% de peces deformes de columna frente a un
0,8 % deformes de cabeza y opérculo. Con respecto a las diferencias entre instalaciones, en este
estudio, a edad de sacrificio se observd que las prevalencias de deformidad de opérculo casi no
mostraron diferencias entre instalaciones, las de la cabeza fueron un poco mas diferentes y las de la
columna las mas diferentes, confirmando que estas ultimas parecen las mds influenciadas por las
condiciones ambientales (Karahan et al., 2012). La prevalencia de deformidades totales (% de individuos
con cualquier tipo de deformidad) a la edad de sacrificio llegd a 23,6% lo que coincide con
Georgakopoulou et al. (2010) quienes indicaron, también en dorada, que las deformaciones afectan
entre el 7y el 20% como promedio a los juveniles producidos, aunque ocasionalmente esta prevalencia
puede presentar valores mas elevados de entre el 58 y el 83%, como por ejemplo, los descritos para

lubina en Dupont-Nivet et al. (2008).

3.4.2.2 Caracteres de la Canal, Morfoldgicos con Andlisis de Imdgenes y de Composicion de la
Carne

Las variables de rendimiento son variables muy importantes desde el punto de vista econédmico
y altamente apreciadas en la industria acuicola, tanto en las compafias que desarrollan el
procesamiento de sus productos (Neira et al., 2004) como a nivel de los consumidores, porque ellas
representan la proporcién de la parte comestible de los peces a la que se tendra acceso con su compra.
En este sentido, los valores de rendimiento de canal obtenidos en este estudio fueron altos y estan en
concordancia con los obtenidos por otros autores en doradas engordadas en la misma zona geografica.
Navarro et al. (2009a) obtuvieron valores medios del 91,7%, Ginés (1997) del 92,4% y Oliva (2008) del
90,9%. El musculo esquelético es el sistema orgdnico mas grande del pescado, coincidiendo con la parte
comestible del mismo (Grigorakis, 2007). Expresado como rendimiento filete, en doradas de talla
comercial representa del 34,3% al 48% del peso corporal total (Grigorakis, 2007), al igual que en otras
especies como lubina (Saillant et al., 2009), tilapia del Nilo (Nguyen et al., 2010a), carpa comun (Cibert
et al., 1999) y panga (Pangasianodon hypophthalmus) (Sang et al., 2009). En este sentido, estos datos
coinciden con los obtenidos en este estudio, asi como con otros autores Navarro et al. (2009a) también

en dorada.
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En cuanto a la grasa visceral, ésta afecta negativamente a la impresion del consumidor sobre el
pez, jugando un papel notable en su apreciacién (Grigorakis, 2007), ademas de su efecto de disminuir el
rendimiento de la canal (Navarro et al., 2009a). Los valores del porcentaje de grasa visceral descritos
para dorada de acuicultura estan entre el 0,8 y el 2,5% (Santinha et al., 1999; Grigorakis et al., 2002;
Grigorakis, 2007), lo que coincide con los datos del presente estudio. Ademas, Navarro et al. (2009a)
describen una diferencia de porcentaje en doradas engordadas en dos instalaciones diferentes,
obteniendo el mayor porcentaje en doradas de mayor peso, lo que concuerda también con lo observado

en este estudio.

La calidad de la carne esta dada por diferentes caracteristicas como son su frescura, aspecto,
olor, sabor, textura, firmeza, jugosidad, e incluso su procesamiento e higiene (Nguyen et al., 2010b).
Para determinar estas caracteristicas se estudian variables de composicion de la carne como el
contenido de coldgeno, proteina, lipidos y humedad en el musculo (Gjedrem, 1997). El contenido
proteico, ademas de encontrarse involucrado en la calidad de la carne, es uno de los objetivos finales de
la produccion, ya que se desea optimizar el proceso de conversion del alimento en proteina muscular,
en lugar de en un exceso de lipidos y desechos del procesamiento (Kause et al., 2011). De las proteinas,
el 3-10% es colageno, que forma el principal tejido conectivo entre las células y que por lo tanto esta
relacionado con la textura de la carne (Sato et al., 1986). El sabor y la jugosidad estan alta y
positivamente correlacionados con el contenido de grasa en el musculo y mantiene una relacién inversa
con la humedad (Grigorakis, 2007). Tradicionalmente, la composicidon de la carne, se ha analizado
mediante métodos bioquimicos. Sin embargo, estos métodos son, en general, largos, costosos, invasivos
e involucran el uso de agentes quimicos peligrosos para la salud y el medio ambiente. Recientemente se
ha introducido y normalizado el método NIR con los métodos quimicos en dorada (Proyecto:
Caracterizacion de la Calidad del Pescado de Crianza, financiado por la JACUMAR, convocatoria 2008), ya
gue es un método no invasivo, econdmico, simple, rdpido y seguro para la salud y el medio ambiente
(Weeranantanaphan et al., 2011). Por todo esto estd cada vez mas integrado en la industria de la
seguridad y calidad alimentaria (Berzaghi y Riovanto, 2009). En algunas especies de peces, el método
NIR ya ha sido satisfactoriamente evaluado para predecir la composicion de la carne (Trocino et al.,
2012), pero aun no existen datos publicados en dorada. En este sentido, los valores de este estudio para
el porcentaje lipidos y humedad concuerdan con los descritos para dorada de acuicultura (3 y 11 % de
grasa y 68,2-75,2% de humedad en Grigorakis, 2007), y con los obtenidos concretamente en doradas
engordadas también en canarias por Ginés et al. (2004b) bajo régimen de fotoperiodo artificial (5,4% de
lipidos y 71% de humedad) y por Navarro et al. (2009b) en condiciones industriales (9% de lipidos y 70%
de humedad). Con respecto a los valores de porcentaje de proteinas, los valores de este estudio se
encuentran en torno a los descritos para dorada de acuicultura a talla comercial (18-23% en Grigorakis,

2007), pero ligeramente superiores a los obtenidos en doradas engordadas también en Canarias de 17,7
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% por Robaina et al. (1997) y de 21,6% por Ginés et al. (2004b). Al igual que en contenido de proteinas,
los datos de este estudio del porcentaje de colageno fueron mayores que los descritos para dorada
(Sudrez et al., 2005; Navarro et al., 2009b; Matos et al., 2010). Corroborando esto, diez muestras de este
estudio, se analizaron también para lipidos, humedad y proteinas, mediante métodos quimicos (AOAC,
1990) y dieron valores ligeramente diferentes, aunque significativa y altamente correlacionados para los
lipidos y humedad, y no significativos para la proteina (datos no mostrados). Esto estd en consonancia
con las correlaciones altas y significativas encontradas entre ambos métodos en otras especies de peces
para la grasa y humedad (Folkestad et al., 2008; McPherson et al., 2011; Trocino et al., 2012) y una

correlacién mas baja para el contenido de proteinas en lubina (Trocino et al., 2012).

El Fish Fatmeter (FF), es otro método indirecto, que usa la relacidn existente entre el contenido
de agua y el contenido de grasa para medir de forma no invasiva, rapida, comoda, facil y
econdmicamente asequible, el porcentaje de lipidos en el musculo del pez (Nielsen et al., 2005). Sin
embargo, no existen datos publicados mediante este aparato en dorada. Los valores obtenidos en este
estudio para el porcentaje de grasa muscular mediante el FF fueron mayores que con el método NIR,
pero se obtuvo una correlacién positiva y significativa entre ambos métodos. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en otras especies que han medido ambos métodos obteniendo valores
diferentes pero positiva y significativamente correlacionados (Nielsen et al., 2005; Saillant et al., 2009;

McPherson et al., 2011).

La textura es otra importante caracteristica de la calidad de la carne, la cual es apreciada por los
consumidores y las compafiias de alimentos (Neira et al., 2004) y estad directamente determinada por
caracteristicas estructurales del musculo (Johnston et al., 2000). Una variable de textura, es la dureza,
definida como la fuerza requerida para romper la muestra entre los dientes molares (Ginés et al.,
2004b). En este estudio se midid la dureza, del pez entero con un texturémetro a través del parametro
“fuerza maxima”, que es la fuerza maxima que el aparato debe ejercer para penetrar el émbolo una
distancia fija. Este pardametro es mas relevante medirlo directamente en el filete. Sin embargo, en un
muestreo de tantos individuos como el del presente estudio hubiera significado haberlo medido dias
después del sacrificio, y este parametro se ve afectado a medida que pasan los dias (Ginés et al., 2002) y
no hubiera sido representativo. Ademas, en un programa de mejora genética eficaz, se necesita valorar
muchos animales de una manera rapida (Saillant et al., 2009; Blonk et al., 2010). Por todo esto, buscar
métodos de medida de la textura alrededor de como se cotiza el precio del pez en el mercado (como pez
entero), es una estrategia adecuada y necesaria. Los datos de este pardmetro obtenidos en este estudio
fueron mayores que los descritos para dorada en pez entero (1,68 Kg) (Ginés et al., 2002), lo cual era de
esperar teniendo en cuenta que estos autores lo midieron con un émbolo de menor didametro y

penetraron menos distancia.
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La evaluacién de la calidad de los productos a través de imadgenes incluye su captura,
procesamiento y analisis, facilitando el logro de los objetivos de calidad propuestos, con la ventaja de
ser una técnica de evaluacidn no destructiva de los alimentos (Timmermans, 1998). La inspeccidn visual
automatizada en la industria alimentaria presenta importantes ventajas desde el punto de vista de su
relacidn coste-eficacia, consistencia, mayor velocidad y precisién (Brosnan y Sun, 2004). Su aplicacién en
productos del mar es muy importante ya que los rasgos de apariencia para la comercializacién de
muchas especies de peces pueden influir directamente en la disposicién del consumidor a pagar el
precio del pescado (Blonk et al., 2010). Grigorakis (2007) indica que el aspecto externo de una dorada
refleja en cierta medida su historia de vida. En ejemplares silvestres la biometria del cuerpo muestra
diferencias significativas con individuos cultivados en sistemas intensivos, estos Ultimos presentan
cuerpos mas compactos, es decir, mas cortos, mas anchos y mas altos (Grigorakis, 2007). El presente
estudio es el primero en dorada donde se miden caracteres morfolégicos mediante andlisis de imagen.
Para usar este tipo de sistemas, en estudios de gran escala, es primordial que se analicen las imagenes
de manera totalmente automatica y que tengan una alta correlacion con las medidas estandar de las
variables. En este sentido, la aplicacion de andlisis de imagen “IMAFISH_ML” desarrollada por Navarro et
al. (en preparacion), utilizada en este estudio, ha permitido a partir de sélo dos fotografias del pez,
analizar los archivos de manera totalmente automatica y proporcionar mas de 20 variables
morfométricas. Ademas la correlacidon encontrada entre la longitud furcal obtenida con la fotografia y la
longitud furcal medida directamente en el pez, fue alta, positiva y significativa, poniendo de relieve la

eficacia del sistema de analisis.

3.4.3 Heredabilidades y Correlaciones

3.4.3.1 Crecimiento y Deformidad

En dorada, los caracteres de crecimiento son los mas importantes desde el punto de vista
econdmico, al igual que sucede en otras especies de peces de aptitud carnica (Navarro et al., 2009a). El
peso y la longitud dependen de factores relacionados con la alimentacién y con las condiciones de cria,
no obstante, en general suelen presentar también una alta determinaciéon genética en todos los
animales (Cardellino y Rovira, 1987). En este sentido, en otras especies de peces se han estimado
heredabilidades medias y altas para estos caracteres. Por ejemplo, en el salmén del Atlantico, Rye y
Refstie, (1995) obtuvieron un valor de 0,35 para el peso; en tilapia del Nilo de 0,16 después de cinco
generaciones en multiples ambientes (Bentsen et al., 2012); en carpa comun, Nielsen et al. (2010)
obtuvieron heredabilidades de 0,50 para peso y 0,49 para la longitud, aunque estaban sobreestimadas
por las fuentes de parecido debidas al ambiente comun; en bacalao del Atlantico (Gadus morhua) se
obtuvieron valores de 0,28 para peso (Bangera et al., 2011); en la panga, especie de agua dulce de gran

produccién en Vietnam, Sang et al. (2012) obtuvieron heredabilidades desde 0,21 a 0,34 también para el
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peso. En lubina se obtuvieron heredabilidades de 0,54 para peso y 0,65 para longitud estandar
(Volckaert et al., 2012), aunque con altos errores tipicos, lo que se puede deber a que los peces
procedian de una familia desbalanceada de sélo 10 machos y 2 hembras. En dorada, Navarro et al.
(2009a) estimaron heredabilidades para caracteres de crecimiento, a los 130, 165, 330 y 509 dpe,
obteniendo valores medios de 0,31 para el peso, de 0,32 para la longitud y de 0,08 para la compacidad a
partir de descendientes provenientes de un solo lote de reproductores. Las estimas de este estudio
fueron en general mayores que las estimadas por estos autores, llegando a valores de 0,43, 0,40 y 0,20
al sacrificio para el peso, longitud y compacidad, respectivamente. Estos resultados eran de esperar, ya
qgue se estimaron a partir de descendientes de tres lotes de reproductores no sometidos a presion de
seleccidn previa. Las correlaciones genéticas del presente estudio entre el peso y la longitud en cada
edad, fueron altas y positivas (0,94 a 0,99), coincidiendo con las estimadas por Navarro et al. (2009a) y
confirmando la propuesta de estos autores de que el peso o la longitud son criterios igualmente validos
para incluirlos en la seleccién y que a través de la longitud podria ser mas adecuado por su mayor
repetibilidad y mayor facilidad de trabajo en condiciones de campo. Por otro lado, las correlaciones
genéticas del peso y longitud con el factor de condicién fueron en general medias-altas y positivas, pero
siempre mayores las del peso que las de la longitud, coincidiendo con las descritas por Navarro et al.

(2009a).

Las deformidades, que condicionan la calidad del pez, es otro aspecto de suma importancia
econdmica en la produccién de dorada (Georgakopoulou et al., 2010) y parecen ser consecuencia de
muchas factores que influyen e interactian (Boglione y Costa, 2011). Galloway et al. (1999) indicaron
como una probable causa la temperatura en el proceso de cultivo, al observar cambios en el crecimiento
del halibut (Hippoglossus hippoglossus); Kihara et al. (2002) obtuvieron una relacién creciente de la
corriente de agua con la lordosis en las larvas de doradas japonesas; Fernandez et al. (2008)
determinaron en dorada el efecto de los componentes de la dieta en la alimentacién, como la vitamina
A, en la mineralizaciéon de los huesos. El tipo de sistema de cultivo ha sido también ampliamente
descrito como factor modulador de la aparicién de deformidades esqueléticas, fundamentalmente
relacionado con los sistemas intensivos de las técnicas de cria (Divanach y Kentouri, 1983; Chatain,
1994; Andrades et al., 1996; Divanach et al., 1996, 1997; Boglione et al., 2001; Koumoundouros et al.,
2001; Sfakianakis et al., 2004; Giménez y Estévez, 2005; Roo et al., 2005; Georgakopoulou et al., 2010;
Izquierdo et al., 2010). Sin embargo, cada vez son mas los estudios que sugieren que las deformidades
en peces, o al menos, algunos tipos de ellas, estdn determinadas por un importante componente
genético aditivo. Concretamente, en dorada, Afonso et al. (2000) describieron una asociacion familiar
estadisticamente significativa para una triple deformidad de columna en sentido antero-posterior.
Astorga et al. (2004) estudiaron 38 tipos de deformidades morfoldgicas sobre un lote de 11038

descendientes no cribados provenientes de un lote de reproductores con control individual del
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apareamiento, estimando una heredabilidad del 85% para el caracter presencia-ausencia de cualquier
tipo de deformidad. Thorland et al. (2006) estimaron una heredabilidad del 5% para la presencia-
ausencia de deformidades de cabeza y 12% para la de deformidades espinales. Y en un estudio de
segregacion Rodriguez et al. (2011), revelaron a través de analisis fenotipico, un alto y significativo
porcentaje de deformidad en descendientes cuando uno de sus padres era deforme, sugiriendo la
posibilidad de determinacidon genética en la incidencia de deformidades para lordosis y fusiéon de
vértebras. Las heredabilidades de este estudio para la presencia/ausencia de los tres tipos de
deformidades fueron bajas y medias (0,07 y 0,26) en las distintas edades, confirmando que en la
presencia/ausencia de todo tipo de deformidades, parte de su variacion fenotipica tiene una base
genética, coincidiendo con Astorga et al. (2004).

Con respecto a los tipos de deformidades, las heredabilidades estuvieron entre 0,00 y 0,60. La
deformidad de columna fue la que presentd mayores heredabilidades, obteniéndose valore entre 0,16 y
0,60. Si bien, el valor de 0,60 se obtuvo a la edad de 179 dias y podria ser una estima no muy precisa,
teniendo en cuenta que es un caracter umbral y su prevalencia fue muy baja (Falconer y Mackay, 1996),
de hecho fue la estima que presentd el error tipico mayor. Todo esto confirma que las deformidades de
columna (lordosis, cifosis, escoliosis y fusion de vértebras) en dorada presentan una importante
variacion genética aditiva, coincidiendo con los estudios de Afonso et al. (2000), Thorland et al. (2006) y
Rodriguez et al. (2011), tal y como también se ha descrito para otras especies. Asi, en salmén del
Atlantico se obtuvieron heredabilidades de hasta 0,36 (McKay y Gjerde 1986; Gjerde et al., 2005), en
bacalao del Atlantico Kolstad et al. (2006) estimaron heredabilidades de 0,27 y en lubina se obtuvieron
valores de 0,25 (Bardon et al., 2009) y 0,21 (Karahan et al., 2012), ambos mediante la transformacion de
Dempster y Lerner (1950). No obstante Castro et al. (2008) estimaron heredabilidades no significativas
para deformaciones de lordosis (0,02+0,019) en dorada. Esto puede ser explicado porque estos autores
realizaron cribas de deformes, tal y como lo hace la industria, sesgando los resultados, a diferencia de
los obtenidos en este estudio, donde los peces no se cribaron en ningin momento, aportando robustez
a los resultados de prevalencia y estimas genéticas de los caracteres de deformidad.

En cuanto a las heredabilidades de la deformidad del opérculo, se obtuvieron heredabilidades
bajas, siendo el menor valor el estimado a la edad de 179 dpe, al contrario de lo descrito por Kause et al.
(2007) quienes indican que la baja prevalencia esta relacionada con estimas de heredabilidades bajas,
puesto que fue a esta edad donde la prevalencia de la deformidad de opérculo fue mayor. Estos datos
ponen de relieve que a talla pequefia no se aprecia determinacidon genética para esta deformidad,
coincidiendo con los resultados de segregaciéon de Rodriguez et al. (2011) quienes observaron esta
deformidad entre los 6 y 28 g y los resultados de Castro et al. (2008) que obtuvieron una heredabilidad
no distinta de cero en alevines de dorada también para esta deformidad, si bien estos autores la
midieron a la talla de racidn y utilizando los procedimiento habituales de la industria. De hecho, a nivel
fenotipico, existen estudios en alevines que asocian la prevalencia de esta deformidad con las
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condiciones de cultivo (Gapasin y Duray, 2001; Roo et al., 2005). Sin embargo, si se aprecia
determinacién genética a otras edades obteniéndose heredabilidades de 0,11 a los 539 dpe. Tal y como
se ha demostrado en el presente estudio, la prevalencia de opérculo sobre los mismos peces es mayor a
talla pequefia que a talla de sacrifico, debido a la recuperacion del opérculo, lo que explica que la estima

de la determinacién genética para esta deformidad es mas precisa a tallas mayores.

Con respecto a las heredabilidades de las deformidades de cabeza, en este estudio no se
encontraron valores distintos de cero, tal y como se ha visto en otras especies como carpa comun
(Kocour et al., 2006). Esto puede ser debido por la falta de variacién genética aditiva o por la dificultad
de reconocer esta deformidad de una manera objetiva.

En definitiva, los resultados de heredabilidades para la presencia/ausencia por tipos de
deformidades en este estudio, caracter de gran importancia para la industria de dorada, confirman que
la deformidad de columna y de opérculo presentan una componente de variacidon genética aditiva que
puede ser explotada en un programa de mejora genética, coincidiendo con los resultados de Astorga et
al. (2004) y Thorland et al. (2006).

Acerca de las correlaciones de la presencia/ausencia de deformidad entre edades, en este
estudio las correlaciones genéticas fueron altas y positivas (0,83 a 0,99), coincidiendo con los resultados
de Bardon et al. (2009) en lubina quienes obtuvieron entre cuatro edades (35, 100, 400 y 800g)
correlaciones genéticas altas y positivas (0,92 a 0,99) para deformidades de columna. Estos datos
sugieren que se podria realizar la seleccidn para esta deformidad a edades intermedias, que junto con la
alta heredabilidad para la deformidad de columna, podria ser la edad de 389 dpe la indicada para este
tipo de deformidad. Respecto a las correlaciones fenotipicas, éstas fueron medias-altas y positivas (0,38
a 0,86) en este estudio. Esto era de esperar ya que si un pez es deforme a edades tempranas lo sigue
siendo durante toda su vida, excepto para la deformidad del opérculo donde a edades tempranas es
donde se produce mayor tasa de recuperacién, por eso entre edades pequefias y edades distantes se
obtuvieron los menores valores. Ademas, a edades pequefias estad la desventaja de la dificultad de
observar y detectar correctamente las deformidades (Gjerde et al., 2005), sin embargo a edades
mayores se obtuvieron las mayores correlaciones demostrando que el personal clasificador utilizado en
este estudio estaba bien entrenado no siendo un elemento distorsionador a la hora de las estimas. No
obstante, no se puede negar la existencia de peces con deformidades de columnas que aparentemente
son normales, pero internamente son deformes, llamados peces falsos negativos (Gjerde et al., 2005).
Este hecho sumado con la importancia de tener una alta precisién de las estimas para este cardacter, en
especial si se desea realizar a edades intermedias, para lograr una eficiente seleccion individual, no
deberia depender exclusivamente de la calidad de los clasificadores y tampoco de la observacion directa
de la espina durante el fileteo, y seria recomendable el uso de metodologias no invasivas como los rayos

X, tal y como también recomiendan Bardon et al. (2009) en lubina.
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En cuanto a las correlaciones genéticas obtenidas en este estudio entre los caracteres de
crecimiento con la deformidad, éstas fueron, en general, medias y positivas. Esto contrasta con
correlaciones bajas y negativas estimadas para deformidades vertebrales en otras especies como el
salmon del Atlantico (Gjerde et al., 2005) y la trucha arcoiris (Kause et al., 2005). Kause et al. (2005)
explicaron que es probable que una vez que un pez se deforma, su ganancia de peso se reduce porque
la deformidad produce un acortamiento del cuerpo y con ello disminuye su capacidad de natacion y
acceso al alimento (McKay y Gjerde, 1986). Sin embargo, las correlaciones positivas de este estudio
estuvieron en consonancia con las obtenidas en lubina entre deformidades de columna con peso y
longitud a distintas edades por Bardon et al. (2009) (0-0,40) y por Karahan et al. (2012) (0,07-0,13). Asi
como con las obtenida en bacalao del Atlantico por Kolstad et al. (2006) entre peso y deformidades de
columna (0,50). Todo esto pone de relieve que un crecimiento rapido debe ser reconocido como un
factor de riesgo para la incidencia de deformidades en peces y en concreto en dorada. Por lo que seria
de suma importancia incluir este caracter en los indices de seleccidén, si seleccionamos para el
crecimiento mediante la longitud como propusieron Navarro et al. (2009a), si no se quiere obtener un
aumento en la prevalencia de deformidades tan perjudiciales para la industria. Tal y como se ha visto en
animales terrestres donde la seleccidon para el crecimiento ha venido acompanado en muchos casos con
desordenes del desarrollo (Whitehead et al., 2003; Gjerdrem et al., 2005; Kause et al., 2005). Mas aun,
teniendo en cuenta que, en general, la respuesta a la seleccién para la tasa de crecimiento de las
especies acuaticas es muy buena en comparacién con la de los animales de granja terrestres (Dunham,
2011) y que el objetivo de seleccidon de mayor importancia econdmica en la mayoria de los programas

de seleccidn genética en peces es el crecimiento (Gorshkov, 2006).

Con respecto a las heredabilidades de este estudio para las variables de crecimiento vy
presencia/ausencia de deformidades, estimadas a partir de los peces criados en las cuatro comunidades
auténomas, a la edad de sacrificio, los valores fueron algo mas bajos. Posiblemente, debido al aumento
en la variabilidad de la manera de medir, que aumentan la variabilidad ambiental y disminuyen las
estimas. Si bien, los errores tipicos bajaron debido al aumento en el nimero de individuos incluidos en
la matriz (Falconer y Mackay, 1996). Todo esto, coincide con las heredabilidades estimadas para los
mismos caracteres en lubina a partir de los peces criados en distintos lugares, cuyos valores fueron
mayores que los estimados a partir de todos los datos juntos (Dupont-Nivet et al., 2008; Karahan et al.,

2012).

3.4.3.2 Caracteres de la Canal, Morfoldégicos con Andlisis de Imdgenes y de Composicion de la
Carne

Las variables de rendimiento son variables muy importantes desde el punto de vista econdmico

y cada vez mas apreciadas en la industria acuicola. En algunos paises, la comercializacion de filetes en
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lugar de pescado entero ha llegado a ser comun en mercados internos y externos (Ponzoni et al., 2011),

de aqui la importancia de estudiar los parametros de rendimiento en los programas de mejora genética.

En este estudio, el peso de canal y el peso de filete presentaron heredabilidades medias de 0,45
y 0,41 respectivamente, superiores a las estimadas también en dorada por Navarro et al. (2009a). Sin
embargo, a diferencia de estos autores, quienes obtuvieron heredabilidades medias de 0,31 para el
rendimiento canal y de 0,12 para el rendimiento filete, éstas en este estudio practicamente no

presentaron heredabilidad.

Con respecto a las correlaciones de estos caracteres con los de crecimiento, las correlaciones
genéticas obtenidas en este estudio para el peso canal y peso filete fueron altas y positivas (0,74-0,99).
Estos altos valores son consistentes entre especies (Neira et al., 2004; Doupé y Lymbery, 2005; Rutten et
al., 2005; Kause et al., 2007; Kocour et al., 2007; Powell et al., 2008) y coinciden también con las
observadas por Navarro et al. (2009a) en dorada. Todo esto corrobora lo indicado por estos autores de
que el peso de la canal y del filete aumenta a medida que lo hacen el peso o la longitud de los peces,
tanto desde el punto de vista fenotipico como genético. De hecho, Nguyen et al. (2010a) obtuvieron en
tilapia del Nilo una respuesta correlacionada del 23%, con respecto a la poblacidn control, para el peso
filete en la sexta generacion, seleccionando a través del peso, longitud y otras medidas corporales, con
correlaciones similares a las de este estudio (0,78 a 0,96). En cuanto a las correlaciones del rendimiento
filete, estas fueron también altas y positivas (0,66-0,79), que contrastan con las negativas encontradas
por Navarro et al. (2009a) en dorada, pero coinciden con las descritas en otras especies como black
bream (Acanthopagrus butcheri) (Doupé y Lymbery, 2005), tilapia del Nilo (Rutten et al., 2005) o carpa
comun (Kocour et al., 2007). Esto pone de relieve que el rendimiento filete también se podria mejorar
de manera indirecta seleccionando a través del crecimiento, es decir a través de la longitud. Mas aun, la
magnitud de las correlacién del rendimiento filete frente a la longitud, y sus heredabilidades, predicen
una mayor respuesta correlacionada para dicho caracter que la respuesta directa. Esto es relevante
porque aunque actualmente la dorada se vende fundamentalmente como pez entero, estudios de
mercado sugieren que su comercializacion fileteada seria una opcion rentable y de mucha demanda
(Luna et al., 2006), mas aun teniendo en cuenta que en la sociedad actual el consumo de pescado
fileteado va en aumento. Por contraste, el rendimiento canal presentd, en general, correlaciones
genéticas bajas y negativas con los caracteres de crecimiento, con altos errores tipicos. Estas
correlaciones coinciden con los valores cercanos a cero obtenidos en dorada (Navarro et al., 2009a) y

trucha arcoiris (Kause et al., 2002, 2007).

El porcentaje de grasa visceral, mostré una importante componente genética aditiva (0,29),
inferior a la descrita en dorada (0,50) por Navarro et al. (2009b) pero en concordancia con la descrita
para otras especies (0,10-0,35) (Gjerde y Schaeffer, 1989; Rye y Gjerde, 1996; Kause et al., 2002; Neira
et al., 2004). Esta heredabilidad, junto con la correlacién media y positiva obtenida con el rendimiento
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canal, apoya la sugerencia de Navarro et al. (2009b) de que la inclusién de dicho caracter dentro de un
programa de seleccién, permitiria contrarrestar el efecto negativo que tiene para el consumidor la grasa
concentrada en la cavidad visceral (Grigorakis, 2007), a la vez que mejoraria el rendimiento canal.
Ademas, si no se incluyera, teniendo en cuenta las negativas correlaciones genéticas del rendimiento
canal, con la longitud y con el rendimiento filete, y las positivas correlaciones del porcentaje de grasa
visceral con estos mismos caracteres, a la larga se podria producir un detrimento en el porcentaje canal,

a costa de un incremento de la grasa visceral, al seleccionar a través del crecimiento.

El anadlisis de imagen para la obtencién de mediciones, ha sido ampliamente utilizado en
agricultura (Costa et al., 2010) y en produccién animal (Mursawa et al., 2008; Osawa et al., 2008; Ruis-
Vilarrasa et al., 2010). En un estudio a gran escala, como es un programa de mejora, es importante que
la segmentacion de la imagen sea automatica (Stien et al., 2006). Ademas, en general, esta metodologia
reduce la variacién entre las mediciones y aumenta la precisidon de las estimas de parametros genéticos
(Blonk et al., 2010). En peces, existen estudios que han utilizado el andlisis de imagenes para la estima
de parametros genéticos, aunque son escasos. Kause et al. (2008) estudiaron la deposicion de lipidos y
proteinas en trucha arcoiris alimentadas con distintas dietas, en un corte transversal del pez, a través de
una imagen realizada en un escaner, estimando heredabilidades para el color y porcentaje de lipidos en
distintas zonas del corte (0,36-0,70); en solea comun, Blonk et al. (2010) obtuvieron heredabilidades
desde 0,25 a 0,34, para distintas medidas del pez, mediante andlisis manual de una foto lateral del pez;
en lubina, Costa et al. (2010), estimaron heredabilidades de 0,43 a 0,55, para la morfologia del pez,
determinada por analisis de puntos de referencia anclados en el contorno del pez en fotos laterales.
Todos estos resultados revelan el gran potencial para la mejora genética, que tiene el andlisis de

imagen, especialmente por correlacidon que tienen los caracteres tipo con los caracteres productivos.

En el presente estudio se eligieron 11 de las 27 variables determinadas por analisis de imagen de
manera totalmente automatizada (Navarro et al., en preparacién), por la relacion que a priori podian
tener con los caracteres de interés comercial, para la estima de parametros genéticos. Sus
heredabilidades fueron medias y altas (0,17 y 0,51) y son las primeras estimas para estos caracteres en

dorada.

Con respecto a las variables dimensionales (area, longitud, ancho, alto y volumen), la magnitud
de sus heredabilidades fue, en general, similar a la obtenida para el peso y la longitud del pez. Estas
valores, estan en consonancia con otras estimas de medidas del pez, obtenidas de manera manual y
directa sobre el mismo, en otras especies, como tilapia del Nilo, en la cual, Rutten et al. (2005)
estudiaron caracteristicas del filete y lo relacionaron con medidas del cuerpo, obteniendo
heredabilidades para el ancho del pez y la longitud de la cabeza (0,25-0,27) similares al peso vy la
longitud (0,25-0,26) y Nguyen et al. (2010a) estimaron heredabilidades para el ancho y profundidad del
pez (0,20-0,32) también similares al peso y longitud (0,31). En concreto, las variables obtenidas en este
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estudio a partir de la foto lateral, tuvieron una heredabilidad mayor, que las dorsales, e incluso
superiores a las del peso y la longitud. Probablemente, porque las fotos dorsales tienen un pequefio
error debido a la profundidad de campo, que aumenta la varianza ambiental. Con respecto a sus
correlaciones fueron todas muy altas y positivas, coincidiendo también con los otros autores (Rutten et
al.,, 2005; Nguyen et al., 2010a), confirmando la hipdtesis de que hay muy poca o ninguna
independencia en la covariacién de las componentes genética aditivas entre medidas corporales

(Nguyen et al., 2007).

En animales terrestres donde la mejora estd bien establecida, se han encontrado caracteres
morfoldgicos o caracteres tipo correlacionados genéticamente con caracteres productivos (Simm, 1998;
Conafe, 2012), de modo que se pueden seleccionar estos uUltimos mediante criterios rdpidos, faciles de
medir y no invasivos. En los peces, los caracteres de rendimiento son de suma importancia, como ya se
ha mencionado, y para ser medidos es necesario sacrificar al animal, por lo que diversos estudios han
tratado de desarrollar ecuaciones de prediccidon de éstos basadas en mediciones de rasgos corporales
(Rutten et al., 2005; Sang et al., 2009; Nguyen et al., 2010a). Independientemente de los métodos vy el
numero de caracteres utilizados, la conclusién general de estos estudios fue que el peso filete se puede
predecir con precisidn a partir de los rasgos corporales, sin embargo, no consiguieron una prediccion del
rendimiento filete suficientemente precisa. Posiblemente debido a la variacidon que supone el fileteado
manual (Sang et al., 2009). En este sentido, las correlaciones genéticas de este estudio, de los caracteres
dimensionales medidos mediante las fotografias, mostraron correlaciones genéticas frente a los
caracteres de la carcasa, similares a las obtenidas por el peso y la longitud: cercanas a uno con el peso
filete y peso canal, bajas con el rendimiento canal (0,00-0,20), altas con el rendimiento filete (0,73-0,88)
y medias con el porcentaje de grasa visceral (0,40-0,44). Por lo que con estas variables, obtendriamos la
misma respuesta para los caracteres de rendimiento que si seleccionamos a través del crecimiento. No
obstante, matematicamente se podria calcular una nueva variable que pudiera tener una correlacién
mayor con los caracteres de rendimiento. Esta es la ventaja del analisis de imagen, que disponemos de
un gran numero de variables con las que trabajar, por lo que es una herramienta con un gran potencial

en la que habria que seguir profundizando y buscando nuevas medidas combinadas.

Por otro lado, la seleccion sobre caracteres de crecimiento puede alterar la forma de los peces a
través de las respuestas indirectas a la seleccién (Blonk et al., 2010), ademds de que un crecimiento
acelerado puede ir acompainado de un aumento en la prevalencia de algun tipo de malformacion en el
animal, como se ha visto en animales de granja (Gjerdrem, 2005) y también en peces (Gjerde et al.,
2005), por lo que es importante estudiar variables de morfologia de los peces y su relacién con el
crecimiento. En este estudio, se estimaron heredabilidades para variables de excentricidad y sus
correlaciones con caracteres de crecimiento y de deformidad. Estos caracteres mostraron

determinacion genética (0,17-0,35), aunque menos que las variables dimensionales. En general, las
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correlaciones de la excentricidad del pez fueron menores que las de la cabeza, pero en la magnitud de la
heredabilidades fue al contrario. Con respecto a los caracteres de crecimiento, de rendimiento y
dimensionales sus correlaciones genéticas fueron altas y negativas, poniendo de relieve que mientras
mas crezca el pez mas “globoso” serd, lo cual es esperable, teniendo en cuenta la correlaciones positivas
del peso y la longitud frente a la compacidad. Con respecto a las correlaciones con las variables de
deformidad, éstas fueron bajas y con altos errores, ni siquiera con la de deformidad de columna se
observd una correlacidn alta, como se podria esperar. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
encontrar por andlisis matematico, como se explicé anteriormente, nuevas variables o conjunto de ellas
que interpreten la morfologia de la dorada y localicen deformidades, mas aun teniendo en cuenta la alta

determinacidn genética de todas estas variables.

Todos estos datos ponen de relieve que las variables dimensionales, a partir de la foto lateral
(LF, ATL, AIM, AF, LSC, AlCa), tienen heredabilidades mas altas que el peso y la longitud y correlaciones
cercanas a 1,0 con peso, longitud, peso canal y peso filete y altas con rendimiento filete, por lo que
serian candidatas igualmente validas a ser usadas como criterios de seleccién para estos caracteres,
permitiendo incluso una respuesta indirecta mayor que por seleccion directa. En concreto, el caracter
AlCa (alto de cabeza) mostré la mayor heredabilidad lo que lo predispone como un criterio de seleccidn
eficaz y no invasivo para mejorar indirectamente estos caracteres. Ademas, de este modo, con una sola
fotografia lateral del pez, que ademds es la mas sencilla de las dos, se obtendrian estos datos de una
manera rapida, objetiva y sin errores, ahorrando tiempo al evitar pesar, medir y pasar datos. No
obstante, para analizar las deformidades, con los datos disponibles, se deberian implementar otras
aplicaciones que detecten mejor las anomalias morfolégicas. Teniendo en consideracidn todo esto, para
obtener mejores resultados, se propone como una idea a desarrollar, la implementacién de una cinta
transportadora, con una cdmara de fotos acoplada y un equipo para radiografias o espectroscopia
infrarroja cercana (Brosnan y Sun, 2004). De modo que el pez avance por la cinta, entre en una caja
negra donde se le saque una fotografia lateral (para la cual no es necesario que el pez esté colocado de
ningin modo, ya que el programa gira el pez automaticamente) y a continuacién se le saque una
radiografia. De esta manera se podrian determinar rapidamente variables de crecimiento, rendimiento y

deformidad, in vivo, con un sistema automatico, no invasivo e inocuo para el producto.

Los consumidores y la industria estan cada vez mas interesados en la calidad de la carne, sobre
todo en los productos de acuicultura, ya que estdn comparandose siempre con los de pesqueria. Las
heredabilidades para los caracteres de composicién de la carne, obtenidas en este estudio fueron desde
valores de cero a valores altos. Los porcentajes de lipidos y humedad muscular presentaron
determinacidn genética aditiva media (0,17-0,20), significativamente superiores a los valores obtenidos
también en dorada por Navarro et al. (2009b) (0,05-0,09). Probablemente debido a la técnica usada, ya

gue estos autores determinaron estos parametros mediante métodos quimicos y manuales, y en este
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estudio se determinaron mediante el NIR. Este, aunque es un método indirecto, estd altamente
correlacionado con el método quimico pero minimiza el error ambiental, ya que se realiza en un solo
paso y de manera totalmente automatica. Respecto a las heredabilidades para el porcentaje de
proteinas y el de coldgeno, éstas fueron muy bajas, practicamente no distintas de cero. Navarro et al.
(2009b) también obtuvieron los valores mds bajos para el porcentaje de coldgeno. Estos valores son
consistentes entre especies, independientemente del método de andlisis, ya que, asi como para el
porcentaje de grasa y humedad muscular, se han obtenido heredabilidades medias y altas (Gjerde y
Schaeffer, 1989; Iwamoto et al., 1990; Neira et al., 2004; Saillant et al., 2006; Quinton et al., 2007; Vieira
et al., 2007; Powell et al., 2008; Kause et al., 2011), no se ha encontrado determinacion genética para el
porcentaje de proteinas (Gjerde y Schaeffer, 1989; Quinton et al., 2007; Kause et al.,, 2011).
Posiblemente, debido a los mecanismos de homeostasis del cuerpo para mantener los niveles de

proteinas estables (Kause et al., 2011).

Con respecto a sus correlaciones, la correlacion genética entre lipidos y humedad fue alta y
negativa, coincidiendo con las descritas tanto en dorada como en otras especies (lwamoto et al., 1990;
Kause et al., 2002; Quinton et al., 2007; Navarro et al., 2009b). La de proteinas con colageno fue alta 'y
positiva, como era de esperar, teniendo en cuenta que el coldageno es una proteina. Con respecto a las
correlaciones de éstas con la humedad y los lipidos no son muy consistentes, posiblemente debido a sus

bajas heredabilidades (Kause et al., 2011).

Acerca de la relacién de las variables de composicién con el crecimiento, se estimaron
correlaciones con la longitud, basados en Navarro et al. (2009a), quienes propusieron la longitud como
criterio de seleccion para el crecimiento. La longitud mostré en este estudio una correlacién alta y
negativa con la humedad y baja y positiva con los lipidos musculares, confirmando lo sugerido por
Navarro et al. (2009b), de que la seleccién para el crecimiento favoreceria indirectamente, o al menos
no perjudicaria la calidad de la carne, ya que en dorada, un aumento del contenido graso del musculo

mejora los atributos de la carne (Grikorakis, 2007).

En relacién al porcentaje de grasa muscular, medido mediante el Fish Fatmeter (FF), es de
destacar, que los parametros genéticos de este estudio estimados mediante este método, son los
primeros en dorada. El FF es un método no invasivo para determinar el porcentaje de lipidos, el cual se
midié en el lomo del pez. La heredabilidad obtenida en este estudio fue alta y mucho mayor que la
estimada mediante el método NIR o el método quimico (Navarro et al., 2009b) y mostrd una alta
correlacién genética, positiva con el porcentaje de lipidos (0,99) y negativa con la humedad (-0,75). Estas
altas correlaciones estdn en concordancia con las obtenidas por Kause et al. (2011) en lavareto
(Coregonus lavaretus) y Saillant et al. (2009) en lubina. Estos autores estimaron también correlaciones
genéticas del porcentaje de lipidos a partir de medidas con el FF y NIR (Kause et al., 2011), y el FFy un
método quimico (Saillant et al., 2009). Estos datos ponen de relieve la fiabilidad del FF y el potencial que
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tiene en la mejora genética. De hecho, Quillet et al. (2005) obtuvieron una respuesta a la seleccion
significativa tras dos generaciones, para el contenido de lipido muscular medido con el FF, estimando
una heredabilidad realizada del 25% para este caracter. Estos datos ponen de relieve, que si bien en
dorada, seleccionando el crecimiento se mejoraria la grasa muscular, o al menos no se perjudicaria, el FF
es un método no invasivo, rapido y eficaz, con el que se podria controlar este pardmetro en un
programa de mejora genética e incluirlo en el caso de que fuera necesario, teniendo en cuenta su alta

heredabilidad.

Con respecto al porcentaje de grasa visceral, este estudio presentd correlaciones genéticas
medias con los lipidos NIR y los lipidos FF, asi como con la longitud, que contrastan con las fuertes
correlaciones del FF con el NIR y con la longitud. Estos datos coinciden con los de Saillant et al. (2009),
quienes sugieren que la grasa visceral y la grasa muscular podrian ser modificables independientemente

en un programa de mejora genética.

En relacion a la textura de la carne, las estimas son escasas debido a la dificultad para medir la
misma en un numero representativo de peces en fresco (Gjedrem, 1997). De hecho los parametros
genéticos de este estudio para la fuerza maxima, el cual es un pardmetro de textura, son las primeras
estimas en dorada, obteniéndose una heredabilidad de 0,17. Este valor contrasta con los resultados de
Neira et al. (2004) en salmdn coho, quienes no encontraron determinacién genética para este caracter,
si bien lo midieron con un texturémetro manual sobre pez entero. Sin embargo, Kause et al. (2011)
estimaron una heredabilidad del 30% en lavareto, sobre un trozo de filete. Esto revela que la
heredabilidad de la textura puede ser facilmente influenciada por el método de medida, lo que podria
generar variacion entre los estudios. Con respecto a sus correlaciones, éstas fueron negativas con la
longitud, con todos los lipidos, con las proteinas, y con el coldgeno y positiva con la humedad. Esto
sugiere que el pez es mas blando cuanto mas grande es, y mas grasa, proteinas y colageno tiene. Sin
embargo, es sabido que el colageno forma el principal tejido conectivo entre las células y que los filetes
mas blandos son los de menor contenido en colageno (Hatae et al., 1986). Por lo que puede ser que la
medida de la textura en pez entero, tal y como se midid en este estudio, no sea la adecuada para
estudiar la textura del filete y que se encuentre condicionada por el tamafio del pez, ya que al haber
establecido una distancia fija, en los peces pequefos sea necesario ejercer mas fuerza al tener menos
carne que en los mas grandes. Por tanto, se sugiere para futuros estudios adaptar la distancia de
penetracidn a cada tamano del pez o estimarla en el filete, si bien la matriz posible en este Gtlimo caso
siempre seria mas escasa que con otras soluciones. No obstante, esto no desvaloriza el resultado de

este estudio de que la textura presenté determinacién genética aditiva.
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Seria legitimo pensar que en un futuro no muy lejano el sistema de comercializacién pudiera
cambiar del sistema de pago basado en el peso del pescado entero al de peso de los filetes, de una
manera similar a lo que ocurrié en la ganaderia (MclLeod, 2003). En este sentido, las estimas de
pardmetros genéticos de este estudio sugieren que la inclusién de caracteres como la longitud, el FF, la
grasa visceral, y la deformidad de columna, como criterios en programas de mejora genética de dorada,
podrian liderar una rapida respuesta a la seleccién mejorando el rendimiento y la calidad del pez y de la

carne.

3.4.4 Interaccion Genotipo-Ambiente

En especies de amplia distribucién geografica como la dorada, las empresas desean exportar su
produccién a diferentes destinos o condiciones de engorde. Al mismo tiempo, pueden utilizar diferentes
sistemas de produccidn o distintas ubicaciones para el engorde, como tanques, jaulas o esteros. Por
todo esto es importante estimar las interacciones GxA, ya que éstas pueden limitar o incluso perjudicar
el progreso genético (Saillant et al., 2006; Dupont-Nivet et al., 2008), ya que el mejor genotipo para un
ambiente no es necesariamente el mejor genotipo para otro, y los animales genéticamente mejorados
que funcionan bien en unas condiciones pueden no ser necesariamente los mejores en otras (Dunham
et al., 2001). Por lo tanto, el desarrollo de programas de seleccidon requiere del conocimiento de los
pardmetros genéticos y la existencia o no de interacciones GxA (Winkelman y Peterson, 1994). La
interaccion GxA depende de los caracteres involucrados, de la poblacién y de los ambientes estudiados,
siendo dificiles de predecir (Dupont Nivet et al., 2008). Las altas correlaciones genéticas entre los peces
engordados en el ICCM y Canexmar, obtenidas en este estudio, evidenciaron la no existencia de
interaccion GxA, para todos los caracteres analizados al sacrificio entre los peces engordados en
Canarias bajo dos sistemas de engorde diferentes, tanques y jaulas. Estos resultados coincidieron con
los estimados en dorada por Navarro et al. (2009a y 2009b), a la vez que consolida los mismos, quienes
describieron una ausencia de interaccidn GxA en caracteres de crecimiento, rendimiento y calidad de la
carne a través de correlaciones genéticas de éstos caracteres en dos ambientes (jaulas insulares y
tanques). También, Ponzoni et al. (2005), en tilapia del Nilo, obtuvieron similar repuesta para el peso
tanto en jaulas como en tanques y Dupont-Nivet et al. (2008) no encontraron interaccion GxA en lubina
entre los pesos de los peces criados en tres granjas con similares sistemas de engorde. Sin embargo,
existen evidencias de que la interaccién GxA incrementa en animales de acuicultura al aumentar las
distancias genéticas y las diferencias ambientales, especialmente asociadas con especies como las
carpas y las tilapias (Dunham et al., 2001). No obstante las correlaciones genéticas para la longitud y las
deformidades obtenidas en este estudio entre las cinco estaciones donde los peces fueron engordados,
fueron alin mas altas que las mencionadas anteriormente, revelando también la ausencia de interaccién

GxA para estos dos caracteres, de gran interés econdmico comercial, a escala nacional. Coincidiendo con
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los resultados de Karahan et al. (2012), quienes no evidenciaron interacciones GxA para las

deformidades, en lubinas engordadas en cuatro granjas diferentes.

Esto se puede deber a que la dorada es una especie con habitos eurihalinos y euritérmicos,
ocupando ambientes marinos y salobres muy distintos entre si, en particular durante las etapas iniciales
de su ciclo de vida (FAO, 2006), lo que podria estar contribuyendo a que no existan diferencias en su
potencial genético en los distintos ambientes. No obstante, hay que tener en cuenta, que en este
estudio se analizé una sola generacién y que las doradas fueron cultivadas hasta los 179 dpe en mismo
ambiente comun, hasta que fueron marcadas y enviadas a las distintas estaciones. Esto pudo limitar la
posibilidad de observar interaccidon GxA en el periodo de engorde, al igual que ocurrié en lubina (Dupont
Nivet et al., 2008), por lo que seria necesario en el futuro, estimar las interacciones GxA en doradas que
sean cultivadas desde huevos en distintos lugares, y estudiarlas durante varias generaciones, o bien
marcar desde tallas anteriores a los 3 g (Navarro et al., 2006), para homogenizar su cultivo desde pesos

mas bajos (Baffoun, 2012).

En dorada existen escasos parametros genéticos publicados, quiza debido al bajo nimero de
programas de mejora genética existentes (Rye et al., 2010). Por esta razdn, cobran especial importancia
los resultados del presente estudio que muestran la posibilidad de implementar nuevos programas de
mejora genética para dorada a escala nacional, ya sea en un Unico ambiente, como en multiples
ambientes, pudiendo las empresas exportar sus producciones mejoradas genéticamente entre
comunidades sin disminuir su respuesta, tal y como se ha sugerido en otras especies (Kolstad et al.,

2006; Dupont Nivet et al., 2008).
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1. Se ha normalizado un procedimiento de evaluacién de marcadores microsatélites (GremmProtocol)
basado en la facilidad de lectura, la cual se valoré mediante amplificiacion inadecuada, pérdida de un
alelo, patrén de bandas confuso y alelos intermedios, que afectan a la determinacién y rendondeo de

los alelos.

2. Se ha desarrollado una bateria de 79 marcadores microsatélites (llamada Radal) a partir del mapa
genético de dorada, que son altamente informativos, se ajustan al GremmProtocol, que funcionan bajo
las mismas condiciones de amplicacidn y que por lo tanto permiten disefiar nuevas PCRs multiplex segun

las necesidades del usuario.

3. Se han estandarizado dos reacciones de PCRs multiplex de 11 marcadores microsatélites cada una a
partir de Radal, denominadas SMsal y SMsa2, las cuales son altamente eficientes en estudios de
reconstruccion de las relaciones de parentesco y son propuestas como panel de referencia, o

international panel, para dorada.

4. Los caracteres de crecimiento en dorada (peso, longitud y compacidad), en todas las poblaciones
incluidas en el proyecto PROGENSA®, presentan heredabilidades medias-altas a las diferentes edades de
interés comercial. Siendo la longitud un caracter mas repetible y mas sencillo de medir en instalacién,

sobre el que llevar a cabo seleccién directa.

5. Engeneral, el caracter presencia/ausencia de cualquier tipo de deformidad en dorada presenta una
considerable determinacién genética aditiva en todas las poblaciones que han sido estudiadas en el

contexto del proyecto PROGENSA®.

6. Las deformidades esqueléticas de columna (lordosis, cifosis, escoliosis y fusién de vértebras), en

dorada, presentaron heredabilidades medias-altas, segun la edad.

7. La deformidad esquelética de opérculo en dorada mostré heredabilidades bajas, presentando los
valores mas altos a la edad adulta. Mientras que las deformidades esqueléticas de cabeza no

muestraron determinacién genética aditiva.
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8. Por primera vez en dorada, se comprueba que la prevalencia de la deformidad esquelética de
opérculo decrece con el desarrollo debido a la recuperaciéon de la morfologia normal del pez, todo lo
que tiene efecto en la estimacidn de las heredabilidades, e indicando que las empresas pueden
minimizar los costes de produccidn de alevines evitando desechar los peces con opérculo durante los

procesos de criba.

9. Las correlaciones genéticas entre los caracteres de crecimiento fueron altas y positivas, mientras
qgue las estimadas entre caracteres de crecimiento y deformidades esqueléticas fueron en general
medias en todas las edades de interés comercial, lo que esta en consonancia con las altas correlaciones

genéticas positivas estimadas entre esas mismas edades para la deformidad.

10. Los caracteres de la canal (peso canal, peso filete y porcentaje de grasa visceral), del presente
estudio mostraron componentes genéticas aditivas medias-altas, mientras que los porcentajes canal y

filete fueron bajas.

11. En general, todos los caracteres morfolégicos analizados mediante el programa de analisis de
imagenes IMAFISH_ML mostraron determinacion genética aditiva alta. Las correlaciones genéticas entre
ellos fueron muy altas y positivas, a la vez que altas y positivas con todas las medidas dimensionales, y
altas y negativas con las de excentricidad del pez y de la cabeza. Por otro lado, las correlaciones
genéticas entre todos los caracteres morfolégicos y los caracteres de crecimiento y de la canal fueron

muy altas y positivas, excepto para el porcentaje canal, que mostré valores bajos.

12. De entre todos los caracteres morfoldgicos analizados mediante el programa de analisis de
imagenes IMAFISH_MIL, el caracter AlCa (alto de cabeza) mostrd la mayor heredabilidad, lo que permite
ser utilizado como criterio de seleccién para mejorar indirectamente los caracteres de crecimiento y la

mayoria de los de rendimiento de filete, de manera no invasiva, de bajo coste y altamente eficaz.

13. De los caracteres de composicién de la carne, los lipidos y la humedad presentaron heredabilidad
baja-media, mientras que no presentaron determinacién genética aditiva el colageno y la proteina. Sin
embargo, estos dos Ultimos caracteres mostraron correlaciones genéticas positivas con el crecimiento,

permitiendo su mejora indirecta a través de la longitud.

14. Por primera vez en dorada, la grasa muscular es medida a través del Fish Fatmeter y el NIR,
presentando el primero una heredabilidad alta y mucho mayor que el segundo, ambos con una
correlacién genética altisima. Todo lo cual propone al sistema Fish Fatmeter como un método no

invasivo, mds econémico y rdpido para llevar a cabo seleccidn para la calidad de la carne.
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15. Por primera vez en dorada, se ha estimado la heredabilidad de la textura a través de la fuerza

maxima sobre el pez entero, mostrando determinacién genética aditiva.

16. Los resultados del presente estudio ponen de manifiesto que para todos los caracteres analizados
de crecimiento, de la canal, de calidad de la carne y del pez, no existe interaccidon genotipo-ambiente,
entre tanque (ICCM) y jaula (CANEXMAR) en Canarias, ni entre sistemas de cultivo a escala nacional

(jaulas insulares y contientales y esteros) para caracteres de crecimiento y deformidad.

17. Las estimas de pardmetros genéticos de este estudio sugieren que la inclusidn de caracteres como
AlCa (alto de cabeza), el FF, la grasa visceral, y la deformidad de columna, como criterios en programas
de mejora genética de dorada, podrian liderar una rapida respuesta a la seleccidn mejorando el

crecimiento, el rendimiento y la calidad del pez y de la carne.
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Summary

The high number of multiplex PCRs developed for gilthead seabream (Sparus aurata L.) from
many different microsatellite markers does not allow comparison among populations. This
highlights the need of developing a reproducible panel of markers which can be used with safety
and reliability by all users. In this study the first standardized panel of two new microsatellites
multiplex PCRs was developed for this species. Primers of 138 specific microsatellites from the
genetic linkage map were redesigned and evaluated according to their genetic variability, allele
size range and genotyping reliability. A protocol to identify and classify genotyping errors or
potential errors was proposed to assess the reliability of each marker. Two new multiplex PCRs
from the best assed markers were designed with 11 markers in each, named SMsal and SMsa2
(SuperMultiplex Sparus aurata). Three broodstocks (59, 47 and 98 breeders) from different
Spanish companies and a sample of 80 offspring from each one, were analysed to validate the
usefulness of these multiplexes in the parental assignation. It was possible to assign each offspring
to a single parent pair (100% success) using the exclusion method with SMsal or/and SMsa2. In

each genotyped a reference sample (Ref-sa) was used and its DNA is available on request like the
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kits of bin set to genotype by the GeneMapper (v.3.7) software (kit-SMsal and kit-SMsa2). This
will be a robust and effective tool for pedigree analysis or characterization of populations and will

be proposed as an international panel for this species.

Keywords: Gilthead seabream; Sparus aurata; Microsatellite; Multiplex PCR; International

panel.

Introduction

Gilthead seabream (Sparus aurata L.) is one of the most important and consolidated species in
Mediterranean aquaculture, with a production of 151.346 metric tons (MT) in 2011. Spain is the
third largest producer of gilthead seabream with 16.930 MT which represents up to 11.2% of the
total worldwide production (APROMAR, 2012).

As consequence of the growth and consolidation of the gilthead seabream industry, companies
demand further improvement in the production cycles to reduce costs whereas preserving quality.
For this purpose, implementation of genetic selection programs is a priority. Gilthead seabream
production is mainly carried out by mass-spawning. This prevents to know the fish genealogy
(breeders and descendents) which is imperative to estimate genetic parameters. The
implementation of breeding programmes in this kind of industrial production system (Navarro et
al., 2009a) needs both physical tagging (Navarro et al., 2006) and genetic identification of parent—
offspring relationships by analysing molecular markers (Navarro et al., 2008), in order to avoid
expensive genetic analysis in all sampling points during on-growing process (Navarro et al.,
2009b). Thus, to promote genetic selection schemes in industry is very important to dispose of a
standardized system to assign correctly familial relationships. The number of /oci needed for an
efficient assignment depends on parameters such as, population size and allelic diversity

(Bernatchez & Duchesne, 2000; Villanueva et al., 2002), the number of breeders contributing to
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spawning (Blouin et al., 1996; Liu & Cordes, 2004), the level of homozygosity (Marshall et al.,
1998), or the existence of null alleles (Borrell ef al., 2004; Castro et al., 2007; Navarro et al.,
2008). Using a high number of microsatellite markers ensures an efficient relationship assignment
in any situation (Navarro ef al., 2008) which, combined in a multiplex PCR reaction greatly
reduces costs. Multiplex PCR also reduces time and associated errors and it is a powerful
technique that can increase the productivity of genetic studies (Neff & Gross, 2000). However,
genotyping methods always have associated risks for errors which must be taken into account in
the reliability of the results (Taberlet et al., 1996; Borrell et al., 2004; Hoffman & Amos, 2005;
Castro et al., 2006). Genotyping errors result from diverse and complex origins, such as, errors
linked to the DNA sequence, errors due to the low quality or quantity of the DNA (Borrell et al.,
2011), and human factors (Hoffman & Amos, 2005; Pompanon et al., 2005). Genotyping errors
due to human mistakes are minimized by multiplex assays, since they reduce steps during the
sample analysis process and introduce automation (Bonin et a/., 2004). Identify and reduce
genotyping errors inherent to each microsatellite (Castro et al., 2004; Hoffman & Amos, 2005;
Pompanon et al., 2005; Castro et al., 2006) is also very important, especially for inter-laboratory
reproducibility (Sobel et al., 2002; Weeks et al., 2002).

The first multiplex PCRs developed for gilthead seabream were by Launey ef al. (2003) and
Brown et al. (2005). These authors isolated new specific microsatellites and proposed two (three
and five dinucleotide markers) and one (four dinucleotide markers) multiplex reactions,
respectively. Navarro et al. (2008) developed two robust interspecific multiplex reactions, RimA
of ten and RimB of seven redesigned microsatellite markers, achieving 100% of success in
parental assignments despite the presence of null alleles. Porta et al. (2010) proposed two specific
multiplex reactions of four (SaGT4) and six (SaGT6) dinucleotide microsatellite markers to
successfully assign paternity to 95% of the studied offspring. Borrell ez al. (2011) developed a

multiplex PCR (OVIDORPLEX) of nine microsatellite markers (four of which were interspecific)
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that successfully assigned 99.2 %. Vogiatzi et al. (2011) screened for microsatellite sequences
found in coding regions derived from an EST-database of gilthead seabream. They evaluated 63
di-, tri-, tetra-, penta- and hexanucleotide microsatellites for polymorphisms and variations in
length. Moreover, these authors proposed combining markers that require identical annealing
temperatures to create five multiplex PCRs, whose number of markers ranged from four to nine in
each assay. These reactions were tested on only four wild individuals.

This high number of multiplex PCRs developed for gilthead seabream from many different
microsatellite markers does not allow comparison among populations and data from companies
and research groups. This highlights the need of developing a standardized panel of markers
which could be used with safety and reliability by all users. An international panel is a set of
highly polymorphic, specific and reproducible markers recommended by the International Society
for Animal Genetics (ISAG). The set of markers must be previously assessed according to their
polymorphism and their genotyping errors by an ISAG Comparison Test (CT) in which several
markers are shared among laboratories to be amplified using the same samples and to have
international agreement on nomenclature and procedures. The results are discussed at a conference
of the ISAG and a summary with the international panel is established by the Standing Committee
and reported to the Society. International panels of markers for land species where genetic
improvement is well-established are becoming more common. However, in fish no international
panels of markers have been published yet.

The main objective of this study was to develop multiplex PCRs, from a wide spectrum of specific
microsatellite markers, which may be proposed to the International Association for Genetics in
Aquaculture (IAGA) as an international panel of markers for gilthead seabream, by following
these steps: a) to redesign primers of 138 microsatellite markers from gilthead seabream genetic
linkage map in such a way as to be amplified using the same PCR conditions, b) to evaluate these

markers according to their genetic variability, allele size range and genotyping reliability, c) to
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propose a protocol to identify and classify potential errors as a method to assess the reliability of
each marker, d) to develop two multiplex PCRs with eleven markers in each one as an
international panel of markers for gilthead seabream, using the best microsatellites, €) to validate
the robustness of these multiplex PCRs by amplifying the same samples in four different
laboratories and f) to check their effectiveness in parentage assignment in a sample of offspring

from an industrial mass-spawning.

Materials and methods

Samples

A total of three gilthead seabream broodstocks and 256 of their offspring belonging to a selection
breeding program (PROGENSA®, 2009) were analysed.

From this 256 fish, six descendents from the Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM,
Canarias, Spain), five from PISCIMAR S.L. (PMAR, Cataluiia, Spain) and five from
CULMASUR S.A (CSUR, Andalucia, Spain) were used as Control samples to study the genetic
variability and reliability of all the microsatellite markers. From these samples, four individuals
were also used to optimize the multiplex PCR reactions (Testing samples). Three broodstocks (59
breeders of ICCM, 47 of PMAR and 98 of CSUR) and a sample of 80 offspring from each one
were analysed to validate the usefulness of these multiplexes in the parental assignation.

DNA was extracted from fin tissue previously preserved in absolute ethanol at room temperature,
using the DNAeasy kit (QUIAGEN™), and then kept at 4°C following the manufacturer’s
recommendations. DNA quality and quantity were determined using a Nanodrop 1000
spectrophotometer v.3.7 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, U.S.A.). DNA integrity was
checked by means of electrophoresis in a 1% agarose gel (8 vem ) by ethidium bromide staining
(0.5 pg-ul ™) and analysed with Quantity One© Software (Bio-Rad Laboratories, Hemel

Hempstead Hertfordshire, UK), using Lambda Hind-III as molecular weight marker.
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Microsatellite evaluation

Primers design:

From all published microsatellites in the genetic map of gilthead seabream (Franch et al., 2006;
Senger et al., 2006), 138 primer pairs were designed to amplify markers using the same PCR
conditions. The chosen amplicon length ranged from 70 to 200 base pairs (bp) to optimize
effectiveness of the multiplex reaction (Dakin & Avise, 2004). Also, the existence of flanking
DNA sequences free from interfering polymorphisms, such as nucleotide substitutions in potential
primer binding sites, was considered. Sequences with high complexity were avoided during primer
design to ensure sensitivity and specificity of the multiplex assay. The aim was to obtain a
theoretical melting temperature of 60°C + 2°C at a salt concentration (K", Na*, Tris” or NH4") of
180 mM. GC content was comprised between 35-60% to avoid palindromes or homopolymers
such as poly (dT) longer than five bases. All primer candidates were analysed for hairpin or

secondary structures using the software found on-line at Integrated DNA Technologies

(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/mFold/). Stable secondary structures for primer
sequences around each microsatellite region were avoided (below the -13 kcal-mol™ threshold of
free energy) (Yuryev et al., 2002). Primer characteristics were selected to ensure equal PCR
amplification efficiency for all DNA fragments as previously described (Sanchez et al., 2003).
Primers were renamed with an internal code in order to facilitate understanding of this work.
PCR reaction:

Each microsatellite marker was tested in a single PCR using the Control samples in order to
confirm its correct amplification, allele size range, morphology, genetic variability and reliability
of genotyping. The PCR conditions consisted of an initial denaturation at 95°C for 10 min,
followed by 28 cycles of 94°C for 30 s, 60°C for 1 min and 65°C for 1 min, with a final extension
of 60°C for 60 min. Reactions were carried out in a final volume of 12.5 pl with the following

component concentrations: 1X GeneAmp PCR Buffer II (100 mM Tris—HCI pH 8.3, 500 mM KCI)
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(Applied Biosystem®, USA), 3 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.04 units ul' AmpliTaq Gold
DNA polymerase (Applied Biosystem®), 2.4-6.4 ng-ul' of DNA template, and 0.2 uM of each
primer. Before running PCR fragments in the automatic sequencer, an aliquot was checked on 2%
agarose gel for 30 min (8v-em ), to test the adequate amplification of multiplex amplicons.

Later, 1ul of each reaction product (diluted at 75% with Milli-Q water) was mixed with 9.75 pl of
Hi-Di formamide and 0.25 pl of GeneScan LIZ 500 (Applied Biosystem®™, USA) molecular weight
marker, and loaded in an ABI Prism® 3130XL automatic sequencer (Applied Biosystem®™, USA) of
16 capillaries using POP-7 polymer and run conditions of 60°C, 3000 v, 1500 s. The reaction
products of each single PCR assay were initially loaded in groups of three markers taking into
account their fluorochromes, allelic ranges and the intensity of the band on agarose gel.
Electropherograms were analysed using the GeneMapper (v.3.7) software (Applied Biosystem”,
USA).

Genotyping reliability:

Genotyping reliability of each microsatellite was evaluated by determining the error or potential
error rates in the Control samples. A scale assigning a score from 1 to 3 for each microsatellite
was established: 1 denoted ambiguous genotypes in more than 30% of the samples, 2 ambiguous
genotypes in 30% or less of the samples and 3 unambiguous genotypes in 100% of the samples.
Four error types were considered: according to peak scoring; a) inadequate amplification: peak
heights less than 300 Relative Fluorescent Units (RFU), with high background or variable allelic
morphology (Fig 1A; Pompanon et al., 2005), b) long allele dropout: preferential amplification of
the shorter allele (Fig 1B; Castro et al., 2006); ¢) unclear banding pattern: high stutter bands that
make it difficult to distinguish between a homozygote and a heterozygote for adjacent alleles (Fig
1C; Hoffman & Amos, 2005), and according to allele calling, d) intermediate alleles: dinucleotide

loci with alleles that differ from each other by 1 bp (Fig 1D; Castro et al., 2004).
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Previously, the right running of the molecular weight markers were checked in all the
electropherograms, in order to consider only the errors linked to the DNA sequence primers.
SuperMultiplex PCRs optimization

After microsatellite evaluation, those microsatellite markers without amplification, bad reliability
or very low genetic variability were discarded, remaining 79 optimal markers, named adequate
microsatellites. Their sequences, loci accession number in GenBank and fluorochromes of each
microsatellite marker are shown in Table 1. From these markers, two SuperMultiplex PCRs were
designed and named SMsal and SMsa2 (SuperMultiplex Sparus aurata). The number of markers
included in each multiplex PCR was as high as possible taking into account their linkage group (in
order not to repeat any in each reaction), allele size range and assigned labelling fluorochrome (the
minimum distance between markers with the same colour was 18 bp to avoid overlapping in
future or unknown samples). Initially, 0.2 uM of each primer was used for each multiplex PCR
and primer concentrations were modified subsequently to obtain peak heights between 600 and
3000 RFU for each microsatellite marker as described Navarro et al. (2008). Those microsatellite
markers that failed amplification were replaced by new ones. Each set-up was tested on Testing
samples. The PCR conditions were the same as those used in the initial single PCR. Again, an
aliquot was checked on 2% agarose gel for 30 min (8v-cm '), to test the adequate amplification of
the multiplex amplicons. The automatic sequencer conditions were also the same as those used in
the single PCR except that the reaction product was diluted at 50-85% depending on each machine
(i.e. each laboratory). Electropherograms were analysed using the GeneMapper (v.3.7) software
and a kit of bin set were created for each multiplex (kit-SMsal and kit-SMsa2, available on

request to jafonso@dpat.ulpgc.es).

Genotyping and familial assignments
The Control samples were amplified with SMsal and SMsa2 in four Spanish genetics laboratories

for aquaculture and analysed using the same kit of bin set in order to validate their robustness in

Animal Genetics
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the genotyping. To test their usefulness in the parental assignation the three broodstocks and their
offspring were genotyped with SMsal and only the ICCM broodstock and their descendents with
SMsa2. Each broodstock was genotyped in a different Spanish genetics laboratory using the kit-

SMsal of bin set for the GeneMapper (In each genotyped one of the Control samples was used as

a reference sample (Ref-sa) (DNA available on request to jafonso@dpat.ulpgc.es). Familial

assignments were determined using the genotypes of each multiplex PCR.

Analysis data

The observed heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), the Polymorphic Information
Content (PIC) of each marker was estimated using Cervus (v 3.0.3) (Kalinowski et al., 2007).
Markers were sorted according to their PIC value, as highly informative (PIC> 0.5), reasonably
informative (0.5>PIC>0.25) and slightly informative (PIC<0.25) (Botstein ef al., 1980). The real
frequency of null alleles was calculated from the breeders contributing to the spawning, by
analysis of the segregation. Of each multiplex PCR the Combined Exclusion Probability (CEP) for
the parent pair option (Jamieson & Taylor, 1997) was estimated by Cervus (v 3.0.3) (Kalinowski
et al., 2007). The Predicted Assignment Rate (Pall), a parameter to evaluate assignment power of
microsatellites markers for pedigree analysis in fish breeding, proposed by Vandeputte et al.
(2011) was estimated using the equation number nine.

Parental assignments between breeders (with unknown gender) and their descendents were
determined using the exclusion method by VITASSING V.8 2.1 software (Vandeputte et al.,

2006).

Results
Microsatellite evaluation
Out of the 138 microsatellite markers, 10 (A3, B9, B11, C5, D8, E7, H3, J4, J12, K12) did not

work individually and two were monomorphic (D3, M1).

Animal Genetics



©CoO~NOUTA,WNPE

Animal Genetics Page 10 of 31

In the remaining 126 markers, Ho ranged from 0.08 to 1, and He ranged from 0.121 to 0.976.
Those markers that showed a Ho < 0.3 were considered inadequate (A2, A6, A7, B2, BS, C8, C11,
I1,J6, 17, L4, L6, M8). According to their PIC value, 77% of the markers were highly
informative, 19.8% were reasonably informative (A1, A2, A4, A7, A10, B5, B7, B10, C6, C11,
D5, E2, E10, 11, J6, K1, K5, L1, LS, L6, L7, L8, L9, L10, L12) and 3.2% were slightly
informative (B2, C8, J7, L4). Only highly informative markers were considered adequate.

Errors or potential errors were found in 20 of the 126 markers which were scored with 1 or 2: five
markers showed inadequate amplification (B10, D1, G8, J6, L3), six showed long allele drop outs
(B4, G1, 13, J5, K1, K11), two had unclear banding patterns (D7, F8) and seven showed
intermediate allele in allele calling (C7, H9, K5, K9, K10, L2, M2). Only the 3-scored markers
were considered as adequate.

At the end of screening, 79 microsatellites were selected as adequate, whose genetic variability
and allele size range are shown in Fig 2. The mean values of these markers were 8.2 for number of
alleles (from 3 to 21), 0.762 for Ho (from 0.364 to 1.000), 0.797 for He (0.589 to 0.976) and 0.737
for PIC. All these markers were dinucleotides except five that were tetranucleotides (B6, F1, F3,
19, M5).

SuperMultiplex PCRs optimization

From the 79 microsatellites selected as adequate markers, two multiplex PCRs of 11 markers each
were designed. Out of the microsatellites chosen initially for each multiplex reaction, the A9 in the
SMsal and the G4 in the SMsa2 did not work properly. The A9 was replaced by the F6. There
was not any adequate marker that could replace the G4 taking into account its linkage group, allele
size range and fluorochrome. Therefore a reasonably informative marker was included as a
replacement (L7) which at least satisfied the other requirements. The final primer sets of each
multiplex PCR, and their concentrations, archived after nine genotyping runs, are reported in

Table 2.

10
Animal Genetics



Page 11 of 31 Animal Genetics

©CoO~NOUTA,WNPE

Genotyping and familial assignments

The genotype of Ref-sa for each marker in SMsal and SMsa2 is shown in Table 2.

The genetic diversity for each microsatellite marker of both multiplexes is shown in Table 2.
These data were estimated for SMsal in all breeders of the three broodstocks and for SMsa2 in the
ICCM broodstock, 25 descendents from PMAR and 25 descendents from CSUR. The mean values
were: number of alleles (NA)=11.6, Ho=0.737, He=0.755 and PIC=0.725 for SMsal, and
NA=10.4, Ho=0.760, He=0.786 and PIC=0.752 for SMsa2 (without L7). 4 priori, CEPs were
maximum (0.999) for both multiplexes, while Palls were 0.899 for SMsal and 0.878 for SMsa2.
The amplicon length for loci of both multiplexes ranged from 64 to 232 bp, although only three
markers were higher than 180 bp. The minimum distance between markers with the same colour
after genotyping was 5 bp in the SMsal and 11 bp in the SMsa2. Genetic variability of SMsal for
each broodstock was similar. The mean values were Ho=0.765, He=0.758, PIC=0.722 for the
ICCM; Ho=0.733, He=0.754, PIC=0.715 for the PMAR; and Ho=0.723, He=0.738, PIC=0.704 for
the CSUR.

The genotyping reliability of each multiplex PCR was checked after genotyping the Control
samples by the four laboratories. The error percentage, i.e. the percentage of differences in allelic
scores among laboratories, was 1% in SMsal and 0.5% in SMsaZ2.

Parental assignments were determined allowing three errors. The largest numbers of errors were
identified as null alleles. In SMsal, presence of null alleles and their frequencies were different
according to broodstock. The ICCM breeders showed null alleles in the markers D4 (0.136) and
A5 (0.023), those of PMAR in the markers D4 (0.611) and C3 (0.833) and those of CSUR in the
markers D4 (0,037). In SMsa2, only in the ICCM breeders, the markers M3 (0.045) and G3
(0.028) showed null alleles.

The real parental assignment rates with SMsal were very successful in all broodstocks. In

offspring from ICCM and PMAR a 100% of successful was achieved. Initially, 2.5% of offspring
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from ICCM was assigned to two possible parent pairs, but after inferring the gender of the

breeders from the assigned pairs, two of these pairs resulted incompatible. 88% of offspring from
CSUR was assigned to a single parent pair and 12% to two possible pairs with a common breeder.
The parental assignment using SMsa2 was only carried out in offspring from ICCM and 100% of

success was achieved.

Discussion

Microsatellite evaluation

Microsatellites have provided geneticists with very powerful tools which have opened exciting
perspectives in their application to many research fields and applications to aquaculture in
particular (Lo Presti et al., 2009). They have a high sensitivity for detecting genetic variability
within and between populations. However they must be tested to know their informativeness
(Wilson & Ferguson, 2002). In this study, 138 microsatellite markers have been redesigned and
evaluated according to their genetic variability in three different populations of gilthead seabream.
At large-scale parentage analyses, Ho and He are useful measures of /ocus informativeness (Nei,

1987). Blouin et al. (1996) reported that to estimate relatedness among individuals, almost twice

the number of /oci with He of 0.62 are required to achieve the same accuracy as a given number of

microsatellites with He of 0.75. Microsatellites also report information about the genetic status of
the population. In populations of cultured gilthead seabream the mean heterozygosity is high
(Castro et al., 2007; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Borrell et al., 2011), which is closely
similar to that found in this study. The PIC value is also a measure of informativeness (Botstein et
al., 1980; Hearne et al., 1992) and is commonly used in linkage mapping and really useful to
conduct parentage analyses (Pifiera et al., 2006). In this study, 77% of the markers were highly
informative. Moreover, in the genetic map no PIC value has been cited for any microsatellite

(Franch et al., 2006; Senger et al., 2006).
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In the evaluation of microsatellite markers, the genotyping reliability is a critical issue as
important as the degree of polymorphism (Miquel et al., 2006). However, most papers do not
mention an error rate value which raises doubt as to the reliability of some of their genotypes
(Bonin et al., 2004). During the genotype scoring of the electropherogram, difficulties arise that
could potentially become genotyping errors (Pompanon et al., 2005) and influence parentage
assignments (Bonin et al., 2004). In this study, the genotyping errors or potential errors were
classified into four types, according to their peak scoring and to allele calling. The identification
of these errors or potential errors is a key for a correct genotype scoring. At the same time, the
reliability of each microsatellite genotyping was evaluated by quantification of these errors or
potential errors. This method represents a powerful tool for testing the reliability of the genotyping
procedure and will allow reliable comparisons among /oci, studies, or different laboratories. In this
study, some kind of errors or potential errors were found in 14 out of the 138 microsatellite
markers, i.e. in 18 %, the most frequent error was intermediate alleles (in 7 markers). This is in
accordance with the results found by Castro et al. (2006) in sole (Solea senegalensis). Other
microsatellite studies, error rates were around 2 % (Castro et al., 2004; Bonin et al., 2004;
Hoffman & Amos, 2005). This difference is due to the fact that any possible source of error has
been considered as a potential error, in order to minimize the probability of errors to occur in those
microsatellites that were selected as adequate.

These adequate markers were used to design the supermultiplexes that have been proposed in this
study. Additionally, they provide geneticists the possibility to create personalized multiplexes,
given that their corresponding primers have been redesigned to be amplified under the same PCR
conditions. However, this does not exclude the need for an experimental verification to test the
compatibility among primers. The Fig 2 can be used to choose markers which combine according
to allele size range.

SuperMultiplex PCRs optimization

13
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Multiplex PCR is a key technology for a wide range of applications and low-cost genotyping
(Henegariu et al., 1997; Rachlin et al., 2005). Once a new multiplex PCR is designed, its
evaluation and validation is essential (Markoulatus et al., 2002). In this study, two robust 11-
markers multiplex PCRs (SMsal and SMsa2) were evaluated and their effectiveness in parentage
assignment was tested. The markers were previously evaluated and selected according to their
informativeness and reliability.

According to Selkoe & Toonen (2006), microsatellites of multiplex PCRs must be informative
enough to guarantee high quality data. However, highly variable microsatellites (e.g. loci with >25
alleles or 85% heterozygosity) may present complications such as an increase in the frequency of
genotyping errors (dropout and stutter) and high-mutation rates. The mean number-of-alleles and
heterozygosity values from the multiplex PCRs in this study were high and similar to those
reported by other gilthead seabream multiplex PCRs (Launey et al., 2003; Navarro et al., 2008;
Porta et al., 2010; Vogiatzi et al., 2011), although lower than those described by Borrell ef al.
(2011). In addition, the level of polymorphism of the microsatellite markers also depends on the
characteristics of the population (Vandeputte ef al., 2011). The variability found in this-study
multiplex (evaluated in three geographically-different populations of gilthead seabream)
accurately may represent the variability of gilthead seabream from aquaculture in Spain.
Moreover, markers used in this study are non-gene sequences, unlike the multiplex markers used
by Vogiatzi et al. (2011) (EST-SSR). Microsatellites in non-coding regions have a higher
probability to keep their genetic variability over time, especially when they are used in genetic
improvement, and selection pressure is applied. On the contrary, selection may decrease
variability in coding markers during successive generations (Chistiakov ef al., 2006).

When many markers are used in a multiplex, their sizes should be similar to avoid differential
amplification of size variants due to the competitive nature of multiplex PCR, by which, short-

length alleles often amplify more efficiently than longer ones (Dakin & Avise, 2004), especially
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when DNA quality is low (Pompanon et al., 2005). In fact, in the multiplex RimA carried out by
Navarro et al. (2008), two microsatellites were lost when degraded DNA was used. In this study,
amplicon sizes are shorter than those used in other gilthead seabream multiplex studies (Launey et
al., 2003; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Borrell et al., 2011; Vogiatzi et al., 2011).
Another multiplex feature is the space between markers, which is important to avoid that markers
with the same color overlap (Bonin et al., 2004). In this study, an initial large separation space
was established. As expected, this was shortened after genotyping, but overlapping was avoided.
This was remarkable when considering the fact that samples were from three different
populations.

The human forensic community has chosen larger repeat motif microsatellite markers as they have
a lower probability of error (Perlin et al., 1995; Gagneux et al., 1997; Van de Goor et al., 2009a).
However, genetic studies on fishes have traditionally used dinucleotide markers, as just a few tri-
or tetranucleotides have been isolated and, in general, they show a lower variability (Van de Goor
et al., 2009b). In fact, the new tri-, tetra-, penta- and hexa-nucleotide markers reported by Vogiatzi
et al. (2011) showed a much lower variability than their dinucleotides. This study reports five
highly informative tetranucleotide markers assessed as adequate, three of which are included in
the proposed multiplexes. In addition, all dinucleotide markers were optimally redesigned to
minimize the stutter production and the extra addition of an adenine by the Taq polymerase
(Sanchez et al., 2003), and their readabilities were subsequently evaluated.

The length of the genetic linkage map of gilthead seabream is 1241.9 ¢cM and presents 26 linkage
groups (LG) (Franch et al., 2006; Senger et al., 2006). QTL searches and Marker-Assisted
Selection (MAS) are increasingly important tools in genetic selection for animal breeding due to
the difficulty of doing directly Gene-Assisted-Selection (GAS). For an efficient QTL detection, a
genetic linkage map with a good level of saturation of molecular markers, adequate phenotypic

data and an appropriate statistical-genetic model are needed (Lynch & Walsh, 1998). The two
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multiplex reactions developed in this study include 18 linkage groups, which means that 70% of
LG of the gilthead seabream genetic map is covered, thus making this a powerful and
complementary tool to search QTLs. Even when considering every published gilthead seabream
multiplex (Launey et al., 2003; Brown et al., 2005; Navarro et al., 2008; Porta et al., 2010; Borrell
etal,2011; Vogiatzi et al., 2011), those reported in this study are the only multiplex reactions
whose marker’s location within the gilthead seabream genetic map are known.

Another application of microsatellite multiplexes is the reconstruction of familial relationships.
The correct inference of genealogy in genetic programs is critical to estimate genetic parameters
and to control breeders (Navarro ef al., 2009a). In selective breeding, it is extremely important to
obtain high and reliable assignment rates, as the cost of rearing and phenotyping candidates is high
and every non assigned fish represents a net loss (Vandeputte et al., 2011). The assignment power
of a multiplex reaction depends on the number of chosen markers and their level of
polymorphism. This has been traditionally determined by CEP, an extensively-used theoretical
parameter, although, according to Navarro et al. (2008) and Vandeputte ef al. (2011), in fish
breeding this value was overestimated when it was compared with the real assignment rate.
Vandeputte ef al. (2011) propose a new parameter: the Predicted Assignment Rate (Pall). In this
study, both parameters were estimated for the two multiplexes, suggesting that, when the number
of microsatellite markers is high, the CEP is close to the real value but the predicted assignment
rate underestimates the real value. On the contrary, when the number of microsatellite markers is
low, the CEP overestimates the real value and the Pall is more representative of reality. The
discrimination power of a multiplex may be influenced by the markers location on the genetic
map. All microsatellites of each multiplex of this study are situated in different linkage groups
which offer a significant advantage in paternity.

Navarro et al. (2008) reported that, at least, seven microsatellite markers were required to obtain a

100% success in paternity inference in a mass-spawning of 60 breeders, under industrial
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conditions, although they used ten. Vandeputte ez al. (2011) also advised to include a few excess
markers to guarantee the highest assignment rates under all circumstances. In this study, using the
two proposed 11-marker multiplexes separately for parentage assignment was also successful
(100% assignment in fish from ICCM and PMAR). The descendants from CSUR (only genotyped
by SMsal) did not reach a 100% assignment. That is due to two genetically similar breeders
(Marshall et al., 1998; Borrell et al., 2002) which had shared genotypes for six of the eleven
SMsal markers and participated in the two possible parent pairs of non-assigned individuals. It is
noteworthy that this broodstock is very numerous and that this problem is solved using the SMsa2.
Another possible cause of mismatches between parents and their offspring is the presence of null
alleles (Marshall et al., 1998). In this study, both multiplexes showed null alleles in the three
studied populations, even when they were specific markers (although, they had not been tested on
gilthead seabream). In this study, the marker D4 showed the highest null-allele frequency, which
is probably due to its large allelic size (Chapuis & Estoup, 2007). Nevertheless, the null-allele
identification was easily performed and did not affect multiplexes efficacy of parentage
assignment. When recognized, null alleles were manually recoded as recommended by Navarro et
al. (2008), and parental assignments were achieved without errors. In fact, these authors also
assigned 100% of descendants despite the presence of null alleles, thanks to the incorporation of
high number of microsatellite markers.

Another decisive factor in parentage assignment is genotyping error rate (Bonin et al., 2004;
McKelvey & Schwartz, 2004; Pompanon et al., 2005; Miquel et al., 2006). Error rates (Marshall
et al., 1998) obtained after both multiplexes genotyping were minimal (1% for SMsal and 0.5%
for SMsa2) given that markers had been previously evaluated. In addition, the error rates
decreased as more samples were genotyped (data not shown), due to the knowledge of the
morphology of the peaks. These initial error rates were closely similar to those reported by Borrell

et al. (2011) and lower than those reported by Castro et al., (2004). Moreover, they were obtained
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by broodstocks genotyping carried out in different laboratories, which reveals a great
reproducibility and consistency.

Standardized genetic tests are important for sharing information, combining datasets and assisting
with population management. The scientific community provides oversight of industry standards
pertaining to parentage and identification panels (Lipinski ef al., 2007). The International Society
for Animal Genetics (ISAG) provides the methodology backing this international standardization
by the Comparison Tests (CT). The aim of this test is to enable laboratories working on
immunogenetics, DNA and biochemical polymorphisms of animals to maintain high standards, to
have international agreement on nomenclature and typing procedures and to encourage research.
This test is developed using DNA samples previously analysed in different laboratories, which
share the results of verification of individual identification and parentage analysis (ISAG,
2001/02). In this study, 138 markers have been evaluated and two multiplexes have been validated
by following these recommendations. So, it has allowed us to propose a reproducible, uniform and
standardized gilthead seabream panel consisting of 22 microsatellites distributed in two
multiplexes. These constitute an efficient and robust tool for individual identification, pedigree
reconstruction and development of methodological tools for genetic improvement, and it will
support the first gilthead seabream genetic improvement program at Spanish national scale
(PROGENSA®, 2009). Also by following ISAG recommendations, this panel can be modified and
improved by substituting some markers for more adequate ones, changing colors or adding new

ones (Delghandi et al., 2003).
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Table 1. Microsatellite markers selected as adequate in this study: Internal code (IC), Loci names, loci accession
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number in GenBank (Accession), fluorochromes and primer sequences.

IC Locus Accession Redesigned forward primer sequence (5'—3')  Redesigned reverse primer sequence (5'—3')
5'6-FAM
B1 Cld-24-H DQ851306 AGATCCCTCACTGCAGCAAA gtHAGTCTGCATGTTTATATGAGAGCAA
B3 Gt57 DQ851386 CCTGACTCTTACCCCAGTCG gttAATTACTCCTGTGCTGCATTCTG
C1 Did-14-H DQ851338 CCTTGAAAAGGACACTCACTGATAG gttATCCCGCTGTCCGAATGA
Cc2 Fd-48-F  DQ851374 ATTACAGCCAGAGGACTGGAGAG gttTCAGAGAGAGTGTTCTTGTGTATCTG
C3 Eld-39-T DQ851367 GAACTGTGTGAGAGAGGACAGTTG GAAGGAAAAATTCTGATTGGAGTTC
Cc4 Saimbb16  AJ418652* ACCTGTTTCTTTGATTTGTTGC gtttCATAACAGCAGGATAGGTCAGACT
D2 Saimbb26  AJ418656* CAATGGCAAAAGCAATGG gttAAGTGACGACGCAGTGTGA
D4 P3 DQ851284 GAGGGGACACGTAAATTTGG gttAACAACAGTCAAATGCTGAGTTGT
E1 Bd-68-T  DQ851270 AGGGGCGTTTCAGGTTCT gttAGGTGAGTCCGTCAATCAGTGTAT
E3 Fd-81-F  DQ851377 GGCTGGACATGCTTTCATAGAT gttAGCGCTTGAAGATAAAACAACTCT
F1 Bt96 DQ851295 TCCAGCTTGGGATCAATAAAGTA GCTAGTTTTCCTGAAACAGTCATTT
F2 Cld-26-H DQ851307 ATGTGAAACAGAGTGGAAGAAAAAC gttAGACGACAGACAAAGACCACAGT
G2 Cld-03-F  DQ851301 ATGACTAAACATCACGTTCATGGAT gttAGCTCATGGCTAACTGTGTACTTTT
G3 Hd-23-T  DQ851391 TCTAACTTTCTTTGAGGTCCCTCTT GAGGACAAGCTGAAGTACGAGTC
HA1 P19 DQ851285 GGATCTGCAATATCCACAGTCAG gttCTGGATGCAAAGCTTTCTCTG
H2 Dd-56-F  DQ851326 GTAGTGCTGGAACAAGACCAAAAG gttt CGTCATCCAAAAATCTTTATCTCTC
12 Fd-78-H  DQ851375 CATTTACAGCTAATGCTCAGAGAAA GTGACTGAAGACAGGTATGAGCAC
J1 P96 DQ851292 CGCAATTAGAAGTAGGAGACTGG gttTGCCAGATGCAGGATGTAAG
J2 DId-24-T  DQ851343 AGAGAGCTTCACTGACCCTGAG GCTGAAAACGTGGTTTTGTTAGATA
J3 Bd-06-H DQ851259 GGCATCAGCAGCAACCAG gttAGGTAAATACCACCGCTGTCAC
K2 Dd-84-H DQ851331 GGGTGATGAATTCGTTGGAC gttTCCTCTTTCAGACACATTACTCACA
K3 Eld-13-H DQ851361 CTGACAAATCTGAAGATCTGAATACTG GATCCTCTGCTCATCCATCTG
5'NED
A5 Bt-14-F  DQ851293 AGCCGAGTACTTCTACTCCTCTGAT gtHAGTGAGGGCGGACAGATAAAG
B6 Dt23 DQ851346 ACACAACACACGATTACAGCAGA gttTCCATGTGAGATGTCACTCTATTTC
D6 Fd-42-T  DQ851372 TCCAAGAGTGTGAGCAGTCTAATCT gttt CAGGTCCAACCTGCTATCAATTA
E4 Bld-18-F  DQ851280 AGTGATGCGCTCTGGGTTTTA GTCTCTCAGCCTTTGAAGTGTTATC
E5 Ef6 AJ418667* AGAACAAATGAACTCAGCAACTTTC gttAGTCTCCTGTGTTTATGATGACTGC
E6 Sai21 AY322112**  TCAGAGCAGAGCTGTGATTGTAT gttACCGAAGCTGATTGTTAGTGTGAGT
F3 Saimbb25 AJ418675* AGGAAGATGACAGTGGAAACATTAG gttt CCCCTACCTTTTCTCTTCTAACTCA
G4 Cld-14-F  DQ851304 ATGTGAGTGCACACGTGGAG gttCCTGTCAGGTATATGAGAAGAACTAATG
G5 Gd-67-H  DQ851383 CAAGCTCAGGTGTAGCATTAGTCTT gttAACTGGTTAGGAGTGTTGCTAAATG
H4 B26b DQ851254 TTGACTTGACCCAATATCTCACTCT gttTCTCAGGTGACTAACAAGTGAACAG
H5 Hd-15-H  DQ851390 CTCTCTCATGCGCACTTTCTT gttCACTCCCTCTGATTTATGAGATGAT
14 Bd-08-F  DQ851260 GAGACAGCAGGTCGCTCATC GACAGAGACTAAAGCTCGACGAA
J8 Bd-48-T DQ851265 CAGGGAAACAACACAATGCTG gtTTCCGACAGGTTGTACATATATCAG
J9 Fd-46-T DQ851373 ATTTGACTTGATGATCAGCTGTG gTTTTCTGGAGTATGACTGAAAGACA
K7 Cld-65-H DQ851315 ATTTATACCACAGCTCAATGACACC gtTTCCTTCTCGTTTATGTAAGTCTGC
K8 SAI15 AY322110**  CTGTCTTTCTGTCCCTCACACTTAT gttCTCAGTTGAAGCATTCTGTAAAGTC
L7 Dd-57-T  DQ851327 ATCATTGTTCAGATAATGGGACAC gtTTCAAAATCTTTTGGTCTGTGC
M5 Ct27 DQ851320 GAGACAGAGAGGAAGAAAAAGGATT gttt CAATGCTACAAGCTGCCTCAG
M6 Fd10 DQ851370 ACCACTCAACAATGACAGGCTAGT GGGATCTGAAACATGAGAGAAGAC
M7 Saimbb20  AJ418655* GCTGTCTCTACGCTTTCAGCTC gttACTTTGCATTTCCCTGCCTAT
5'PET
A8 C90b DQ851299 ACAGAGTCAAGCAGCGGATAAC gttt CGACCTGCTGAGGAGAACA
A9 Ad-07-H  DQ851247 AGATTACTTAGTCCTAACTGTGGTAGTGA  gtttCTTCTTCTGTCTGTCCTTTCACG
B8 Hd-33-F  DQ851394 TGAGTCTACAAAGCCAGAACCA gttTAAGAGAATAAAGCTCTGCCTGTGC
c9 1d-39-H DQ851407 ACCAAACAGACAGCTGAAGGTTAC gttACATTTAGAAAAAGGGAGGATCG
C 10 Eld-38-F  DQ851366 TCTGAATAAAACATTGTCTGCAGTG gtttCTCAGACGGAGTATTTTTGGAACA
D9 Cld-44-T DQ851312 CTTTGACTCCTGACCTCTTAATCC gttCAGAGTCAGTTCCTTTCCTCTCTGT
D 10 SAGT26  Y17266** GGTTCAGTTTGGAGTATGTTTGAA gttTCAGCTATAGAGATGTCTGTGTTCTC
E8 Hd-70-H  DQ851399 TACACACACACTCTCTCTCTTCAGG gtATGGAAGAGGCAGGAATCTTTT
F4 P54 DQ851289 TGTCTCTCTATTGTCCTCTCTCCTC gttTGCACCTACAGCGGCATC
F5 1d-11-H DQ851402 GAATGTCTGTAATTGTTTGCGTGT GGTCAATTCAACATATCATCCATC
F6 Hd-25-F  DQ851392 AACGGTGTCCTCTATTTCCATTATT GCAGGAATTATCTATGTCTGCCTAA
G6 Cld-52-T DQ851314 GTAAATCCAACAATGTAGAGTGACG gttTCCTATTAACATGAATGAGGGTGTT
G7 Eld-11-H  DQ851360 TGAAAATCACACAACTGGATGC gttAGAGAGCAGAAGAAGAGACGAGTTA
H6 DId-09-F  DQ851336 TATTAGCGCGTAAATGTAGGTTCTT gttCTGACAAGAGGCTGACAGGAG
H7 DId-07-H DQ851335 CGACAACAGTCAGGAGTAACAGAT GCCTGGTCACCCTGAAAC
15 Cld-71-T  DQ851316 GCGGTGAAGACTACCTTGAATACTA GTGTGTTGACAGAAAATGTACAGGA
16 Bd-58-F  DQ851267 GGGATAATAACCTGTAAGTGAGCAA gttt CAATGTTCCCACTCACATCC
J10 Cld-11-T  DQ851303 CGTGTGAAGTTGTGTTAAGTTGTG GATGGACACGGTGGTTTAACA
J 1 Ad-54-F  DQ851243 GTGCATTCAATTGACAGAAAGAGAT gttCAACAGTGTCATTGTGCTGGAG
L1 DId-16-F  DQ851339 GTTGTAGATCGGAGTGTGATAACG gttTGCTCCGAGTAAGCCATATGTA
M9 Hd-45-F  DQ851396 ACATACACCAGGCAGGCATAG GTTGGAAATAGCATTTGGGACTT
5'VIC
A11 Dd-16-T  DQ851323 ACACACATTTAGGGCACCATATC gtHAGATTGCGGAAGAAGTATGAGAGAC
A12 Ad-12-F  DQ851239 GAGCCATTTCAGTTTTTATTGGTTC GCCATCCAGCTGGTCCTC
Cc12 Dt47 DQ851347 TGCCTCTCTTTCACTCACTTCTC GCACATTGCTCCACACAGAG
D11 Cld-29-T DQ851308 GCTCAGCACTACTTTAGTGTTTTGG gttCTGCAGGGAGGAAACAAGAC
D12 Eld-41-H DQ851368 GATTCCCATCGTTTGTAAAGTTGAT GAGGACGACCTCAACCTCATAC
D13  Saimbb18 AJ418632* GTCAGTGATGACATACAGATCACCT gttAGTTCAACTTAAAAAGGGCAGAGTT
EQ Fd-92-H  DQ851379 TAGAGAAAGGCATTTTGTCAATGAG GCATCAGACAGACGGGTACAGT
F7 Hd-77-F  DQ851400 CATGTGTTGTTTGTTTGTCAGAGTG gtttCAACATACATGCATACTGAGGAAAG
G9 DId-31-H DQ851345 AACAAACAGCGTTGTCTCAGAAC GAAACCTAAGGCCTCATTTGG
H8 P60 DQ851290 ATGCTGACATAACACAATGTAGCTC GAGAAGTGAGGGGATACCTGAG
17 Fd-90-H  DQ851378 CAGACTGAGGAGATGGAGGAGAC gttAGACTCTGTGTTTGGTACAGCAGAT
18 B13b DQ851252 ATGACAGTGTTTGAGCTCAGTGTTA gttCCTGCATTCCAGCTTCAGAT
19 At37 DQ851250 GGTTAGGGTAATCAGAAATGCAATG gttCTTCTCCAGTCACGATCAATAAAG
K4 Eld-08-H DQ851358 CTGTTGACGTGGTACTGAATACATC GGAAAGTTCTGAAAGAATAAGAACC
K6 B82b DQ851257 GCAGAGCAGTGGAAGCAAG gttTCCCCTCTCCTGTGTCTTTTACTA
M3 Bld-04-F  DQ851276 GATCTCATTATGACGGATCATTAGC gttATCTTTGTCCGCATGTTTCAC
M4 DId-22-F  DQ851342 GGTCAGATAGTTCAGTCATGGATTC gttCTCCCCTCTACCTCCCAATAAGT

All markers were originally described by Franch et al. (2006), except those indicated with an asterisk (Argyrokastritis et

al., 2002), two asterisks (Brown et al., 2005) or three asterisks (Batargias et al., 1999).
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a8

52 Figure 1 Potential genotyping errors during the process of peak scoring: according to peak scoring; a) inadequate
53 amplification, b) long allele dropout, c) unclear banding pattern, according to allele calling, d) intermediate alleles.
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