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detectaron 10 reproductores con contribución preferencial hacia descendientes con 

crecimiento rápido (fenotipo de interés productivo) y 15 hacia lento. Asumiendo que bajo 

contribuciones preferenciales hacia fenotipos opuestos subyacen componentes genéticos 

diferentes, la selección de individuos que contribuyan a potenciar el fenotipo de interés 

conllevará una mejora genética. Asimismo, la comparación genética de individuos con un 

componente genético hacia fenotipos opuestos, resulta útil para la identificación de variantes 

genómicas asociadas al carácter.  

La detección de estas variantes genómicas se ve favorecida por el conocimiento previo de los 

genes implicados en el control del carácter, razón por la cual la primera parte del Capítulo III se 

dirige a la búsqueda de genes candidatos para el carácter “calidad de huevo”. En esta ocasión, 

para 11 de los 16 genes analizados por qRT-PCR, se observó un patrón de expresión propio de 

genes maternales. Debido al papel crucial que los ARNm maternales juegan sobre la calidad de 

huevo, estos 11 genes constituyen indicadores potenciales para el carácter. La segunda parte de 

este capítulo describe la caracterización del gen transferrina (Tf), un gen multifunción 

propuesto en numerosas especies como candidato para resistencia a enfermedades y 

crecimiento. A partir de su secuenciación se obtuvo una estructura altamente conservada 

respecto a otras especies de peces, compuesta por una región no codificante de 5.495pb (16 

intrones) y una región codificante de 2.076pb (17 exones) de la que se deduce una proteína de 

691aa. La caracterización de Tf se completó con un análisis de expresión génica a través del cual 

se refleja una expresión constitutiva dependiente de tejido y ontogenia. 

 Buscando esa conexión variante-carácter, el Capítulo IV  se dedica a la búsqueda de 

marcadores SNPs asociados a crecimiento. A partir del análisis de la secuencia de 11 genes 

candidatos para crecimiento en 30 individuos, se generó un panel final compuesto por 164 SNPs 

y 3 polimorfismos de longitud intrónica (ILPs). Para determinar la existencia de una asociación 

marcador-peso corporal, se genotiparon 2 ILPs y 41 SNPs en 53 reproductores y 389 

descendientes procedentes de dos lotes de cultivo, y se infirió el diplotipo de cada individuo. 

Finalmente, el análisis estadístico estableció para los diplotipos GCDT/GCDT del gen PRL, 

DGG/DGG del gen MyoD-1 y ACA/CCA del gen MyoD-2, una  asociación significativa con el peso 

corporal, por lo que el análisis de estos 10 marcadores podría resultar de interés en futuros 

programas de selección asistidos por marcadores moleculares (MAS) o genes (GAS). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

RESUMEN (en Inglés) 
 

 
Leaving behind the concept of complementary secondary activity to fishing, aquaculture has 

evolved into an indispensable productive sector to meet the current demand for food. However, 

despite its large expansion, the future stability of the sector requires improvements to achieve 

a more favorable cost/benefit balance. Thus, the management plan based on genetic criteria is 

a useful tool to enhance productivity. In this context, the present doctoral dissertation addresses 

different topics of interest for the genetic improvement of gilthead sea bream (Sparus aurata), 

one of the most important aquaculture species in the national and European market. 

Given the importance of achieving a reproductive control that promotes a long-term stability 

of the fish culture, the Chapter I shows how, from the microsatellite parentage analysis carried 

out from spontaneous mass spawning, the reproductive dynamics in captivity of gilthead sea 

bream leads to a rate of inbreeding (ΔF) higher than expected, jeopardizing the viability of the 

culture. Nevertheless, the monitoring over time of this dynamics suggested that the unification 

of offspring from independent spawning event, as well as, the reproductive management based 

on a temporal division of the standard broodstoock (N≥40) in mini-broodstocks (N≈8) should be 

considered strategies of interest to minimize the generated ΔF. 

Underlined the importance of the inbreeding control on the future of fish farming, the 

remaining chapters are based on the increase of productivity through genetic improvement of 

productive traits.  

Chapter II deals with the identification of breeders carriers of a favourable genetic component 

related with a certain phenotype, key information to accelerate the response to selection. Two 

broodstocks and their offspring collected from a single spawning event and divided into fast- 

and slow- growth groups were genotyped using microsatellite loci. Through parentage 

assignment testing, breeders with significantly different contribution to the fast- (10 breeders) 

and to the slow- (15 breeders) growth progeny groups were identified. Assuming that different 

genetic components are hidden after this differential parental contribution, the selection of fast-

growth (phenotype of productive interest) progeny as future breeders will lead to genetically 

improved culture. Additionally, genotype comparison of breeders with preferential 

contributions to opposite phenotypes facilitate the identification of genomic variants linked to 

traits. 

The detection of these variants is enhanced by the previous knowledge of the genes involved 

in the trait control. Based on this, first part of Chapter III is focused on the search of candidate 

genes for egg quality On this occasion, 11 out of 16 genes analyzed by qRT-PCR showed a 

characteristic gene expression pattern pinpointing to the possible function as maternal genes. 

According to the crucial role of maternal mRNAs in egg quality, these 11 genes may function as 

 
 



 

indicators for this trait. The second part of the chapter describes the characterization of 

transferrin gene (Tf), a multi-functional gene which has been proposed as candidate gene 

disease resistance and growth in diverse species. Gene structure obtained via PCR consisted of 

a coding region of 2076 nucleotides divided into 17 exons, and no-coding region that includes 

16 introns and spans 5495 nucleotides. The deduced Tf protein is composed of 691 amino acids 

and consists of an initial peptide and two lobes. This gene and protein structure is similar to 

those previously described in other species. Gene characterization was completed with 

expression analysis in 7 different tissues from two developmental stages (pre-ongrowing and 

adult) which showed tissue- and stage-specific Tf pattern. 

On the search for that variant-trait connection, Chapter IV is based on the identification of 

SNPs markers associated with body weight. A final panel of 164 SNPs and 3 Intron Length 

Polymorphisms (ILPs) were designed from the sequence analysis of 11 candidate growth genes 

in 30 unrelated individuals. The putative existence of marker-body weight associations was 

determined through genotyping of 2 ILPs and 41 SNPs in 53 breeders and 389 offspring from 

two broodstocks. Genotyping data were used to determine the diplotype configuration 

(maternal and paternal haplotype) of each individual. Finally, the diplotypes GCDT/GCDT, 

DGG/DGG and ACA/CCA in PRL, MyoD-1 y MyoD-2 genes, respectively, were significantly 

associated with body weight. These results suggest that these 10 markers should be considered 

as potential markers for marker (MAS) or gene assisted selection (GAS) in future breeding 

programs. 
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1.1. Importancia del sector acuícola: la dorada como especie de interés 

Desde su origen en 1950 como una actividad socio-económica relevante, la acuicultura, 

entendiendo como tal el cultivo de organismos acuáticos con técnicas encaminadas a hacer más 

eficiente su producción, ha experimentado a nivel mundial un crecimiento continuo (Figura 1), 

con una velocidad de progresión superior al resto de los sectores de producción de alimentos 

de origen animal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El motor que mueve esta rápida expansión se fundamenta en la limitación que presentan 

los recursos naturales como fuente de alimento, incapaces por si solos de hacer frente a la 

demanda mundial generada por una población humana en continuo crecimiento. 

Concretamente, los últimos datos estadísticos presentados por la FAO (Marzo de 2013) 

registraron para el año 2011 un incremento de la producción mundial acuícola animal del 6,2% 

respecto al año anterior, y prevén que dicha intensidad de crecimiento se mantenga estable 

durante el año 2012 (próximo informe de la FAO Marzo de 2014). No obstante, el dato que 

quizás mejor representa la importancia que ha adquirido el sector acuícola reside en que hoy 

en día más de la mitad de los productos acuáticos consumidos por la población mundial 

proceden de las granjas de cultivo (APROMAR, 2013). Por lo tanto, actualmente sería erróneo 

catalogar a la acuicultura como una actividad meramente complementaria a la pesca, ya que 

constituye un recurso alimenticio capaz de suministrar alimento de calidad en forma oportuna 

y estable. 

A nivel mundial, el continente asiático se sitúa como la principal potencia acuícola 

animal, generando el 88% de la producción, seguido de forma muy distante de América y 

Europa, responsables respectivamente del 4,7% y 4,3% (FAO Fisheries and Aquaculture 

Figura 1. Evolución de la producción acuática (pesca y acuicultura) mundial 
durante el periodo comprendido entre los años 1950 y 2010 (gráfico modificado 
del informe APROMAR, 2013) 
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Department, 2013). Tal y como se observa en la Tabla 1, 

dentro del conjunto de países productores que 

conforman el Top-20 (responsables del 95% de la 

producción mundial acuícola animal) el 65% 

corresponde a países asiáticos, ocupando China un 

destacando puesto número uno; mientras que Europa 

solamente se encuentra representada por dos países, 

Noruega y España, cuyos valores de producción resultan 

entre 6 y 142 veces por debajo de la producción china, 

respectivamente (FAO Fisheries and Aquaculture 

Department, 2013).  

Aunque la acuicultura animal es muy diversa e 

incluye tanto peces, moluscos, crustáceos, como otro tipo 

de invertebrados, su principal actividad se centra en el 

cultivo de peces, la cual actualmente representa dos 

tercios de la producción acuícola mundial animal y 

engloba 346 especies (FAO Fisheries and Aquaculture Department, 2013).  

Si bien a lo largo de la última década el cultivo de peces ha doblado su producción 

mundial, dentro de la Unión Europea su desarrollo se ha visto seriamente retraído resultando 

necesario realizar una evaluación y mejora de la política pesquera común, creando un plan 

estratégico de actuación enfocado a los aspectos social, económico y ambiental, con la finalidad 

de desarrollar una acuicultura sostenible que obtenga un mayor aprovechamiento de la 

idoneidad de los recursos naturales (grandes extensiones de costa con ambientes propicios 

para el cultivo) y del apoyo científico-tecnológico que poseen sus regiones (APROMAR 2013; 

UICN, 2010).  

Dentro del contexto acuícola marino europeo, la dorada (Sparus aurata, L.; perteneciente 

a la familia de los espáridos) es considerada la especie más importante, tanto por su volumen 

de producción como por su valor económico, seguida por la lubina (Dicentrarchus labrax) y el 

rodaballo (Scopthalmus maximus) (APROMAR, 2013). Como se puede observar en la Figura 2, 

el cultivo de dorada se extiende principalmente entorno a la región mediterránea, 

posicionándose Grecia, Turquía y España como países productores de referencia para la 

especie, generando en su conjunto más del 70% de la producción total. En España, las 

comunidades autónomas donde se realiza cultivo de dorada son por orden de importancia: 

Comunidad Valenciana, Región de Murcia, Islas Canarias, Cataluña y Andalucía, cuyas 

condiciones ambientales resultan especialmente óptimas para la especie. Preferentemente, la 

Tabla 1. Top-20 de los países con 
producción acuícola animal (tabla 
tomada del informe global FAO 2013). 

Producción 
(toneladas)

1 38.621.269
2 4.573.465
3 2.845.600
4 2.718.421
5 1.523.759
6 1.138.797
7 1.008.049
8 986.820
9 954.845

10 816.820
11 767.287
12 629.309
13 556.761
14 507.052
15 396.841
16 314.363
17 308.900
18 287.076
19 271.961
20 247.262

59.474.657
3.225.644

62.700.300

Filipinas

Principales paíse 
productores

China
India
Vietnan
Indonesia
Blangladesh
Noruega
Tailandia
Egipto
Chile
Myanmar 

Producción Mundial

Brasil
Japón
República de Corea
EEUU
Taiwan
Ecuador
Malasia
España
Irán

Producción Total (top-20)
Paises Restantes
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obtención de individuos de dorada de talla comercial se realiza a través de un sistema de 

engorde basado en jaulas marinas flotantes situadas cerca de la costa, el cual supone frente al 

sistema de cultivo intensivo en tierra, una reducción importante en los costes de producción 

asociados a las infraestructuras necesarias y a su correspondiente mantenimiento (García 

García y col., 2002). No obstante, en la región sur de la península también existen sistemas 

productivos en esteros que realizan una técnica de engorde natural complementada con 

piensos de calidad, utilizando estanques naturales o artificiales de agua salada en los cuales se 

permite la entrada/salida de agua durante las mareas al tiempo que se impide la salida de los 

peces.  

 

A nivel nacional, aunque existe una actividad pesquera que suministra al mercado 

individuos silvestres de dorada, las granjas de cultivo son las encargadas de producir una 

comercialización estable de la especie, representando el 92,4% del volumen de dorada 

consumido (APROMAR, 2013). Para hacer frente a los elevados niveles comerciales de dorada, 

su industria requiere previamente de una producción de alevines intensa, la cual se realiza 

siempre en granjas terrestres bajo condiciones de cultivo controladas (temperatura, 

fotoperiodo, salinidad, etc.). Debido a la fuerte influencia que poseen algunos factores 

ambientales como la temperatura y el fotoperiodo sobre la activación del periodo 

reproductivo, la manipulación de estos factores permite a las empresas productoras de 

alevines reemplazar el periodo reproductivo que presenta la dorada de forma natural (periodo 

único anual comprendido frecuentemente entre los meses de octubre a diciembre), por un 

sistema de lotes reproductores cuyo periodo de desove se organiza en diferentes épocas a lo 

largo del año, facilitando así un suministro continuo a los mercados (Castelló, 1993). Sin 

embargo, a pesar de que la producción de alevines muestra actualmente una tendencia 

Figura 2. Distribución actual de países productores de dorada según datos del informe APROMAR 2013. De 
acuerdo a los datos de APROMAR correspondientes al año 2012, Grecia, Turquía y España registraron 
producciones de 68.000t, 40.000t y 19.430t, respectivamente. 

   Países productores 
   Países con mayor producción 
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creciente respecto a los últimos años, sus niveles (54,9 millones de unidades) resultan todavía 

insuficientes para suplir las necesidades exigidas por la producción anual de dorada, obligando 

al sector nacional a importar de otros países aproximadamente el 30% del volumen de alevines 

requerido (APROMAR 2013).  

 

1.2. La genética como herramienta para potenciar la eficiencia de los cultivos acuícolas 

Los actuales niveles de producción de dorada de crianza permiten un abastecimiento 

continuo de la especie en los mercados a un precio de venta económico [≈5,0 €/kg según los 

datos ofrecidos por el mercado de abastecimientos de Barcelona SA (www.mercarbana.es) 

para el periodo comprendido entre el 1/01/2013 y el 31/12/2013, en territorio nacional], 

permitiendo al consumidor acceder con facilidad a un producto alimenticio de calidad. Sin 

embargo, desde el punto de vista industrial la percepción de la situación es muy diferente, ya 

que los elevados niveles de producción desencadenan una gran competencia entre las 

empresas del sector que deriva en una importante caída de los precio del mercado, ocasionado 

a las empresas un margen de beneficios limitado (el coste medio de producción se estima entre 

3,80 y 4,30 euros/kg; APROMAR 2012). Por consiguiente, para que el cultivo de dorada se 

convierta en una actividad económicamente sostenible, las empresas precisan de mejoras en 

la eficiencia de sus cultivos que les permitan realizar una correcta gestión de la biología de la 

especie y les conduzca a la obtención de una producción más rentable. 

 Ante este reto, la genética se presenta como una herramienta de gran potencial, pues se 

ha estimado que la utilización de lotes reproductores mejorados genéticamente para 

caracteres de interés productivo, pueden contribuir a una reducción del 50% de los costes de 

producción (Gjedrem y col., 2012). 

 

1.2.1. Creación y manejo de lotes reproductores 

El éxito de cualquier programa reproductivo dirigido hacia una mejora genética de los 

individuos se fundamenta en la selección reproductores “óptimos”, caracterizados por poseer 

niveles de variación genética suficientemente elevados para producir una respuesta estable en 

el tiempo a la selección aplicada (Falconer y Mackay, 2001; Borrell y col., 2007). De esta 

manera, la selección de los individuos maduros que fundarán el lote reproductor constituye un 

proceso indispensable para poder obtener con éxito individuos mejorados genéticamente 

(Moav y Wohlfart, 1976; Hulata y col., 1986).  

Dentro de los diferentes tipos de marcadores moleculares disponibles a nivel de ADN, 

los loci microsatélites o repeticiones en tándem de fragmentos genómicos de pequeña longitud 
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(entre 1 y 6pb), gracias a su amplia distribución genómica (aunque se pueden localizar en 

cualquier punto del genoma, poseen una mayor predisposición a localizarse dentro de regiones 

no codificantes), abundancia, carácter multi-alélico, herencia mendeliana, codominancia, tasa 

de mutación elevada y alta conservación entre especies cercanas (Chistiakov y col., 2006), se 

han convertido en la herramienta utilizada por excelencia para determinar la diversidad 

genética existente entre individuos, y garantizar que el programa reproductivo planteado fija 

sus bases desde el punto de vista genético sobre una población ideal (Brown y col., 2005a; 

Borrell y col. 2007; Vogiatzi y col., 2011; Loukovitisy col., 2012). Reflejo de la gran utilidad de 

estos marcadores, el número de loci microsatélites identificados en dorada asciende 

actualmente a más de 1.000 secuencias (Vogiatzi y col., 2011; Calduch-Giner y col., 2013). 

Por otro lado, cualquier programa reproductivo efectivo además de requerir partir de 

valores de diversidad genética elevados, precisa de un manejo adecuado del cultivo que 

maximice la conservación de la variación genética inicial a través de las generaciones. Para 

conseguir este segundo objetivo, se debe evitar en la medida de lo posible la endogamia (F) o 

cruzamiento entre individuos emparentados, ya que a nivel genético este fenómeno actúa 

aumentando la similitud entre individuos (aumenta la homocigosis) a la vez que disminuye la 

diversidad genética (disminuye la heterocigosidad) inicial, restringiendo así la capacidad de 

respuesta de las nuevas generaciones a la selección aplicada, y por tanto, a su mejora. Además, 

la presencia de altos niveles de endogamia en un cultivo (F≈0,25) arrastra con frecuencia a la 

depresión endogámica, la cual disminuye la eficacia biológica de los individuos 

compromietiendo su fisiología (aparición de deformaciones, reducción en la tasa de 

crecimiento y supervivencia) y/o su capacidad reproductiva (reducción de la fecundidad, 

producción de huevos de menor tamaño y disminuciones en tasa de eclosión larvaria) 

(Dunham, 2004; Fjalestad, 2005). 

Debido a la correlación inversa que se establece entre el incremento de endogamia (ΔF) 

y el número de reproductores que desde el punto de vista genético contribuyen al 

establecimiento de la nueva generación (tamaño efectivo o Ne) [ΔF= 1/2Ne (Falconer y Mackay, 

2001)], la presencia de endogamia dentro de un programa de selección se plantea como un 

hecho inevitable, pues es el propio proceso selectivo quién, a través de sus cuellos de botella, 

propicia su aparición. Sin embargo, aunque la aparición de endogamia no se pueda evitar, sus 

efectos se pueden limitar mediante la adquisición de un conocimiento y control exhaustivo de 

la reproducción de la especie. 

El manejo que indiscutiblemente posibilita el mayor control sobre la reproducción se 

basa en el establecimiento de cruzamientos dirigidos macho-hembra, donde el acuicultor 

diseña esquemas de cruces individuales específicos con la finalidad de generar familias 
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concretas, evitando así el cruzamiento no deseado entre individuos emparentados. Este 

sistema requiere que cada una de las líneas descendientes obtenidas se mantenga aislada del 

resto en un compartimento independiente hasta que sea posible proceder a un marcaje físico 

que no afecte al crecimiento y a la mortalidad de los individuos; por ejemplo, en dorada se 

establece que utilizando el sistema de marcaje PIT (Passive Implant Transponder) los alevines 

pueden ser marcados óptimamente una vez alcanzado un peso corporal de al menos tres 

gramos (Navarro y col., 2006).  

Si a la capacidad de realizar cruzamientos específicos, se le añade la elevada fecundidad 

que presentan algunas especies como la dorada cuyas hembras son capaces de liberar entre 

20.000-80.000 huevos al día durante un periodo de tiempo de aproximadamente cuatro meses 

(Colloca y Cerasi, 2005), las familias aislada tenderían a estar representadas por un elevado 

número de descendientes, lo cual permitiría estimar con precisión los parámetros genéticos 

(valor reproductivo de los individuos, heredabilidad y establecimiento de correlaciones 

genéticas entre caracteres) necesarios para direccionar los procesos de selección de forma 

mucho más efectiva.  

Pese a la aparente idoneidad de este manejo reproductivo, y a pesar de que se ha logrado 

obtener cruzamientos individuales viables en dorada (Knibb y col., 1997), la baja eficiencia de 

su producción unida a los elevados costes que subyacen especialmente tras las exigencias de 

infraestructura derivadas del mantenimiento independiente de los individuos, hacen que su 

instauración bajo condiciones industriales resulte impracticable para esta especie acuícola. Por 

ello, las granjas de dorada se ven obligadas a utilizar un modelo reproductivo basado en la 

creación de lotes de cultivos cuyo tamaño censal suele oscilar entre los 40-60 individuos 

(guardando generalmente en una relación de sexos 2:1 a favor de los machos) donde se simula 

una reproducción “natural” que proporciona a las empresas niveles de producción adecuados, 

a un coste mucho más reducido. Este modelo, aunque permite una reducción en los costes de 

producción, limita al acuicultor la capacidad de control sobre el proceso reproductivo, ya que 

en ningún momento se dirigen los cruzamientos que se establecen entre los reproductores 

(dentro de cada tanque las hembras maduras desovan libremente y de forma conjunta 

mediante puestas masales intermitentes, al tiempo que los machos compiten entre sí por 

fecundar los huevos producidos), ignorando con ello el grado de contribución de cada 

reproductor a la puesta, así como las relaciones de parentesco existentes entre los 

descendientes. Por lo tanto, ante esta situación, resulta imposible estimar de forma directa el 

ΔF producido en cada generación. 

No obstante, el vacío de información familiar ocasionado por este sistema de manejo, se 

puede suplir gracias a una combinación eficaz entre el marcaje físico y genético de los 
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individuos. Concretamente, se asume que la información derivada de un conjunto de 10-20 loci 

microsatélites polimórficos, a pesar de representar una porción mínima de la variación 

existente entre individuos, es suficiente para asignar con alta probabilidad y un éxito superior 

al 95%, una única pareja parental a cada descendiente (Wenne y col., 2007). En el caso concreto 

de dorada, se dispone de una amplia documentación que certifica el elevado poder resolutivo 

que posee este tipo de marcadores para reconstruir las relaciones de parentesco (Batargias y 

col., 1999; Launey y col. 2003; Brown y col., 2005b; Castro y col., 2007; Borrell y col., 2007; 

Loukovitisy col., 2012). No obstante, pese a la valiosa información proporcionada por los loci 

microsatélites, su aplicación a nivel industrial se ve frenada por el coste económico que 

ocasiona el genotipado independiente de cada uno de los individuos, resultando 

imprescindible generar una herramienta de genotipado de elevada eficacia y manejo sencillo, 

que proporcione la información necesaria en una forma fácilmente inteligible al menor coste 

posible. De acuerdo a este requerimiento, diversos estudios han centrado su objetivo en el 

desarrollo de sistemas de genotipado simultáneo que combinan un número variable de loci 

microsatélites (Launey y col., 2003; Brown y col., 2005b; Navarro y col., 2008; Porta y col., 

2010; Lee-Montero y col. 2013). Entre las diferentes propuestas, se destaca por su gran 

aproximación al concepto de herramienta de genotipado óptima que demanda la industria, el 

sistema propuesto recientemente por Lee-Montero y col. (2013), basado en la combinación de 

22 loci microsatélites (localizados exclusivamente en regiones no-codificantes) distribuidos 

equitativamente en dos reacciones de PCR mútiplex (SMsa1 y SMsa2), propuesto ante la 

Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG) para su aceptación como panel de 

marcadores microsatélites de uso internacional para dorada, y cuyo objetivo principal se 

destina a facilitar la comparación de las bases de datos generadas entre las diferentes empresas 

y centros de investigación.  

Por otro lado, aunque su uso todavía no está muy extendido, los SNPs o polimorfismos 

de un solo nucleótido (Single Nucleotide Polymorphism) presentan un futuro prometedor 

dentro de la acuicultura moderna. Este tipo de polimorfismo hacen referencia a mutaciones 

puntuales del genoma que aparecen alternativamente ocupadas por al menos dos nucleótidos 

distintos con una frecuencia en la población igual o superior al 1% (Vignal y col., 2002). No 

obstante, aunque inicialmente cualquier posición del ADN sería susceptible de ser ocupada por 

cualquiera de los cuatro nucleótidos posibles, los SNPs muestran preferentemente un carácter 

bi-alélico. Además de las sustituciones nucleotídicas, a nivel práctico dentro del concepto de 

SNPs comúnmente se integran también pequeñas inserciones y deleciones. Los SNPs son 

marcadores moleculares de última generación que comparten con los loci microsatélites las 

características de herencia mendeliana, codominancia y amplia cobertura del genoma (Vignal 
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y col., 2002). Sin embargo, los SNPs presentan una densidad genómica mucho más elevada, 

atribuyéndoles por ejemplo hasta el 90% del polimorfismo existente en el genoma humano 

(Collins y col., 1998). Otra ventaja de los SNPs es su fácil combinación para generar sistemas 

con alta capacidad de genotipado simultáneo, existiendo plataformas de genotipado de 

capacidad media como ILPEXTM Gold MassArray® (Sequenom) que permite analizar 

simultáneamente hasta un máximo de 36 SNPs por individuo, o bien, plataformas de alta 

capacidad como la ofrecida por la tecnología AxiomTM Genotyping Taqman OpenArray (Applied 

Biosystem) que posee una capacidad de análisis entre 1.500 y 2,6 millones de SNPs 

(www.cegen.org). Además, a estos marcadores se les asocian otras dos ventajas importantes, 

la primera de ellas un bajo porcentaje de errores de genotipado, y la segunda, que sus ensayos 

son fácilmente transferibles entre laboratorios (Anderson y Garza, 2006). Al igual que todos 

los marcadores, los SNPs también tienen su desventaja, y reside principalmente en el limitado 

poder resolutivo que de forma independiente ofrece cada SNP. Para compensar este déficit 

informativo de SNP por locus, y poder así generar una herramienta de genotipado de SNPs con 

una eficacia resolutiva equiparable a la proporcionada por loci microsatélites, se propone 

trabajar siempre con un número de SNPs superior al número de loci microsatélites necesarios, 

pero ¿cuántos SNPs son realmente suficientes? (Smouse, 2010). Dando respuesta a esta 

cuestión, Santure y col. (2010) y Fernández y col. (2013) estimaron que en general para la 

adquisición de un poder de exclusión similar al obtenido con un locus microsatélite se precisa 

de media la combinación de 2-3 SNPs. Sin embargo a nivel práctico, a la hora de inferir las 

relaciones de parentesco las características de los individuos analizados pueden demandar el 

empleo de un número de SNPs superior a la media estimada por los anteriores autores (Hauser 

y col., 2011; Trong y col., 2013).  

Gracias al desarrollo tecnológico, la actual disponibilidad de técnicas de genotipado 

masivo capaces de analizar un elevado número de SNPs a bajo coste (≈0,02-0,30€/SNP, 

depende de la tecnología utilizada y del número de SNPs analizados: a mayor número de SNPs 

analizados, menor coste por SNP), hace que la necesidad de generar paneles de genotipado 

amplios que incluyan un extenso número de variantes, se convierta en una desventaja de 

impacto mínimo, situando con ello a los SNPs, junto a los loci microsatélites, en una posición 

preferencial para promover el uso de marcadores genéticos en la industria acuícola.  

En el caso de la dorada, a diferencia de los loci microsatélites, la información referente a 

los SNPs hasta el momento es bastante limitada, encontrándose disponibles solamente dos 

paneles SNPs, el primero de ellos compuesto por 76 variantes localizadas en 36 secuencias 

genómicas independientes no anotadas (Cenadelli y col., 2007), y el segundo por 59 variantes 

anotadas a partir de ESTs (secuencias expresadas, Expresión Sequence Tag) (Parati y col., 
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2012), a los que se suman un pequeño número de SNPs descritos de forma independiente en 

diferentes genes de función conocida (Nadjar-Boger y Funkenstein, 2011). No obstante, 

atendiendo simplemente a la gran cantidad de recursos genómicos depositados actualmente 

en la base de datos del NCBI [1.583 secuencias nucleotídicas; 79.216 ESTs y 92.468 GSS 

(secuencias reconocidas del genoma, Genome Survery Sequences), con fecha 25.11.2013] se 

augura para dorada un rápido e inminente desarrollo de este tipo de marcadores. 

Gracias a la información derivada de los marcadores genéticos, la reconstrucción de las 

relaciones familiares dentro del conjunto de descendientes procedentes generalmente de un 

único día/evento de puesta ha permitido establecer que bajo condiciones de cautividad los 

cultivos cuya reproducción transcurre a través de un sistema de puestas masales conjuntas, 

presentan una propensión a la reducción en número de reproductores que contribuyen a la 

siguiente generación respecto al tamaño censal del lote (Brown y col., 2005b; Fessehaye y col., 

2006; Piñera, 2009; Porta y col., 2010). De acuerdo a las estimas clásicas de tamaño efectivo 

para una población: 

Ne=4(Nh+Nm)/(Nh*Nm) ( Falconer y Mackay, 2001) 

donde Nh y Nm representa respectivamente al número de hembras y machos que se reproducen 

y dejan descendientes, el cultivo de estas especies predispone a valores reducidos de Ne 

(Ne<N), quedando expuesto a la aparición de una tasa de incremento de endogamia superior a 

la estimada inicialmente por el acuicultor. Curiosamente, mediante esta estima clásica de Ne, 

también se deduce que, en contra del pensamiento general, la existencia de una relación de 

sexos macho:hembra asimétrica repercute negativamente sobre Ne, mientras que el 

mantenimiento de una proporción lo más cercana posible al equilibrio (1:1) tiende a 

maximizar su valor. En este sentido, cabe destacar que la dorada, al igual que otros espáridos, 

presenta un hermafroditismo proterándrico (Zohar y col., 1978) el cual predispone de forma 

natural al desequilibrio entre sexos favoreciendo que a lo largo de tiempo los lotes 

reproductores tiendan a mostrar un déficit de machos y una acumulación de hembras. 

Concretamente, este tipo de hermafroditismo se característica porque todos los individuos 

inicialmente nacen bajo la condición sexual masculina pero alcanzado un momento 

determinado de su vida, se asume que debido a factores sociales y hormonales (Zohar y col., 

1984), la inmensa mayoría sufre un proceso de reversión sexual basado en un desarrollo del 

tejido ovárico y una reabsorción/re-estructuración de las espermatogonias (Sadovy de 

Mitcheson y Liu, 2008) que les transforma definitivamente en hembras maduras. 

Normalmente, aunque es difícil de estimar con precisión, se acepta que en los machos la 

maduración sexual ocurre una vez alcanzados 20-30cm de longitud corporal 
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(aproximadamente a los 2 años de edad) y en las hembras a los 33-40cm (a los 2-3 años de 

edad) (Colloca y Cerasi, 2005). De esta manera, la capacidad de los individuos para actuar en 

un primer periodo reproductivo como machos activos, y posteriormente comportarse como 

hembras maduras, puede comprometer en mayor medida el tamaño efectivo de los lotes 

respecto a especies no hermafroditas. Por lo tanto, la condición biológica de hermafrodita 

proterándrico, supone una complicación añadida al manejo del cultivo, obligando a los 

acuicultores a renovar anualmente entre el 5 y 20% de sus individuos reproductores (Sola y 

col., 2006). 

Por otro lado, además de la tendencia a la reducción en número de reproductores que 

toman parte en la puesta, en los estudios anteriormente citados, el establecimiento de pedigrís 

desveló que los reproductores participantes tienden a su vez a mostrar un éxito reproductivo 

diferente, contribuyendo a la nueva generación con un número de descendientes muy dispar. 

A diferencia de las estimas clásicas de Ne, formulaciones más complejas como las propuestas 

por (1) Chevasssus (1989), o (2) Woolliams J. (comunicación personal descrita en Borrell y col., 

2008), toman en consideración a este nuevo e importante factor, ofreciendo un cálculo de Ne, 

o bien directamente de ΔF, más preciso: 

(1) Ne=4(N-2)/((Km+Vm/Km) + (Kh+Vh/Kh)-2) 

 donde N corresponde al número de descendientes analizados, K representa el número 

de descendientes esperados bajo una contribución equitativa para cada macho (Km) y 

hembra (Kh), y V marca la varianza de tamaño familiar dentro de los machos (Vm) y 

hembras (Vh). 

(2) ΔF=ΣCi(m)2/8 + 1/(32m) + ΣCi(h)2/8 + 1/(32h) 

donde Ci(m) y Ci(h) representan respectivamente la contribución fraccional de 

descendientes de los machos y hembras, mientras m y h hacen referencia al número 

de machos y hembras participantes, respectivamente. 

De este modo, los diversos factores que pueden condicionar seriamente el valor de Ne 

reflejan como los cultivos desarrollados a partir de sistema de puestas masales conjuntas, se 

exponen continuamente a incrementos de endogamia generacionales intensos. Por lo tanto, se 

lleve o no a cabo un programa de mejora genética, para salvaguardar a lo largo de las 

generaciones la efectividad y la calidad de la producción obtenida, el acuicultor debería en todo 

momento disponer de un control preciso del tamaño efectivo de sus lotes, y así, poder 

introducir medidas correctoras oportunas que confluyan en un riesgo de endogamia lo más 

restringido posible. 
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1.2.2. Mejora genética en caracteres de interés  

Dentro de los posibles caracteres de mejora, a nivel industrial resultan especialmente 

interesantes todos aquellos caracteres cuya optimización conduce a una producción 

económicamente más rentable. Entre estos caracteres se destaca (López-Fanjul y Toro, 1990): 

• La tasa de crecimiento e índice de conversión de alimento en peso. La mayoría de los 

programas de selección enmarcan a estos dos caracteres como su objetivo principal 

debido al gran impacto que originan sobre los costes de producción ya que, 

respectivamente, representan el tiempo que tardan los individuos en adquirir la talla 

comercial (↑tiempo=↑coste económico) y la cantidad de alimento necesaria para 

alcanzarla (↑alimento=↑coste económico).  

• La resistencia a enfermedades. Los cultivos con frecuencia se ven expuestos a invasiones 

patogénicas que derivan en tasas de mortalidad elevadas provocando grandes pérdidas 

económicas. Por lo tanto, la adquisición de cultivos que posean una mayor resistencia al 

ataque de sus principales patógenos conferirá una seguridad especial a la producción. 

• La presencia/ausencia de deformidades. Las deformidades causan anomalías que afectan 

principalmente a la forma del cuerpo, esqueleto, pigmentación o escamas, afecciones que 

a pesar de no resultar letales, provocan un efecto negativo sobre la producción 

correlacionándose con la calidad final del producto, ocasionando un impacto 

especialmente negativo en aquellas especies donde el producto comercializado se centra 

en el individuo entero y no en productos procesados (Afonso y Roo, 2007). Además de la 

repercusión sobre la calidad de la producción, la presencia de malformaciones puede 

también comprometer a la producción al repercutir negativamente sobre otros 

caracteres de interés como por ejemplo sobre el crecimiento, donde pueden provocar 

una ralentización significativa del mismo (Afonso y Roo, 2007). 

• Características asociadas al rendimiento y calidad de la carne. Dentro de este punto se 

incluyen entre otras características: el peso del filete, la grasa visceral, cualidades 

nutritivas, la textura, sabor y color. A diferencia de los caracteres anteriores, en esta 

ocasión la mejora no se destina a la obtención de una reducción en los costes de 

producción, sino a la adquisición de un producto de calidad superior que al adquirir en 

el mercado un valor económico más elevado, reporta un margen de beneficios mayor. 

• La edad a la madurez sexual. El interés que despierta este carácter surge a consecuencia 

del impacto que origina sobre otros caracteres productivos ya que una vez desarrollada 

la madurez sexual, el crecimiento tiende a ralentizarse, la mortalidad se incrementa y la 
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eficacia de conversión alimentaria y la calidad del filete tienden a disminuir, por lo que, 

desde el punto de vista productivo retrasar su aparición a la adquisición del tamaño 

comercial resultaría altamente ventajoso. 

• La calidad del huevo. Debido a su relación con la tasa de fecundación (a mayor calidad, 

mayor porcentaje de huevos fecundados) y con la supervivencia durante las primeras 

fases del desarrollo, la mejora de este carácter pretende incrementar los niveles y la 

calidad de la producción de alevines. 

Por lo tanto, la combinación de la mejora de todos estos caracteres se dirige en su 

conjunto a la obtención de un volumen de producción mayor, con una calidad superior, a un 

coste menor y un beneficio mayor.  

 Generalmente, el desarrollo de los programas de selección para estos caracteres es 

complejo, pues todos ellos representan caracteres cuantitativos cuya expresión se encuentra 

habitualmente bajo el control de numerosos genes (poligenes) cada uno de los cuales ejerce un 

efecto específico, y la suma del efecto de todos sus genes constituye la base genética 

responsable del fenotipo del individuo. A su vez, estos caracteres se encuentran sometidos a 

una importante influencia ambiental cuyo efecto es el desencadenante de que un mismo 

fenotipo esconda diferentes genotipos, conllevando con ello a un desajuste en las asociaciones 

genotipo-fenotipo.  

A consecuencia del control genético múltiple, de la fuerte influencia ambiental y del 

efecto derivado de la interacción entre ambos factores, los caracteres cuantitativos suelen 

presentar una variación fenotípica elevada entre individuos, distribuyéndose sus valores 

fenotípicos de forma más o menos continua a través de un amplio rango de dispersión. Por ello, 

ante este tipo de caracteres el fenotipo de un individuo se define en base a un valor numérico, 

mientras que para un determinado grupo de individuos portadores de un mismo genotipo su 

fenotipo se designa de acuerdo al valor medio y a la desviación típica de sus fenotipos (Tave, 

1996). De este modo, la selección aplicada en un programa de mejora dirigido a estos 

caracteres tiene como objetivo desplazar a lo largo de las generaciones el valor fenotípico 

medio de la población en la dirección deseada, maximizando así la expresión del fenotipo de 

interés al tiempo que se origina una población cada vez más homogénea para el carácter 

seleccionado. Dependiendo de la intensidad y precisión de la selección aplicada, el valor 

fenotípico medio de cada generación se distancia en mayor o menor medida de la media 

fenotípica establecida en las generaciones anteriores, y a este diferencial de medias fenotípicas 

comúnmente se le denomina ganancia genética generacional (ΔG) (Stem, 1964), y se puede 

calcular de acuerdo a la siguiente fórmula (Meuwissen, 2003): 
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Pese a la amplia variación fenotípica que poseen estos caracteres, los programas de 

mejora se valen exclusivamente de la proporción de la varianza debida al componente genético, 

pues solamente aquellos individuos cuya superioridad para el carácter resida en su 

constitución genética podrán transmitir dicha superioridad a la siguiente generación. Por ello, 

cualquier proceso de selección efectivo debe confluir en la identificación de individuos que 

presenten un genotipo superior al resto con independencia del ambiente que les rodee. De este 

modo, todos aquellos caracteres cuyo componente genético contribuya notablemente al 

fenotipo final, al poseer una elevada concordancia genotipo-fenotipo, mostrarán una capacidad 

de mejora superior. Para estimar el grado de contribución que posee el componente genético 

sobre el carácter se utiliza la heredabilidad (h2), cuyo valor representa la proporción de la 

variación fenotípica total del carácter debida exclusivamente al efecto aditivo de los genes.  

En dorada, Boulton y col. (2011) determinaron para diversos caracteres morfométricos 

valores de h2 moderados-altos, al igual que Navarro y col. (2012) estimaron valores de h2 

moderados-bajos para características de crecimiento, rendimiento, composición de la carne y 

presencia/ausencia de deformidades, reforzando en diversas ocasiones los valores estimados 

para algunos de estos caracteres en estudios previos (referencias en Navarro y col., 2012). 

Respecto a la resistencia a enfermedades, Antonello y col. (2009) dedujeron que existe una 

cierta determinación genética en la resistencia a pasteurelosis o pseudotuberculosis, 

enfermedad producida por la bacteria gram negativa Photobacterium damselae subsp. 

piscicida, cuyo ataque afecta fuertemente al cultivo de dorada, llegando a provocar en los lotes 

de cultivo infectados una mortalidad del 90-100%. Por lo tanto, todos estos estudios reafirman 

que utilizando como recurso la varianza genética aditiva los caracteres de producción de esta 

especie pueden ser optimizados notoriamente a través de la instauración de programas de 

selección adecuados a las características de cada carácter. 

De forma simple, los programas clásicos de selección fundamentan su criterio de 

selección sobre el valor de fenotípico de los individuos, asumiendo que tras un fenotipo de 

interés subyace una base genética (genotipo) favorable. Así, en los casos de selección masal o 

individual, a partir de la media fenotípica del lote de cultivo se fija un valor límite que marcará 

el umbral de selección por encima del cual se seleccionaran todos aquellos individuos que 

muestren un valor fenotípico superior, sin atender al grado de consanguinidad existente entre 

los individuos seleccionados (Tave, 1996). De esta manera, cuanto más estricto sea el umbral 

de selección impuesto, más intenso será el cuello de botella generado y en consecuencia, el 

Intensidad de selección*Precisión de selección*Desviación genética estándar 

 Intervalo generacional 

 

ΔG= 
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riesgo de endogamia será mayor. Por lo tanto la selección individual representa un sistema de 

mejora genética de fácil implantación y coste reducido, expuesto a rápidos incrementos de 

endogamia.  

Dado que la selección individual se rige exclusivamente en base al fenotipo, su 

efectividad se ve fuertemente reducida en aquellos caracteres que poseen una determinación 

genética baja (h2<0,15) (Tave, 1996). Ante esta situación, dentro de los métodos de clásicos, 

los esquemas selección familiar ofrecen una repuesta más eficaz a la selección, ya que en este 

tipo de esquemas el valor fenotípico de los individuos adquieren significado únicamente en 

base al valor fenotípico medio de su propia familia, lo cual minimiza la variación fenotípica 

debida al componente ambiental, y favorece la selección de individuos con un componente 

genético de interés (Tave, 1996). Los procesos de selección familiar se pueden dividir a su vez 

en interfamiliares (entre las familias) e intrafamiliares (dentro de las familias). En los 

esquemas interfamiliares el criterio de selección establecido se centra en la elección de 

aquellas familias que registran el valor fenotípico medio más elevado, sin la necesidad de 

seleccionar familias enteras, aislando a partir de cada familia seleccionada una muestra 

aleatoria de individuos. Por otro lado, en los esquemas intrafamiliares la selección se realiza 

dentro de cada familia de forma independiente, eligiendo como futuros reproductores a los 

mejores individuos de cada familia. En ambos sistemas, para asegurar que todas las familias se 

encuentran representadas por igual en el nuevo lote reproductor, la proporción de individuos 

seleccionados (número y relación sexual) debe ser idéntica entre ellas. Las selecciones inter- e 

intrafamiliar se puede combinar dentro de un mismo programa de mejora, y curiosamente su 

actuación combinada reporta una respuesta superior a la obtenida a partir de cada uno de estos 

sistemas de forma independiente (Gjedrem, 1983). Los sistemas familiares además de resultar 

especialmente ventajosos en caracteres de baja h2, también resultan de gran utilidad para 

caracteres cuya medición exige el sacrifico del animal como es el caso del rendimiento canal o 

la calidad de la carne, ya que de cada familia solamente se sacrifica una proporción individuos, 

de manera que si para algunas familias se determina una variación heredable de interés, su 

acervo genético se encontrará preservado en el conjunto de individuos no sacrificados de dicha 

familia (Tave, 1996). A pesar de que los sistemas de selección familiar suponen un esfuerzo 

económico mayor que los sistemas individuales, su efectividad en la mejora de un amplio rango 

de caracteres es la responsable de que actualmente se encuentren en activo más 100 

programas en especies muy diversa, adquiriendo especial intensidad dentro el grupo de las 

tilapias (género Oreochromis) y los salmónidos (familia Salmonidae) (Gjedrem y col., 2012).  

Actualmente, la información genómica disponible, junto a el elevado número de 

marcadores moleculares identificados, permiten optimizar los esquemas clásicos de selección 
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y desarrollar nuevos métodos. Asi ya, Doyle y Herbinger (1994) proponen, para restringir el 

riesgo de endogamia, un sistema de selección denominado “walk-back selection”, donde la 

información de parentesco se combina con la selección individual. De acuerdo a este sistema, 

los individuos se clasifican en base a su valor fenotípico y se genotipan (vía loci microsatélites 

o SNPs) aquellos individuos que registran los valores más elevados. Seguidamente se 

selecciona el individuo situado en la primera posición de la clasificación y se compara con el 

individuo que ocupa la segunda posición de la clasificación fenotípica, el cual será seleccionado 

siempre y cuando no se corresponda con un hermano o medio hermano del individuo 

anteriormente seleccionado. Siguiendo este mismo criterio, el procedimiento se repite N veces 

hasta alcanzar el tamaño censal necesario. Si bien es cierto que el genotipado de los individuos 

conlleva un coste añadido al sistema, en esta ocasión su repercusión es limitada, ya que no se 

requiere el genotipado de todos los individuos sino solamente de aquellos que previamente 

fueron seleccionados por mostrar los valores fenotípicos más elevados.  

Los nuevos métodos de selección parten de una misma premisa: selección de marcadores 

moleculares cuyos alelos se asocian a una expresión fenotípica diferencial. Mediante estos 

métodos los reproductores candidatos se seleccionan en base a su composición genotípica, 

ofreciendo, respecto a los métodos clásicos, una precisión de selección mayor que permite 

acelerar el proceso de selección especialmente en aquellos caracteres de baja h2. Además, estos 

sistemas eliminan también la necesidad de sacrificar a los individuos para determinar su 

fenotipo en caracteres como el rendimiento y calidad de la carne, y permiten anticipar el 

proceso de selección en caracteres cuya expresión tiene lugar de forma tardía en el desarrollo, 

como la madurez sexual. Dentro estos métodos se incluye la selección asistida por marcadores 

moleculares (MAS, Marker Assisted Selection), la selección asistida por genes (GAS, Gene 

Assisted Selection) y selección genómica (GS, Genomic Selection).  

Concretamente en el sistema MAS el proceso de selección actúa a nivel de marcadores 

moleculares indirectos cuya asociación con el carácter de interés surge a consecuencia de su 

proximidad física en el cromosoma a alguna de las regiones genómicas implicadas en control 

genético del carácter denominadas QTLs (Quantitative Trait Locus). De este modo, la 

implementación de sistemas de selección MAS requiere previamente de un complejo proceso 

de identificación de regiones QTLs asociadas al carácter de interés (Broman y Speed, 1999), así 

como de la caracterización de marcadores moleculares que muestren un ligamiento o 

asociación física con dichas regiones, dependiendo la precisión de la selección aplicada del 

grado de conexión existente entre ambos, ya que cuanto más intenso sea el ligamiento entre 

marcador y QTL, menor será la probabilidad de que entren en juego fenómenos de 

recombinación que interfieran en la conexión genotipo-fenotipo previamente fijada. No 
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obstante, dado que dichos procesos de recombinación son inevitables, Sonesson y Meuwissen 

(2009) recomiendan re-estimar cada 2-3 generaciones la asociación entre las variantes alélicas 

del marcador y el fenotipo de interés. Aproximadamente, se asume que para garantizar un 

progreso selectivo elevado la distancia entre marcador y QTL no debería exceder de los 5 

centimorgan (cM), no obstante una separación de 15-50cM sería suficiente para obtener una 

respuesta a la selección media-alta (López-Závala y col., 2007). En dorada, la identificación de 

QTLs se ha visto favorecida por el desarrollo de un mapa de ligamiento genético basado en 204 

loci microsatélites (Franch y col., 2006) y un mapa físico por radiación híbrida (RH) compuesto 

por aproximadamente 1.000 marcadores que incluyen tanto loci microsatélites, secuencias 

génicas y fragmentos de ADN genómico conocidos o STS (Sequence Tagged-Site) (Senger y col., 

2006; Sarropoulou y col., 2007). Actualmente para esta especie ya se han descrito QTLs 

asociados a caracteres morfométricos (Boulton y col., 2011; Loukovitis y col., 2013), 

crecimiento (Massault y col., 2011; Loukovitis y col., 2011; 2013), determinación sexual 

(Loukovitis y col., 2011) y resistencia a enfermedades (Massault y col., 2011). 

No obstante, la precisión de selección del sistema MAS además de estar condicionada por 

la intensidad de ligamiento existente entre marcador y QTL, depende del número del QTLs 

analizados, pues un solo carácter puede estar controlado por 100-200 QTLs ejerciendo cada 

uno de ellos un efecto determinado sobre el fenotipo, y en algunos casos este efecto puede 

llegar a ser muy limitado. De media, se asume que para poder justificar el 50% de la variación 

genética del carácter se precisan entre 10 y 40 QTLs (Bao, 2010). En vista de estos hechos, y a 

consecuencia de que los sistemas MAS frecuentemente se valen de un pequeño número de 

marcadores moleculares que representan a un número limitado de QTLs, la ganancia genética 

obtenida procederá de la explotación de una determinada fracción de la variación genética 

total que controla el carácter, la cual será función del número de QTLs analizados, del efecto 

que dichos QTLs provoquen sobre el fenotipo, así como de la intensidad del vínculo de unión 

entre QTL y marcador. 

A diferencia del sistema de selección MAS, el sistema GAS utiliza como base haplotipos o 

genotipos concretos de variantes localizadas en un gen/es con influencia sobre el carácter, 

evitando con ello que procesos de recombinación puedan ocasionar una fragmentación de la 

asociación genotipo-fenotipo y desvirtuar la selección aplicada. Por lo tanto, el sistema GAS 

permite ejercer una presión de selección superior al sistema MAS, ya que asienta sus bases 

sobre marcadores funcionales directos cuyos alelos poseen una implicación directa sobre el 

fenotipo; sin embargo, al igual que el anterior sistema su implementación depende del grado 

de conocimiento existente acerca del control genético del carácter en la especie, y de igual 

modo, se enfrenta también a la restricción de poder mejorar únicamente una proporción de la 
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variación genética que controla el carácter, la cual en este caso dependerá del número de genes 

incluidos en programa de selección, así como de su grado de implicación en el fenotipo.  

Finalmente, el sistema GS ofrece dos ventajas importantes frente a los sistemas MAS y 

GAS: (1) no precisar información previa sobre las regiones cromosómicas (QTLs o genes) que 

controlan la expresión del carácter, y (2) como su nombre indica, su análisis se extiende por 

todo el genoma permitiendo capturar toda la variación genética asociada al carácter (Meuwiss 

y col., 2003). De forma simple, la selección genómica se define como una combinación de los 

sistemas MAS y GAS reproducidos a gran escala, y su concepto se proyecta en la utilización de 

un elevado número de marcadores moleculares (paneles de alta densidad) distribuidos de 

forma más o menos equitativa a lo largo de todo el genoma, asegurando con ello que todos los 

QTLs se encuentre bajo una situación de desequilibrio de ligamiento con al menos uno de 

marcadores analizados, o bien, se correspondan directamente con una variación localizada 

dentro de la propia secuencia de algún gen control (Meuwiss y col., 2003). El requerimiento de 

un panel de marcadores de alta densidad genómica convierte a los SNPs en una herramienta 

clave para el desarrollo de este tipo de programas de selección, y hace que una vez más sea 

necesario cuestionarse ¿cuántos marcadores son necesarios? Por medio de simulaciones 

Meuwissen y col. (2009) establecen que el número de marcadores requeridos para llevar acabo 

un sistema GS se correlaciona simultáneamente con el tamaño efectivo de la población y con la 

longitud del genoma de la especie (medido en Morgans), de manera que el número de 

marcadores necesarios asciende en la medida en que estos dos factores incrementan su valor. 

Por ejemplo, en ganado, concretamente en la raza Holstein (comúnmente conocida como la 

frisona) cuyo genoma alcanza los 30 Morgans de longitud, se estimó que para implementar un 

sistema GS adecuado, manejando un Ne=100, se precisa al menos 30.000 marcadores (Hayes y 

Goddard, 2010).  

Por otro lado, bajo este último sistema de selección el valor reproductivo de cada 

individuo se determina a partir de la suma de los efectos de todos los marcadores analizados, 

y dada su elevada densidad, para poder determinar con precisión las relaciones genotipo-

fenotipo que servirán de base para fijar los criterios de selección dentro del programa de 

mejora, se requiere de poblaciones de referencia muy numerosas (más 1.000 individuos que 

incluyen un elevado número de familias) (Hayes y Goddard, 2010). Como ejemplo del tamaño 

poblacional de referencia necesario, y recurriendo nuevamente a la raza de ganado frisona, 

VanRaden y col. (2009) estimaron con alta precisión el valor reproductivo de los individuos a 

partir del genotipado de 38.416 SNPs en 3.576 individuos. 

 Si bien los programas de selección genómica cuentan ya con una amplia difusión en el 

sector ganadero (Pena, 2012), dentro del contexto acuícola sus datos se limitan hasta el 
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momento a estudios de simulación (Nielsen y col., 2009; Sonesson y Meuwissen, 2009; 

Villanueva y col., 2010) cuyos resultados atribuyen a este novedoso sistema de selección un 

gran potencial para la mejora del cultivo, ejerciendo una selección que supera hasta en un 33% 

la precisión determinada mediante métodos de selección clásicos (Nielsen y col., 2009). A su 

vez, el sistema de selección GS al posibilitar el cálculo de las relaciones de parentesco a partir 

de la diversidad del genoma de los individuos, permite monitorizar con elevada precisión los 

niveles de endogamia generados, deduciéndose respecto a los métodos clásicos, reducciones 

en la tasa de endogamia del 81% (Sonesson y Meuwissen, 2009).  

El desfase existente entre sector ganadero y acuícola surge principalmente a 

consecuencia de que en los organismos marinos las investigaciones en el campo de la genética 

han despertado interés de forma más tardía que en los animales terrestres. Sin embargo, 

durante las últimas décadas la acuicultura ha experimentado una gran revolución genómica 

permitiendo actualmente disponer de la información del genoma completo de especies modelo 

como el pez cebra (Danio reiro) y medaka (Oryzias latipes), así como de diversas especies entre 

las que destacan por su importancia acuícola la tilapia del Nilo (Oreochromis Niloticus) (ID 

GenBank: AERX00000000.1; pendiente de publicación) y el bacalao (Gadus morhua)(ID 

GenBank: CAEA00000000.1; Star y col., 2011), encontrándose además en una fase de 

desarrollo avanzada el proyecto de secuenciación del genoma completo de salmón Atlántico 

(Salmo salar) (ID GenBank: AGKD01000000; Davidson y col., 2010), carpa común (Cyprinus 

carpio)(ID GenBank: 202478), y del pez gato (Ictalurus punctatus) (Jiang y col., 2013). En 

dorada, Kuhl y col. (2011) en una primera aproximación han logrado secuenciar 

aproximadamente 75% de su genoma (60,6Mbp), generando un gran avance en la información 

disponible para la especie. Además de esta secuenciación parcial del genoma, otras 

investigaciones han optado por la caracterización del transcriptoma de dorada (García de la 

Serrana y col., 2012; Yúfera y col. 2012; Calduch-Giner y col., 2013), entendiendo como tal a la 

parte del genoma que se expresa en una célula concreta, en una etapa específica del desarrollo 

del individuo. Si bien el genoma es un elemento común a todas la células de los distintos tejidos 

celulares que conforman un organismo, el transcriptoma puede diferir notablemente de unos 

tejidos a otros e incluso dentro de un mismo tejido entre las diferentes fases del desarrollo, ya 

que depende de la combinación de ARNs mensajeros (ARNm) procedentes de los genes que se 

estén expresando en un tejido y en un momento concreto. Mientras García de la Serrana y col. 

(2012) y Yúfera y col. (2012) se centraron respectivamente en la secuenciación del 

transcriptoma específico del tejido muscular (musculo esquelético rápido) y del estado 

larvario, anotando un gran número de genes y factores de transcripción claves para el 

desarrollo muscular y larvario, diferenciación, morfología y crecimiento, Calduch-Giner y col. 
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(2013) optaron por combinar la información procedente del músculo esquelético, intestino, 

riñón y sangre para secuenciar y ensamblar el transcriptoma, lo que les permitió obtener un 

transcriptoma más completo (probablemente representa más del 75% de los genes 

activamente transcritos), con un mayor número de genes anotados dentro de los cuales se 

encuentran genes asociados al crecimiento, digestión de nutrientes y respuesta inmune. Por lo 

tanto en dorada, pese a la ausencia de una secuencia completa de su genoma, se dispone de una 

fuente importante de recursos genómicos con capacidad suficiente para propulsar el 

desarrollo de sistemas de selección basados en métodos que trabajan directamente sobre 

variaciones genéticas responsables o asociadas a variaciones en la expresión del carácter 

objeto de selección.  

 Curiosamente a pesar de la amplia documentación existentes sobre la capacidad de 

mejora genética que poseen las especies acuícolas, la introducción de cualquier tipo de 

programa de selección dentro del sector está siendo un proceso lento, y en la actualidad se 

asume que tan solo entorno al 10% de la producción acuícola proviene de cultivos mejorados 

genéticamente (Gjedrem y col., 2012), incluso a pesar de que su rentabilidad se ha puesto de 

manifiesto en especies tan relevantes para la acuicultura como el salmón Atlántico o la tilapia 

del Nilo, donde se ha determinado que los beneficios derivados de la implementación de 

sistemas de selección multiplican entre 8 y 60 veces la inversión económica inicial (Ponzoni y 

col., 2007; Gjedrem y col., 2012). Sin embargo, el constante crecimiento sobre el conocimiento 

de las características genéticas de las especies, fusionado con el rápido desarrollo tecnológico 

que pretende ofrecer sistemas de análisis cada vez más precisos y eficaces a coste reducido, 

predispone al sector acuícola a un inminente futuro donde las empresas a través de la 

organización de su producción en base a un criterio genético consigan optimizar sus cultivos y 

potenciar su rentabilidad económica. 
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Objetivos  

 

En la actualidad, desde el punto de vista genético, la producción y el redimiento del 

cultivo de dorada muestran una amplia capacidad de optimización a través de estrategias de 

mejora que comprendan tanto acciones pasivas, destinadas a la conservación de la variabilidad 

genética y al control de la endogamia, como acciones activas donde el conocimiento de las bases 

genéticas que regulan los caracteres productivos posibilitan el desarrollo de sistemas de 

selección que conllevan a la mejora de dichos caracteres. Por esta razón, la presente tesis 

doctoral centra su interés en el desarrollo y aplicación de marcadores genómicos encaminados 

a la mejora genética (pasiva y activa) de la especie, planteándose los siguientes objetivos: 

1. Analizar la dinámica reproductiva a lo largo del periodo de puesta, para evaluar con 

precisión el incremento de endogamia derivado del manejo del cultivo, y proponer 

medidas correctoras de manejo que conduzcan a una maximización del tamaño efectivo 

de los lotes. 

2.  Identificar entre los reproductores de un lote de cultivo, aquellos individuos que, al 

contribuir de forma preferencial hacia descendientes con fenotipo crecimiento-rápido, 

muestren un valor reproductivo superior. 

3. Identificar y caracterizar genes candidatos asociados a los caracteres calidad de huevo 

y resistencia a enfermedades. 

4. Generar un panel de SNPs localizados en genes candidatos para crecimiento. 

5. Evaluar la posible asociación entre marcadores SNPs identificados en genes candidatos 

para crecimiento y el peso corporal de los individuos.
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 Capítulo I 
 

3.1. Introducción 
 

A pesar del gran avance que ha supuesto la introducción de marcadores moleculares en 

la acuicultura, controlar el incremento de endogamia generacional resulta aún una tarea 

compleja para aquellas especies cuya reproducción en cultivo transcurre mediante un sistema 

de puestas masales, puesto que, bajo condiciones de cautividad, parece ser su propia dinámica 

reproductiva quién conduce a importantes incrementos de endogamia (∆F) (Fesseahaye y col., 

2006; Borrell y col., 2008; Blonk y col., 2009; Piñera, 2009).  

En el caso del cultivo de dorada, la dinámica reproductiva descrita por diversos autores 

(Brown y col., 2005b; Fessehaye y col., 2006; Herlin y col., 2008; Chavanne y col., 2014), se ha 

caracterizado por presentar una reducción significativa en el Ne del lote, a consecuencia de la 

ausencia de participación de algunos reproductores y a la existencia de una contribución 

parental diferencial, generándose una situación que predispone a corto plazo a un fuerte 

aumento de la endogamia no deseada. Sin embargo, los estudios desarrollados por estos 

autores poseen una importante limitación temporal, ya que en todos ellos la dinámica 

reproductiva se ha inferido exclusivamente a partir de un único evento/día de puesta, 

provocando que cuestiones de interés relevante como ¿permanece constante el número de 

reproductores activos a lo largo del periodo de puesta?, así como, ¿existen fluctuaciones en las 

relaciones de dominancia establecidas entre los reproductores? queden sin resolver. La 

incapacidad de dar respuesta a estas cuestiones, unida al extenso periodo de puesta que 

presenta esta especie (aproximadamente 3 meses), lleva a cuestionar si realmente el análisis 

de la progenie procedente de un único evento de puesta recolectado en un momento concreto 

del periodo reproductivo, es realmente representativo de la dinámica reproductiva 

desarrollada por un lote reproductor. 

En base a este planteamiento, y dado el importante papel que juega la variación genética 

en la implementación de programas de selección efectivos dirigidos a mejorar la producción 

industrial de la especie (Gjedrem, 2000), desde el punto de vista genético, el desarrollo de 

estrategias de manejo que minimicen el incremento de endogamia y retarden la pérdida de 

variación genética producida en cultivo requiere de una profundización en el comportamiento 

reproductivo de la especie. 

En este primer capítulo, por medio de la evaluación de descendencias recolectadas en 

diferentes momentos del periodo de puesta en dos lotes reproductores experimentales, se 

pretende establecer de forma precisa las consecuencias genéticas derivadas de la dinámica 

reproductiva adoptada por la especie bajo condiciones de cultivo. Para dar alcance a este 
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objetivo, se desarrollará un protocolo de análisis basado en el genotipado de un conjunto de 

seis loci microsatélites y adecuado a descendientes en fases embrionarias del desarrollo, que 

permita esclarecer de forma precoz la dinámica reproductiva del lote.  
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3.2. Materiales y Métodos 
 

3.2.1. Muestras biológicas 

En las instalaciones del IRTA (Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries) de Sant 

Carles de la Rápita (Tarragona), se crearon dos lotes reproductores experimentales de dorada 

(lotes A y B) con un tamaño censal de ocho individuos (4♀ y 4♂).  

Mediante la técnica de identificación por chip (PIT, Passive Integrated Transponder) se 

realizó el marcaje de los reproductores; proceso que además se aprovechó para la recolección 

de un pequeño fragmento de aleta dorsal de cada individuo, el cual se almacenó en etanol al 

96% y se envió a la Universidad de Oviedo donde se preservó a 4ºC hasta su utilización. 

El mantenimiento de los lotes se realizó en tanques de cultivo circular de 4.000L de 

capacidad con recirculación, bajo condiciones controladas de temperatura (19±1ºC), luz 

(fotoperiodo de 16h luz-8h oscuridad), salinidad (35±1ppt) y una dieta alimenticia basada en 

pienso comercial diseñado específicamente para individuos reproductores (MAR-Vitalis Repro. 

Skretting).  

Durante el periodo de puesta (24/12/2007 al 5/03/2008), mediante sistemas colectores 

dispuestos en los tanques, se procedió a la recolección de los huevos producidos y a su 

separación en las categorías de huevos flotantes (viables) y no-flotantes, desechándose esta 

última categoría. Una fracción de los huevos flotantes recolectados en cada puesta, se almacenó 

en tubos de 1,5mL con etanol al 70%, y se envió nuevamente a la Universidad de Oviedo, donde 

se preservó a 4ºC hasta su utilización.  

En total, se analizaron 670 descendientes, 410 procedentes de cinco días de puesta (S1A, 

S2A, S2A, S4A y S5A) distribuidos a lo largo del periodo reproductivo del lote A, y 260 

correspondientes a tres puestas (S1B, S2B y S3B) del lote B (Tabla 3a, Figura 3a). 

 

3.2.2. Extracción ADN 

La extracción de ADN genómico, se realizó siguiendo el protocolo estándar de resina 

Chelex®100 (Biorad) (500μL al 10%) y proteinasa K (10μL a 20mg/mL) (Walsh y col., 1991). 

Para los individuos reproductores, se empleó un pequeño fragmento obtenido a partir de aleta 

dorsal, sin embargo, los individuos descendientes se analizaron en un estado de desarrollo muy 

temprano (huevos en estadio de desarrollo inferior a las 51:00h a 18,5ºC, Figura 3b), 

requiriéndose para la extracción del ADN la utilización del huevo completo. En el caso de las 
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descendencias, debido a que la cantidad de ADN que se puede obtener a partir de este tipo de 

muestra biológica es más limitada, para obtener una concentración de ADN óptima para 

amplificación por PCR, el volumen de resina Chelex®100 empleado se disminuyó a 100μL. Las 

soluciones de ADN obtenidas se conservaron a 4ºC hasta su utilización. 

 

3.2.3. Creación de la PCR mutliplex  

A partir de un conjunto de nueve loci microsatélites formado por SaGT1, SaGT26, 

SaGT41b (Batargias y col., 1999), Dxd44, Dpt3 (De la Herrán y col., 2006), Pb-OVI-A3, Pb-OVI-

B2, Pb-OVI-D22 y Pb-OVI-D106 (Piñera y col., 2006), se procedió al diseño de una PCR multiplex 

utilizando el programa Multiplex Manager 1.0 (Holleley y Geerts, 2009). Este programa diseña 

PCRs multiplex optimizadas utilizando como información basal el rango de distribución alélica 

de cada locus, el número de alelos por locus, la heterocigosidad, la temperatura de hibridación 

(Ta) de los iniciadores, junto a las características derivadas de sus secuencias. 

El rango de distribución alélica de los loci microsatélites previamente seleccionados, se 

determinó mediante la amplificación individual de cada loci en cada uno de los reproductores. 

Las reacciones de amplificación se realizaron en un termociclador XP-Cycler (Bioer), 

empleando para un volumen final de 10μL las siguientes condiciones: 1μL ADN genómico, 0,5U 

Taq polimerasa (Ecogen), 0,2μM para cada iniciador, 200μM de cada dinucleótido (dNTP), 

MgCl2 a 1,5mM y tampón de reacción al 1X. El programa de PCR utilizado se basó en: una fase 

de desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, seguida por 40 ciclos de amplificación [1 

minuto a 94ºC, 30 segundos a 60ºC (excepto para los loci SaGT41b, Pb-OVI-B2 y Pb-OVI-D22 

que será a 55ºC) y 30 segundos a 72ºC], finalizando con una fase de extensión a 72ºC durante 

5 minutos. Todas las reacciones se comprobaron mediante electroforesis en un gel de agarosa 

al 2% con bromuro de etidio. Los productos de PCR obtenidos se caracterizaron mediante 

fluorescencia en un secuenciador automático ABI 3130XL Genetic Analyzer. Finalmente, el 

establecimiento de genotipos se realizó utilizando el programa GenMapper® 4.0 (Applied 

Biosystems). 

A partir de los diversos diseños generados por el programa Multiplex Manager 1.0, se 

seleccionó el diseño de PCR multiplex compuesto por los loci microsatélites SaGT1-VIC, 

SaGT26-NED, SaGT41b-NED, Dxd44-6-FAM, Dpt3-6-FAM, Pb-OVI-D106-VIC. Esta PCR multiplex, 

se utilizó para llevar a cabo el genotipado de las descendencias, empleando para ello el kit 

comercial QIAGEN Multiplex PCR, siguiendo, para un volumen final de 15µL, las siguientes 

condiciones de reacción: 1X para el tampón de reacción (incluye tampón de reacción, MgCl2 y 

HotStartTaq ADN polimerasa), 1X para la mezcla de inciadores (0,5μL para el locus Pb-OVI-
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D106 y 0,3μM para el resto de loci) y 1μL de ADN genómico. Las reacciones de PCR se llevaron 

a cabo en un termociclador XP-Cycler (Bioer) utilizando el siguiente programa de 

amplificación: desnaturalización a 95ºC durante 15 minutos, seguida de 30 ciclos de 

amplificación (30 segundos a 94ºC, 1 minuto y 30 segundos a 54ºC y 1 minuto a 72ºC) y una 

extensión final de 10 minutos a 60ºC. Todas las reacciones se comprobaron en un gel de 

agarosa al 2% con bromuro de etidio, y posteriormente se analizaron mediante fluorescencia 

de acuerdo al protocolo mencionado anteriormente. 

Para excluir cualquier error de genotipado en los individuos parentales, cada lote 

reproductor se utilizó como control de sus respectiva descendencia, de modo que los genotipos 

parentales se fijaron tras un proceso de varias repeticiones (cinco repeticiones en el lote A y 

tres en el lote B), aceptando con ello que en el caso de existir errores de genotipado, estos 

quedarían limitados exclusivamente a los genotipos descendientes. 

 

3.2.4. Evaluación del estadio de desarrollo embrionario óptimo para amplificación por 
PCR 

Con ayuda de una lupa óptica se evaluó el estadio de desarrollo de los huevos fertilizados 

(Figura 3b) estableciéndose cuatro categorías: 2-4 células, 16 células, gástrula y embrión 

visible. A partir del análisis de los loci microsatélites Dxd44 y Dpt3 (incluidos en la PCR 

multiplex) en 100 huevos (25 por categoría), mediante el conteo del número de 

amplificaciones positivas obtenidas en cada categoría, se determinó el estadio de desarrollo 

óptimo para garantizar un éxito elevado en la amplificación por PCR. Las amplificaciones se 

realizaron en un termociclador XP-Cycler (Bioer), empleando para un volumen final de 10 μL 

las siguientes condiciones de PCR: 1μL de ADN genómico, 0,5U de Taq polimerasa (Ecogen), 

0,2µM para cada iniciador, 200µM de cada dinucleótido (dNTPs), 1,5mM de MgCl2 y 1X de 

tampón de reacción. El programa de amplificación empleado se basó en una fase inicial de 

desnaturalización a 94ºC durante 2 minutos, seguida por 40 ciclos de amplificación (1 minuto 

a 90ºC, 30 segundos a 60ºC y 30 segundos a 72ºC), finalizando con una fase de extensión a 72ºC 

durante 5 minutos. La visualización de los productos de PCR, se realizó en un gel de agarosa al 

2% con bromuro de etidio. 

 

3.2.5. Análisis de variabilidad y diversidad genética 

La variabilidad genética presente en cada lote, se estimó atendiendo a los parámetros: 

número de alelos por locus (Na), frecuencias alélicas, heterocigosidad observada (HO) y 

heterocigosidad esperada (HE), calculados mediante el programa CERVUS v.3.0 (Marshall y col., 
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1998; Kalinowski y col., 2007). 

La diferenciación genética entre los lotes, así como entre reproductores y descendencias 

dentro de cada lote, se evaluó mediante el índice de fijación de Wright (1951) (FIT) a través de 

sus dos componentes (FIS y FST), obtenidos según el método descrito por Weir y Cockerham 

(1984): 

(1-FIT)= (1-FIS) (1- FST) 

• FIT: pérdida de heterocigosidad de un individuo tomado del conjunto de 

subpoblaciones a causa del apareamiento no aleatorio y a la deriva originada por un 

tamaño subpoblacional pequeño. 

• FIS: mide la pérdida de heterocigosidad de un individuo tomado del conjunto de 

subpoblaciones, a causa del apareamiento no aleatorio (utilizado para evaluar el 

ajuste al modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg). 

• FST: mide la pérdida de heterocigosidad originada por la subdivisión en poblaciones 

y la deriva. 

Para ello, se empleó el programa estadístico Fstat v2.93 (Goudet, 1995; 2001) basado en 

métodos de distribución aleatorios. Los niveles de significación de FIS se determinaron a través 

de la generación aleatoria de alelos (2.000 permutaciones) dentro de las muestras que 

componen cada lote. De igual modo, los valores de significación de FST se basaron en 2.000 

permutaciones de genotipos multi-locus entre pares de muestras, aplicando la corrección 

conservativa de Bonferroni (Rice, 1989; Goudet, 2001).  

 

3.2.6. Asignación parental 

La asignación parental se realizó mediante el programa CERVUS v.3.0 (Marshall y col., 

1998; Kalinowski y col., 2007), infiriéndose la pareja parental más probable para cada 

descendiente mediante análisis de máxima probabilidad, empleando como información basal 

los genotipos parentales y descendientes obtenidos. Además de diversos parámetros de 

diversidad genética, este programa permite, a partir de la información genotípica de los 

reproductores, calcular el contenido de información polimórfica (PIC) y el poder de no-

exclusión (probabilidad de no excluir a un parental candidato no emparentado, seleccionado 

al azar, para uno o varios loci de un descendiente) total y de forma individualizada para cada 

locus. 

A partir de las frecuencias alélicas observadas en el lote reproductor, mediante el 

programa CERVUS v.3.0, se realizaron simulaciones teóricas de los procesos de asignación de 
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parentesco enfrentando genotipos generados como parentales a genotipos generados como 

descendientes. La probabilidad de asignación de una pareja parental es función de la 

complementariedad alélica del trío descendiente-parental(1)-parental(2), siendo mayor 

cuanto mayor sea la probabilidad de que los parentales cedan el alelo correcto al descendiente, 

primando el genotipo homocigoto sobre el heterocigoto. El programa repite el proceso tantos 

ciclos como descendientes previamente se le hayan indicado, obteniéndose finalmente una 

distribución de probabilidades de acierto que delimita el valor de significación de futuras 

asignaciones con descendencias reales. Estos procesos de simulación permiten evaluar la 

capacidad de los marcadores seleccionados como herramientas de identificación parental en 

función del polimorfismo detectado en el conjunto de reproductores.  

 Además de las simulaciones teóricas incluidas en el CERVUS v.3.0, como medida 

adicional para evaluar la capacidad de asignar correctamente la pareja parental, se procedió a 

la generación de descendencias simuladas mediante el programa PROBMAXG (Danzmann, 

1997). La creación de estas descendencias virtuales permite trabajar con un conjunto de 

descendientes cuyo pedigrí resulta ser un dato conocido. El enfrentamiento del genotipo de 

cada uno de los 8.000 individuos descendientes generados en la simulación (500 individuos 

por cada uno de los 16 cruzamientos posibles) con el conjunto de genotipos que constituyen el 

lote reproductor, permite contabilizar el porcentaje de parejas parentales sugeridas por 

CERVUS v.3.0 que se corresponden con la pareja parental real de cada descendiente. 

 

3.2.7. Estimación del tamaño efectivo e incremento de endogamia 

La determinación del tamaño efectivo reproductor (Ne) se llevó a cabo bajo dos 

supuestos diferentes. En una primera aproximación, el Ne se estimó atendiendo únicamente al 

número de hembras (Nh) y machos (Nm) que dejan descendientes viables, mediante la fórmula 

clásica:  

Ne(1)=4(Nhx Nm)/( Nh+ Nm) (Falconer y Mackay, 2001) 

En una segunda aproximación, se calculó el Ne bajo el supuesto de una contribución 

parental diferencial mediante la siguiente ecuación matemática (Chevassus, 1989):  

Ne(2)=4(N-2)/((Kd+Vd/Kd)+(Ks+Vs/Ks)-2 

donde N corresponden al número de descendientes analizados, K representa el número de 

descendientes esperados bajo una contribución equitativa por cada hembra (Kd) y macho (Ks), 

y V representa la varianza en del tamaño familiar en el grupo de las hembras (Vd) y machos 

(Vs).  
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En ambos casos, el incremento de endogamia generacional (∆F) se estimó por medio 

de su relación inversa con el Ne:  

∆F=1/(2 Ne) (Falconer y Mackay, 2001) 

 

3.2.8. Análisis complementarios 

La existencia de una contribución diferencial (a nivel global y dentro de cada puesta 

analizada) de los reproductores al establecimiento de la nueva generación, se evaluó mediante 

la prueba estadística Chi-cuadrado (χ2), utilizando el programa SPSS v.15.0. Esta misma prueba 

estadística se empleó también para evaluar la hipótesis nula de independencia entre la fecha 

de puesta y la contribución parental. 
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3.3. Resultados 

 

3.3.1. Características del periodo de puesta 

Ambos lotes reproductores mostraron un periodo de puesta similar, contabilizándose un 

total de 68 días de puesta para el lote A y 65 días para el lote B (Figura 3a). El lote A, registró 

la mayor producción de huevos flotantes, presentando volúmenes de puesta diarios 

generalmente superiores al lote B durante todo el periodo reproductivo (Figura 3a; Tabla 3b). 

Respecto al lote B, cabe destacar una intensa reducción de la producción diaria de huevos 

durante los últimos 26 días de puesta (Figura 3a), donde se recolectó un volumen medio de tan 

solo 50,30 (± 37,61) huevos flotantes (Tabla 3b). 

En referencia al patrón de puestas registrado, el periodo reproductivo de cada lote se 

dividió en tres fases: inicial (lote A: 24/12/07-11/01/08; lote B: 24/12/07-04/01/08), 

intermedia (lote A: 12/01/08-17/02/08; lote B:05/01/08-01/02/08) y final (lote A: 

18/02/08-05/03/08 lote B: 02/02/08-05/03/08)(Figura 3a). 

 

3.3.2. Estadio de desarrollo embrionario óptimo para amplificación por PCR 

El éxito de la amplificación de los loci microsatélites Dpt3 y Dxd44 presentó diferencias 

significativas entre los diferentes estadios de desarrollo embrionario analizados (Tabla 3c). El 

menor número de amplificaciones positivas se registró en los estadios de desarrollo más 

tempranos (embriones formados por 2-4 y 16 células), mientras el mayor éxito de 

amplificación se alcanzó a partir de embriones en un estadio igual o superior a las 18:00-

20:00H desarrollo (perfil del embrión visible, Figrura 3b) con un porcentaje de amplificaciones 

positivas superior al 90% (Tabla 3c).  

En base a estos resultados, para el análisis de descendencias se seleccionaron solamente 

aquellos huevos que presentaban un estadio de desarrollo embrionario mínimo de 18:00-

20:00H. Este criterio de selección, imposibilitó el análisis de las muestras recolectas durante la 

fase inicial del periodo de puesta, pues la mayoría o la totalidad de los huevos recibidos 

mostraban un estadio inferior a las 18:00H de desarrollo requeridas para el análisis. 

 

3.3.3. Puesta a punto de la PCR multiplex OVIDOPLEX-R 

  Las simulaciones realizadas modificando el número de loci microsatélites analizados, 

mostraron que la PCR multiplex posee una capacidad resolutiva de asignación parental elevada 

e idéntica para los supuestos realizados utilizando entre 9 y 6 loci microsatélites (Tabla 3d). 
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Cuando las simulaciones se realizaron a partir del genotipado de 4 y 5 loci microsatélites, la 

capacidad de asignación parental aún conservaba un porcentaje superior al 90%, sin embargo 

el empleo de menos de 4 loci disminuía su éxito por debajo del 75% (Tabla 3d). En base a estos 

porcentajes, se estimó que el desarrollo de una PCR multiplex compuesta por solamente 6 loci 

microsatélites, sería suficiente para obtener (aun cuando existieran fallos de amplificación en 

uno o dos loci microsatélites) una capacidad de asignación elevada. 

 Inicialmente, se seleccionaron los 6 loci microsatélites que en ambos lotes reproductores 

presentaban los valores más elevados para los parámetros Na, PIC y poder de exclusión: SaGT1, 

SaGT26, SaGT41, Dxd44, Dpt3 y Pb-OVI-D106 (Tabla 3e). Estos loci mostraron una elevada 

capacidad de resolución a nivel de individuo en el proceso de asignación parental, logrando la 

asignación correcta del 100% de los descendientes simulados con pedigrí conocido. 

 Finalmente el programa Multiplex Manager determinó que los 6 loci seleccionados se 

podían combinar en una única reacción de PCR, proporcionando 5 diseños de PCR multiplex 

posibles, de los cuales se seleccionó el diseño OVIDORPLEX-R (Figura 3c). Sin embargo, pese a 

que todos los loci microsatélites presentaron en los dos grupos parentales una señal de 

amplificación buena, durante el genotipado de las descendencias del lote A, se detectó para 

locus SaGT1 un porcentaje de amplificación inferior al 40% (Tabla 3f). En base a las estimas 

realizadas a partir de las simulaciones previas para 5 loci microsatélites, se optó por la 

exclusión del locus SaGT1 de OVIDORPLEX-R, y consecuentemente, de los análisis de 

variabilidad genética y asignación de paternidades. 

En total, mediante OVIDORPLEX-R (5 loci microsatélites) se obtuvo, para 

aproximadamente el 92% de la descendencia analizada (598/646 descendientes), un perfil 

genético compuesto por al menos 4 loci microsatélites, registrándose para ambos lotes un éxito 

de genotipado similar (lote A: 93,5%; lote B: 90,9%) (Tabla 3f).  

 

3.3.4. Caracterización de la diversidad genética 

Los parámetros de diversidad genética deducidos en el estudio mostraron valores de 

variabilidad elevados, ligeramente superiores en el lote reproductor A (Na=9,6; HE=0,915; 

HO=0,950) respecto al B (Na=8,4; HE=0,892; HO=0,900) (Tabla 3g). Los análisis de 

diferenciación genética determinaron la existencia de diferencias genéticas entre lotes (FST(A-

B)=0,0852, P-valor=0,001), encontrándose ambos conjuntos de reproductores en equilibrio de 

Hardy-Weinberg (lote A: FIS=-0,053, P-valor=0,236; lote B: FIS=-0,040, P-valor=0,365) (Tabla 

3g). 

En ambos lotes, las descendencias mostraron una ligera reducción en los parámetros de 
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diversidad génica Na, HE y HO (reducción lote A: Na= 8,3%, HE= 6,9% y HO= 6,4%; reducción lote 

B: Na=0%, HE= 13% y HO=6,5%) frente a su correspondiente lote reproductor (Tabla 3g), no 

obstante, las diferencias detectadas no resultaron significativas (P-valor>0,005).  

Tanto la descendencia procedente del lote A (FIS=-0,044, P-valor =0,005), como la 

procedente del lote B (FIS=-0,083, P-valor=0,005), mostraron un desequilibrio de Hardy-

Weinberg significativo debido a un exceso de heterocigotos (Tabla 3g).  

Por otra parte, dentro del lote A, la comparación del conjunto de reproductores con su 

descendencia total (lote A: FST(parental-descendencia)=-0,0237, P-valor =1,00), así como entre el lote 

reproductor y la descendencia procedente de diferente fechas de puesta (Tabla 3h), no 

presentaron diferencias genéticas significativas. Sin embargo, la comparación de las 

descendencias recolectadas en diferentes fechas de puesta, sí mostró diferencias significativas 

(excepto entre las descendencias S1A y S2A) (Tabla 3h). En el lote B, aunque la comparación 

entre el conjunto reproductor y la descendencia global no reveló constituciones genéticas 

diferentes (FST(parental-descendencia)=-0,004, P-valor=0,70), la comparación entre reproductores y 

las descendencias recolectadas en distintas fechas, así como los conjuntos descendientes entre 

sí, sí mostraron una diferenciación genética significativa (Tabla 3h). 

 

3.3.5. Contribución parental 

La asignación parental presentó valores superiores a los esperados bajo las simulaciones 

previamente desarrolladas (92-94%) (Tabla 3d), identificándose una pareja parental con 

máxima probabilidad para el 100% de la descendencia genotipada (Ntotal=598: NA=376 y 

NB=222). 

A partir del análisis de parentesco y establecimiento de familias, se deduce, a nivel global, 

una dinámica reproductiva similar para ambos lotes reproductores, donde todos los individuos 

contribuyen al establecimiento de la siguiente generación con diferencias significativas en el 

grado de contribución parental (lote A: χ2_hembras=38,06, p-valor<0,001 y χ2_machos=47,10, p-

valor<0,001; lote B: χ2_hembras =107,33, p-valor<0,001 y χ2_machos=210,32, p-valor<0,001) (Tabla 

3i). Dentro del lote A, las hembras H033 y H217 presentaron una contribución notablemente 

superior a las hembras H131 y H155 (Tabla 3i). En el grupo de los machos, 3 individuos (P102, 

P108 y P109) contribuyeron con una intensidad similar mientras el cuarto individuo (P111) 

presentó una contribución aproximadamente 2,5 veces inferior al valor esperado bajo el 

supuesto de una contribución equilibrada. Las diferencias de contribución parental alcanzaron 

especial intensidad en el lote B, donde la hembra H279 y el macho P112 (responsables de 

aproximadamente el 48% y 65% de la descendencia analizada, respectivamente) mostraron 
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un claro comportamiento reproductivo dominante (Tabla 3i).  

Aunque la descendencia analizada en el lote A reflejó todos cruzamientos parentales 

posibles, se observó que aproximadamente el 50% de la descendencia analizada se agrupa en 

tan solo seis de las 16 familias posibles (H033-P102, H033-P108, H033-P109, H217-P109, 

H217-P108 y H217-P102) (Figura 3d). En el caso del lote B las diferencias de contribución a 

nivel del pareja parental resultaron más acusadas, pues a pesar de que todos los reproductores 

contribuyeron al establecimiento de la siguiente generación, solamente se detectó el 81% de 

los cruzamientos parentales posibles, asignándose el 71% de los descendientes analizados a 

tres únicas parejas parentales (H036-P112, H279-P112 y H279-P105) (Figura 3e). 

El análisis de contribución parental a partir de la agrupación de las diferentes puestas 

analizadas en función de la fase del periodo de puesta en el cual se recolectaron, mostró una 

tendencia a la reducción en número de familias establecidas (un 25% y 50% para el lote A y B, 

respectivamente). Dentro de las fases, las diferencias de contribución parental entre los 

individuos reproductores continúan presentes (lote A: (1) fase intermedia: χ2(hembras)=17,17, p-

valor=0,001 y χ2(machos)=42,30, p-valor<0,001; (2) fase final: χ2(hembras)=55,46, p-valor<0,001 y 

χ2(machos)=72,82, p-valor<0,001; lote B: (1) fase intermedia: χ2(hembras)=35,18, p-valor<0,001 y 

χ2(machos)=28,16, p-valor<0,001; (2) fase final: χ2(hembras)=71,28, p-valor<0,001 y 

χ2(machos)=119,77, p-valor<0,001), registrándose una mayor variación en los tamaños familiares 

generados durante la fase final respecto a la fase intermedia (Figuras 3d y 3e). La valoración 

de la contribución parental por fases del periodo de puesta, permitió a su vez detectar la 

restricción de determinados cruzamientos parentales a fases concretas del periodo de puesta 

(Figuras 3d y 3e), y a pesar de que un mismo cruzamiento puede tener lugar en diferentes fases, 

su contribución puede resultar muy diferente (Figuras 3d y 3e). 

Cuando se valoró la contribución parental (tanto a nivel de individuo como de familias) 

de forma independiente para cada fecha de puesta analizada, se observó una dinámica 

reproductiva diaria, donde no todos los reproductores participaron en los diferentes días de 

puesta analizados, y los comportamientos reproductivos dominantes adquirieron 

generalmente mayor intensidad, pese a que en el caso del lote A durante S2A y S5A, las 

diferencias de contribución parental dentro del grupo de las hembras, no resultaron 

significativas (S2A: χ2 =5,95, p-valor=0,11 y S5A: χ2 =4,07, p-valor=0,13). Los comportamientos 

dominantes resultaron de nuevo especialmente acusados en el lote B, donde una sola hembra 

dio lugar a más del 90% de la descendencia generada durante S2B y S3B (H279 y H036, 

respectivamente), y un solo macho (P112) contribuyó con más del 90% de la progenie de S3B 

(Tabla 3i).  
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La hipótesis nula de independencia entre la fecha de puesta y la contribución parental se 

rechazó para ambos sexos en los dos lotes de cultivo (lote A: (hembras) χ2=93,58, p-

valor<0,001 y (machos) χ2=104,00, p-valor<0,001; lote B: (hembras) χ2=238,30, p-valor<0,001 

y (machos) χ2=43,19, p-valor<0,001). 

A pesar de que en diversos momentos del periodo reproductivo todos los reproductores 

participaron en el establecimiento de la siguiente generación, no se producen todos los 

cruzamientos posibles, variando el número de parejas reproductoras que se establecen en cada 

día de puesta. En el caso del lote A, el número de parejas establecidas varió entre el 56-81%, 

mientras que el lote B osciló entre el 31-75%. Tal y como se observa en las Figuras 3d y 3e, a 

nivel de pareja reproductora también existe una contribución desigual, identificándose 

cruzamientos parentales dominantes. Los individuos que conformaron las parejas dominantes 

fueron variando a lo largo del periodo reproductivo (Tabla 3i; Figuras 3d y 3e).  

 

3.3.6. Tamaño efectivo  

Atendiendo únicamente al número de hembras y machos reproductores participantes, el 

Ne(1) obtenido para cada lote, mostró un valor idéntico al tamaño censal (N=8) durante la fase 

intermedia y el global del periodo de puesta (Tabla 3j). No obstante, aunque atendiendo a la 

fase final del periodo de puesta el Ne(1) puede sufrir reducciones como ocurre en lote B (Tabla 

3j), es al considerar cada día puesta de forma independiente, donde el Ne(1) experimenta las 

mayores diferencias respecto al tamaño censal (Tabla 3j), debido a una disminución en el 

número de reproductores activos, llegando a registrarse reducciones hasta del 60% en el lote 

B. 

Cuando además del número de reproductores participantes, se tiene en cuenta las 

variaciones de contribución entre los parentales, las dominancias detectadas en los diferentes 

momentos del periodo reproductivo se traducen en una notable reducción del Ne(2) (Tabla 3j). 

Estas reducciones del Ne(2) en referencia al tamaño censal del lote, conducen a 

importantes incrementos de endogamia, y debido a las extremas dominancias desarrolladas 

por los reproductores del lote B, se deducen valores en el incremento de endogamia 

generacional (∆F2≈0,12) que aproximadamente duplica el valor esperado bajo el supuesto de 

una contribución equitativa de los reproductores (∆F2/∆F1=1,93) (Tabla 3j). 
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3.4. Discusión  

 

3.4.1. OVIDOPLEX-R: una herramienta eficaz de genotipado  

El número de loci microsatélites necesario para desarrollar con éxito los procesos de 

caracterización genética y asignación parental, fluctúa en función del nivel del polimorfismo 

propio de cada loci, así como, de la variabilidad genética presente en el conjunto individuos 

objeto de análisis. De esta manera, para cada estudio se debe previamente optimizar el número 

mínimo de loci microsatélites necesarios para garantizar la obtención de la información 

requerida. En nuestro caso, los altos niveles de variabilidad presentes en los dos lotes 

reproductores (Tabla 3e), junto con la selección y combinación de un conjunto de cinco loci 

microsatélites altamente polimórficos en una única reacción de PCR (OVIDORPLEX-R), 

permitió deducir con éxito el genotipo de más del 90% de los individuos analizados, logrando 

asignar al 100% de individuos genotipados, una única pareja parental. Por lo tanto, 

OVIDORPLEX-R, supuso una herramienta de análisis altamente eficaz para el estudio debido a 

su alta capacidad de resolución en la identificación del origen de los alelos a nivel de individuo, 

fácil manejo, reducción en el tiempo de análisis requerido y a su rentabilidad (Tabla 3d).  

La obtención de un porcentaje de asignación parental del 100% se debe principalmente 

a elevada variabilidad detectada en los lotes reproductores, y al conocimiento previo del sexo 

de los individuos, el cual simplifica el proceso de identificación parental (Wilson y Ferguson, 

2002), ya que una vez asignado uno de los parentales, todas aquellas parejas constituidas por 

individuos del mismo sexo quedan excluidas, restringiéndose la búsqueda del segundo 

parental a un número de individuos candidatos mucho más reducido. No obstante, otros 

factores pueden entrar en juego y afectar a la capacidad de asignación parental, destacando 

por su frecuencia: la amplificación preferencia de alelos de pequeño tamaño (fenómeno 

conocido como efecto “drop-out”), el tipo y/o estado de conservación del material biológico 

empleado, y la aparición de alelos nulos (alelos que no pueden ser amplificados utilizando los 

iniciadores diseñados). A modo de ejemplo de cómo estos factores pueden influir sobre el éxito 

en la asignación parental, Piñera y col. (2006) establecieron a partir de un lote de cultivo de 

besugo (Pagellus bogaraveo), que el genotipado erróneo de individuos (parentales y 

descendientes) heterocigotos como homocigotos derivado de la presencia de alelos nulos, 

provoca una diminución de la capacidad de asignación parental correcta superior al 6%. Por 

este motivo, dado que la escasa y débil amplificación obtenida en nuestro estudio para el locus 

SaGT1 podría predispone fuertemente a este tipo de errores de genotipado, se optó por 
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eliminar dicho marcador de OVIDORPLEX-R, sin ello afectar a la capacidad de identificación de 

la pareja parental.  

 

3.4.2. Evaluación de la dinámica reproductiva a partir de descendientes en estadio de 
desarrollo embrionario: ventajas y dificultades 

Desde el punto de vista de las técnicas genéticas moleculares como la amplificación por 

PCR, el trabajo con muestras biológicas correspondientes a embriones formados por un 

número reducido de células, lleva implícito la dificultad técnica de trabajar con muestras donde 

la cantidad de ADN disponible puede ser bastante limitada, conllevando con ello a una 

reducción en el éxito de amplificación. De acuerdo al presente estudio, dicha dificultad técnica 

puede ser solventada mediante la selección de descendencias que muestren un tiempo 

desarrollo embrionario igual o superior al establecido previamente como estadio de desarrollo 

mínimo necesario. Concretamente, en base a los porcentajes de amplificación positiva 

obtenidos para los diferentes tiempos de desarrollo evaluados, en dorada se fija como estadio 

de desarrollo mínimo necesario, el estadio mostrado por Kamaci y col. (2005) para las 18:00-

20:00H de desarrollo (Figura 3b), a través del cual se logra un éxito de amplificación final 

similar al obtenido habitualmente en nuestro laboratorio a partir de tejido adulto (Tabla 3c y 

3f). El porcentaje obtenido resulta significativamente superior al obtenido por Borrell y col. 

(2008) en dentón (Dentex dentex), donde solamente se consiguió amplificar el 65% de la 

progenie muestreada. Aunque Borrell y col. (2008) atribuyen el bajo éxito de amplificación 

obtenido a la posible presencia de huevos no fertilizados en las puestas, en base a los resultados 

derivados de nuestro estudio donde la utilización de embriones en estadio de gástrula (10:00-

12:00H) originó una disminución aproximada del 30% en el porcentaje de amplificaciones 

positivas (Tabla 3c), el resultado obtenido por estos autores puede de surgir también a 

consecuencia de la utilización de descendientes con un tiempo de desarrollo inferior al mínimo 

necesario. Por lo tanto, la selección de puestas bajo el criterio de un tiempo de desarrollo 

mínimo, serviría de garantía para lograr un alto éxito en el genotipado precoz de las progenies. 

Con motivo de la estrategia de puesta asincrónica desarrollada por las hembras en 

dorada (Francescon y col, 1994), la eliminación de aquellos individuos con un tiempo de 

desarrollo inferior al establecido como umbral, podría ser interpretada como un sesgo, 

implicando la eliminación de familias procedentes de una o varias hembras cuya puesta pudo 

tener lugar pocas horas antes del proceso de recolección (<18:00-20:00H). No obstante, en 

nuestro estudio, el número de descendientes excluidos dentro de cada una de las puestas 

analizada, no superó el 5%. No obstante, sí se detectaron grandes diferencias en los tiempos de 

desarrollo de progenies recolectadas en diferentes días de puestas, y algunas muestras como 
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las correspondientes a la fase inicial del periodo de puesta, no pudieron ser evaluadas debido 

al elevado porcentaje de huevos no fertilizados y/o escaso desarrollo embrionario (estadios 

comprendidos entre de 2 células y mórula) que presentaban. Por lo tanto, a priori, en nuestro 

caso, la selección de descendientes aplicada condicionó la selección de las puestas empleadas 

para el estudio (descartándose todas aquellas puestas cuya progenie presentaba 

mayoritariamente un tiempo de desarrollo inferior a las 18:00-20:00H), pero dentro de las 

puestas analizadas no causó sesgo alguno sobre la dinámica reproductiva deducida. Por 

consiguiente, el protocolo establecido permite deducir con precisión de forma rápida, sencilla 

y a bajo coste, el comportamiento reproductivo adquirido por un lote de reproductores 

transcurrido un intervalo de tiempo muy pequeño desde el momento de la fertilización, 

posibilitando con ello la identificación y selección de puestas que bajo el criterio genético 

resulten óptimas para preservar los niveles de variación y controlar el incremento de 

endogamia entre generaciones. Sin embargo, se debe remarcar que debido a la escasa tasa de 

supervivencia larvaria en la especie (20-35%) (Basurco y col., 2011) y al impacto que este 

hecho puede provocar sobre la composición final de individuos que conforman el lote, la 

realización de un estudio de contribución parental durante las fases tempranas del desarrollo 

no excluye la necesidad de realizar, como paso previo a la selección de individuos que 

conformarán el nuevo lote reproductor, un análisis de paternidades durante la fase adulta.  

 

3.4.3. Características de la dinámica reproductiva 

El establecimiento de pedigríes y la agrupación de las progenies en familias, permitió 

reconstruir el comportamiento reproductivo adoptado por los reproductores que 

conformaban cada lote, describiendo una dinámica reproductiva diaria, de fase y global, a 

partir de progenies en estadio de desarrollo embrionario procedentes de puestas 

independientes que representan diferentes momentos del periodo de puesta. 

Los dos lotes reproductores analizados, presentaron un patrón reproductivo similar, 

caracterizado por una participación de todos los individuos a nivel global del periodo 

reproductivo, con diferencias significativas (más acusadas en el lote B) en su grado de 

contribución. Dentro de cada fase del periodo de puesta, el número de reproductores activos 

presenta oscilaciones, registrándose una tendencia a la reducción en el número de individuos 

que toma parte en la puesta durante la fase final, similar a la descrita por Herlin y col. (2008) 

en bacalao (Gadus morhua). No obstante, las mayores variaciones se detectan al analizar de 

forma aislada los diferentes eventos de puesta, existiendo puestas diarias donde todos los 

individuos reproductores contribuyen a la progenie, mientras que en otras ocasiones, el 
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número de participantes se limita a tan solo el 62,5% (Tabla 3i). A diferencia de otros estudios 

donde se registra una fuerte reducción en el número de machos que contribuye a la progenie 

recolectada (Barbaro y col., 1997; Bekkevold y col., 2002; Brown y col., 2005b; Herlin y col. 

2008), en esta ocasión, aunque el grupo de los machos tiende a mostrar generalmente 

varianzas de contribución superiores al grupo de las hembras, la ausencia de participación 

parental parece afectar a ambos sexos por igual.  

Por otra parte, incluso en aquellas puestas donde se establece una participación 

reproductora máxima, los porcentajes de contribución pueden llegar a ser muy diferentes 

entre individuos, detectándose con frecuencia comportamientos dominantes para ambos 

sexos (Tabla 3i). Además, el grado de contribución que muestra un individuo reproductor sufre 

modificaciones a lo largo del periodo reproductivo, estableciéndose para ambos sexos, una 

asociación de dependencia significativa entre la fecha de puesta y el grado de contribución 

parental. Por tanto, la participación y grado de contribución que muestra un individuo 

reproductor se ven condicionados por el intervalo del periodo reproductivo seleccionado, pues 

individuos que en una determinada puesta/fase se muestran inactivos o con bajos niveles de 

contribución parental, pueden haber desarrollado comportamientos dominantes en etapas 

anteriores o desarrollarlos en eventos posteriores a la misma.  

Cuando la evaluación de la dinámica reproductiva se realiza a nivel de pareja 

reproductora, las conductas dominantes vuelven a tomar presencia identificándose parejas 

con contribuciones dominantes durante uno o varios momentos del periodo de puestas. Estas 

dominancia aunque habitualmente surge a consecuencia del cruce entre la hembra y el macho 

dominante de la puesta, también se puede originar a partir de una estrategia de cruce 

preferencial donde individuos con contribuciones inferiores a los individuos dominantes, 

logran imponerse como pareja reproductora al establecer un único tipo de cruzamiento 

parental en la puesta, el cual produce un porcentaje de descendientes superior al resto de los 

cruzamientos múltiples [Tabla 3i (macho P111), Figura 3d (pareja reproductora P111-H155)] 

desarrollados por el resto de los reproductores. 

No obstante, debido a la alternancia de los comportamientos dominantes entre las 

parejas reproductoras, la agrupación de puestas recolectadas en diferentes momentos del 

periodo de puesta, al implicar la combinación de dominancias ejercidas por diferentes parejas 

reproductivas, tiende a atenuar la intensidad de dicha dominancia, resultando un patrón de 

cruzamientos parentales con porcentajes de contribución más equilibrados (Figura 3d). No 

obstante, cuando las dominancias son muy intensas, como ocurre en el lote B, los efectos de la 

dominancia continúan estando presente en el global de periodo reproductivo, aunque, con 

menor magnitud (Figura 3e). De igual modo, a consecuencia de que el número y el tipo de 
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cruzamientos parentales que se establecen dentro de cada evento de puesta muestran también 

fluctuaciones, la combinación de diferentes puestas contribuye a su vez a incrementar el 

número de familias presentes en el lote descendiente (Figuras 3d y 3e).  

Por lo tanto, a través del presente estudio se evidencia como, atendiendo al número de 

reproductores participantes, al número de cruzamientos parentales ocasionados y a su 

respectivo grado de contribución a la siguiente generación, cada día de puesta puede llegar a 

ser únicamente representativo de sí mismo; por lo que el seguimiento de los reproductores a 

lo largo de diferentes fechas de puesta permite deducir una dinámica reproductiva global, más 

precisa, donde el comportamiento reproductor de cada individuo no se evalúa a partir de un 

suceso puntual, sino a lo largo del tiempo. 

 

3.4.4. Consecuencias genéticas de la dinámica reproductiva: propuesta de manejo  

Asumiendo el global del periodo reproductivo, la contribución de todos los 

reproductores al establecimiento de la nueva generación, conduce a una relación óptima entre 

Ne(1)/N igual a uno (Tabla 3j). Sin embargo, las diferencias existentes en el grado de 

contribución parental de los reproductores, traen en consecuencia fuertes reducciones sobre 

el Ne(2) estimado respecto al tamaño censal de los lotes A y B, disminuyendo su valor un 12,8% 

y 48,8%, respectivamente. No obstante, a consecuencia de la participación discontinua de 

algunos individuos reproductores y/o debido a las intensas variaciones en la tasa de 

contribución parental, los valores estimados para Ne(2) se ven especialmente afectados dentro 

de cada evento de puesta, registrándose un rango de reducción del Ne más amplio, cuyas 

oscilaciones se sitúan entre el 12% (S2A) y el 78% (S3B) (Tabla 3j).  

Esta intensa disminución del Ne, se podría fácilmente interpretar como consecuencia del 

establecimiento de lotes reproductores a partir de un número reducido de individuos (N=8). 

No obstante, los datos obtenidos en dorada y en otras especies acuícolas a partir de lotes cuyo 

tamaño censal (N=35-131) resulta notablemente superior al establecido en nuestro estudio 

(Brown y col., 2005b; Fessehaye y col., 2006; Piñera, 2009; Porta y col., 2010 y Chavanne y col., 

2014), registran desde el punto de vista genético, reducciones en el tamaño censal que varían 

entre un 56% [N≈16, Ne/N=0,43-0,45 (Fessehaye y col., 2006)] y aproximadamente un 92% 

[N=131, Ne/N=0,073 (Porta y col., 2012)]. Por consiguiente, no existen motivos para concluir 

que el empleo de lotes reproductores de tamaño censal reducido pueda influir negativamente 

sobre la relación Ne/N, sino más bien todo lo contrario, pues la creación de lotes reproductores 

de pequeño tamaño parece favorecer la participación de los reproductores en la puesta, ya que 

a diferencia de los estudios anteriormente citados, en nuestro caso todos los reproductores 
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tomaron parte en la puesta, no solo a nivel global del periodo de puesta, sino también dentro 

de algunos de los eventos de puesta (principalmente correspondientes a la fase intermedia del 

periodo) analizados (Tabla 3i). 

A la vista de estos resultados, se deduce que la creación de lotes reproductores a partir 

de descendientes procedentes de un único evento de puesta puede, a través del intenso grado 

de afectación del Ne, conducir a incrementos de endogamia elevados, capaces de repercutir 

sobre la eficacia biológica de los individuos, pudiendo condicionar a lo largo de las 

generaciones la continuidad del programa de reproducción establecido. Sin embargo, si bien 

es cierto que la creación de lotes reproductores a partir de un único evento de puesta supone 

siempre un riesgo elevado, se debe mencionar que dada la tendencia de Ne a mostrar un grado 

de conservación ligeramente superior en las puestas procedentes de la fase intermedia, la 

habitual práctica de manejo consistente en la selección de un único evento de puesta de dicha 

fase, como semilla para establecer el nuevo lote reproductor, supone, dentro del riesgo, la 

opción más acertada.  

Ante esta situación, existe una necesidad evidente de mejorar el mecanismo de manejo 

reproductivo de la especie a través de instauración de medidas correctoras destinadas a 

optimizar el Ne de los lotes. 

Como medida dirigida a minimizar la ausencia de participación parental, Brown y col. 

(2005b) a partir de la asociación deducida entre el peso de los individuos reproductores y la 

contribución parental, proponen incorporar el peso corporal de los individuos como factor a 

tener en cuenta en la creación de lotes reproductores. No obstante, estos autores destacan que 

posiblemente la asociación observada entre peso y contribución no refleje a una asociación 

directa entre estos dos caracteres, sino que posiblemente esté enmascarando una asociación 

“real” entre la edad de los individuos y la contribución parental; una hipótesis que toma fuerza 

con los resultados obtenidos por Jerez y col. (2012), quienes evaluando la influencia de la edad 

de la hembra sobre los parámetros de fecundación y fertilización, proponen la edad de las 

hembras reproductoras como factor de interés para minimizar las diferencias en el grado de 

contribución parental.  

En nuestro caso, los resultados obtenidos muestran como la creación de lotes 

reproductores a partir del reagrupamiento de huevos flotantes recolectados en diferentes 

momentos de la fase intermedia del periodo de puestas, puede contribuir positivamente a 

optimizar el Ne de los lotes, al verse favorecido el incremento en el número de familias 

obtenidas y atenuada la intensidad de las fuertes dominancias ejercidas por algunas parejas 

reproductoras (Figura 3d y 3e). No obstante, para evitar que grandes diferencias de tamaño 

entre individuos (debidas a un tiempo de desarrollo desigual) puedan desembocar en 
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comportamientos de canibalismo, solamente se deberá unificar las descendencias cuando las 

diferencias de tamaño entre los individuos sean mínimas, por lo que se deben evitar que entre 

los eventos de puesta recolectados existan largos intervalos de tiempo. 

De igual modo, en base a el elevado porcentaje de reproductores activos detectado 

dentro de los lotes A y B, especialmente en el transcurso de la fase intermedia del periodo de 

puesta donde, dentro de cada evento se registró como mínimo el 75% de los cruzamientos 

parentales posibles, se propone una nueva estrategia de manejo fundamentada en el 

reemplazamiento del sistema tradicional de reproducción, por un sistema de manejo donde los 

actuales lotes reproductores (N=40-60) se dividen (de forma previa al inicio del periodo 

reproductivo con antelación suficiente para garantizar la correcta aclimatación de los 

individuos) en grupos de pequeño tamaño censal (por ejemplo, N=8 individuos en una relación 

de sexos 1:1) denominados “mini-lotes”. A través de este manejo, el futuro lote reproductor se 

constituirá a partir de la reagrupación en un único tanque de puestas procedentes de la fase 

intermedia de cada uno de los mini-lotes. La estrategia propuesta, además de favorecer el 

número de reproductores activos que contribuyen al establecimiento de la nueva generación, 

permite minimizar el efecto de las conductas dominantes adquiridas por algunos 

reproductores, ya que la dominancia ejercida por una pareja reproductora dentro de un mini-

lote se irá diluyendo al combinarse con la dominancia ejercida por las parejas procedentes de 

otros mini-lotes. 

Como requisito indispensable para llevar a cabo óptimamente este manejo, se precisa de 

la sincronización del periodo de puesta de los mini-lotes, la cual permitirá recolectar de forma 

simultánea en todos ellos, puestas procedentes de la fase intermedia con diferencias mínimas 

en el tiempo de desarrollo.  

Además, de acuerdo a la ventaja que supone la recolección de diferentes eventos de 

puesta dentro de un mismo lote, la selección de al menos dos eventos de puesta diferentes por 

mini-lote, podrían contribuir a incrementar el número de familias y atenuar las diferencias de 

contribución parental. 

No obstante, el manejo reproductivo propuesto condiciona el número máximo de 

familias posibles que se puede establecer por lote, pues a modo de ejemplo, la división de un 

conjunto de 16 individuos reproductores en dos lotes compuestos por 8 individuos (4 hembras 

y 4 machos), reduce los 64 cruzamientos parentales iniciales a un máximo de 16 cruzamiento 

por lotes, obteniéndose en total un máximo de 32 cruzamientos diferentes y por consiguiente, 

un máximo de 32 familias. No obstante, el número de familias podría ser fácilmente 

incrementado aumentando el número de mini-lotes, por lo tanto, inicialmente solamente sería 

necesario hacer una estima inicial del número de familias deseadas, y en base a ello, calcular el 
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número de mini-lotes requeridos. Además, a pesar de que lotes de tamaño censal estándar 

ofrecen la posibilidad teórica de obtener un mayor número de familias, los resultados 

obtenidos por Chavanne y col. (2014) muestran claramente como dentro de un único evento 

de puesta, el número de familias obtenido se ve fuertemente disminuido, resultando hasta tres 

veces inferior al valor máximo esperado.  

Por lo tanto, la creación de un sistema de mini-lotes que maximice la participación 

parental y genere tamaños familiares más homogéneos, predispone de manera sencilla y a bajo 

coste a la optimación precoz del Ne, reteniendo los niveles de endogamia no deseada por 

debajo del umbral aceptado para preservar la eficacia biológica y evitar la depresión 

endogámica. A su vez, la maximización de Ne favorece la conservación de la variabilidad 

genética a lo largo de los ciclos de reproducción, lo cual resulta indispensable para instaurar 

programas de mejora genética de caracteres de interés productivo que contribuyan a una 

explotación óptima de la especie. Si bien es cierto que la implementación de protocolos de 

evaluación de la contribución parental a partir de la información proporcionada por un 

conjunto de loci microsatélites como el desarrollado en este estudio, ofrecería la garantía de 

seleccionar solamente aquellas puesta que en su conjunto contribuyeran a conservar un Ne 

elevado, su desarrollo requiere una inversión económica mayor, por lo que el acuicultor deberá 

establecer un balance entre el beneficio que supone poder ejercer un control más preciso sobre 

la reproducción y el coste económico que conlleva dicho conocimiento.
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 Tablas 

 

Tabla 3a. Muestras analizadas en el estudio. 

 

 

S1, S2, S3, S4 y S5: eventos de puesta analizados; Día de puesta: número de días transcurridos desde el comienzo del 
periodo de puesta. 
 
 
 
 
 
 
Tabla 3b. Volúmenes de puesta recolectados en los eventos de puesta analizados. 

 
 Nº máx.  

huevos/día 

Nº medio huevos/día Volumen puestas analizadas * 

  Flotantes 
 (± SD) 

No flotantes 
 (± SD) S1 S2 S3 S4 S5 

Lote A 530 254,12 
(±137,63) 37,84 (±41.52) 430 

(80) 
390 
(70) 

230 
(60) 

310 
(40) 

170 
(40) 

Lote B 480 143,04 
(±121,81) 40,74 (±37,03) 330 

(70) 
250 

(120) 
90 

(40) - - 

 

SD: Desviación estándar; * Dentro de cada casilla se indica el número de huevos recolectado en cada fecha, 
mostrando el número de huevos flotantes y no flotantes (entre paréntesis). 
  

Grupo  Individuos 
analizados Fecha de recolección Día de 

Puesta 

Lote A 

Reproductores 8    

Descendencia 

S1A 72 21/01/2008 29 
S2A 66 31/01/2008 39 
S3A 88 12/02/2008 51 
S4A 88 21/02/2008 60 
S5A 88 03/03/2008 71 

Total  410    

Grupo Individuos 
analizados Fecha de recolección Día de 

Puesta 

Lote B 

Reproductores 8    

Descendencia 
S1B 84 22/01/2008 30 
S2B 82 04/02/2008 43 
S3B 78 14/02/2008 53 

Total 260    

53  
 



Capítulo I  

 

Tabla 3c. Eficacia de amplificación por PCR en diferentes estados del desarrollo embrionario.  

Tiempos de desarrollo estimados a una temperatura de desarrollo de 18,5ºC. Imágenes del desarrollo embrionario 
de dorada tomadas de Kamaci y col., (2005). 
 

 

Tabla 3d. Porcentaje de asignación parental obtenido mediante el programa CERVUS v.3.0 (Marshall y 

col., 1998; Kalinowski y col., 2007), modificando el número de loci microsatélites empleados en el 

análisis. 

 SIM-1P (%) SIM-2P (%) SIM-PP (%) 

9 Microsatélites 96-97 96-98 98-99 

8 Microsatélites 96-97 96-98 98-99 

7 Microsatélites 96-97 96-97 98-99 

6 Microsatélites 96-97 97-98 98-99 

5 Microsatélites 91-93 92-93 92-94 

4 Microsatélites 88-92 89-91 90-93 

3 Microsatélites 67-75 68-75 74-75 

SIM-1P: porcentaje de asignación maternal; SIMP-2P: porcentaje de asignación paternal; SIM-PP: porcentaje de 
asignación de pareja parental.

  2-4 Células 16-24 Células Gástrula Embrión visible 

 1:15H-1:45H 2:30H-3:00H 10:00H-12:00H 18:00H-20:00H 

 

 

   

Éxito de 
amplificación 0-5% 4-10% 63-70% 91-96% 
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Tabla 3f. Evaluación del éxito de amplificación por PCR en el conjunto de descendencias. 

S1, S2, S3, S4 y S5: eventos de puesta; T: total individuos; E: éxito de amplificación (Ng /Nan); Nan: número de 
individuos analizados; Ng: número de individuos con genotipo determinado; N≥4 loci: número de individuos con un 
número mínimo de 4 loci genotipados. 

 
 

 
Tabla 3g. Diversidad genética para los lotes reproductores y sus descendencias a partir de 5 loci 

microsatélites. 

Grupo 
 

N NA HE HO FIS        P-valor 

Lote A 

Reproductores 8 9,6 0,915 0,950 -0,053 n,s (0,2417) 

 S1A 69 8,8 0,822 0,950 -0,158*    (0,0017) 

 S2A 61 8,8 0,846 0,860 -0,016 n,s  (0,2600) 

Descendencia A S3A 82 8,8 0,819 0,857 -0,047*    (0,0100) 

 S4A 84 8,6 0,842 0,887 -0,054*    (0,0017) 

 S5A 80 8,2 0,847 0,892 -0,053*    (0,0033) 

Total 276 8,8 0,852 0,889 -0,044*    (0,0050) 

Grupo 
 

 

N NA HE HO FIS        P-valor 

Lote B 

Reproductores 8 8,4 0,892 0,900 -0,040 n,s  (0,3650) 

 S1B 74 8,4 0,832 0,835 -0,004 n,s  (0,4050) 

Descendencia B S2B 75 5,6 0,675 0,835 -0,238*    (0,0025) 

 S3B 73 5,6 0,682 0,850 -0,249*    (0,0025) 

Total 222 8,4 0,776 0,841 -0,083*    (0,0050) 

 

S1, S2, S3, S4 y S5: eventos de puesta; N: número de individuos; Na: número medio de alelos; HE: heterocigosidad 
esperada; HO: heterocigosidad observada; FIS: evaluación del equilibrio Hardy-Weinberg; * P-valor<0,05; n.s: no 
significativo). 

  Descendencia A   Descendencia B  
  S1A S2A S3A S4A S5A T E (%)  S1B S2B S3B T E (%) 

 Nan 72 66 88 88 88 402   84 82 78 244  

Ng 

Dpt3 67 61 82 82 80 372 92,5  74 75 73 222 91,0 

Dxd44 67 57 80 79 80 363 90,3  71 75 73 219 89,7 

Pb-OVI-106 69 60 81 83 80 373 92,8  72 75 73 220 90,1 

SaGT1 35 28 31 24 39 157 39,0  - - - - - 

SaGT26 69 61 82 84 79 375 93,3  73 75 71 219 89,7 

SaGT41b 67 61 82 83 80 373 92,8  71 75 73 219 89,7 

N≥4 loci 69 61 82 84 80 376 93,5  74 75 73 222 91,1 
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Tabla 3h. Valores de FST obtenidos en el análisis de diferenciación genética por pares de muestras. 

 

S1, S2, S3, S4 y S5: eventos de puesta Entre paréntesis se indica el correspondiente valor de significación; (*) P-
valor<0,05. 
 

 

 

Tabla 3i. Valores de contribución parental. 

Lote A Descendencia  Lote B Descendencia  
Parentales S1A S2A S3A S4A S5A T  Parentales S1B S2B S3B T 
 N 69 61 82 84 80 376   N 74 75 73 222 

♀ 

H033 34 18 24 25 35 136  

♀ 

H036 1 7 69 77 
H131 14 18 25 14 0 71  H123 17 0 1 18 
H155 8 7 25 0 21 61  H154 19 0 0 19 
H217 13 18 8 45 24 108  H279 37 68 3 108 

               

♂ 

P102 43 23 21 13 21 121  

♂ 

P101 3 0 0 3 
P108 12 18 33 27 20 110  P104 14 17 4 35 
P109 8 10 10 41 39 108  P105 23 13 2 38 
P111 6 10 18 3 0 37  P112 34 45 67 146 

S1, S2, S3, S4 y S5: eventos de puesta; T: Total; N: número de individuos descendientes; ♀: hembras; ♂: machos 

Lote A S1A S2A S3A S4A S5A 

Reproductores -0,029 (0,856) 0,0203 (1,000) 0,0140  
(0,986) 

0,0113  
(0,763)  

0,0141  
(0,596) 

S1A  0,0059 (0,055) 
0,0128 
(0,003)* 

0,0402 
(0,003)* 

0,0351 
(0,003)* 

S2A   0,007 (0,016)* 
0,0257 
(0,003)* 

0,0248 
(0,003)* 

S3A    
0,0369 
(0,003)* 

0,0033 
(0,003)* 

S4A     
0,0174 
(0,003)* 

Lote B S1B S2B S3B 

Parentales -0,0194 (1,000) 0,0580 (0,008)* 0,0576 (0,008)* 

S1B  0,0433 (0,008)* 0,0939 (0,008)* 

S2B   0,1324 (0,008)* 
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3.6. Figuras 

 
 



 

 
 



 Figuras 

 

Fase inicial          Fase intermedia     Fase final 

Fase inicial  Fase intermedia     Fase final 

Fase inicial  Fase intermedia     Fase final 

Figura 3a. Volúmenes de puesta recolectados a lo largo de periodo reproductivo en los lotes A y B. Las 

fechas de puesta analizadas se muestran remarcadas con barras verticales. 
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 Figuras 

 

Figura 3c. PCR multiplex OVIDORPLEX-R. A: diseño de PCR multiplex (OVIDORPLEX-R) propuesto por el 

programa Multiplex Manager (Holleley and Geerts, 2009). Para cada loci microsatélite se indica su rango 

alélico (mediante los números situados a ambos extremos de cada loci) y el tipo fluoróforo empleado en 

su marcaje. B: Electroforetrograma obtenido para OVIDORPLEX-R en dos individuos. 
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Figura 3d. Número de parejas reproductoras participantes y patrón de contribución parental obtenido 

en el lote A. 
 

 

Eje abscisas: eventos de puesta analizados; Eje ordenadas (primario): porcentajes de contribución parental; Eje 
ordenadas (secundario): número de parejas reproductores participantes; FI: fase intermedia; FF: fase final. 
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 Figuras 

 

Figura 3e. Número de parejas reproductoras participantes y patrón de contribución parental obtenido 

en el lote B.  

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eje abscisas: eventos de puesta analizados; Eje ordenadas (primario): porcentajes de contribución parental; Eje 
ordenadas (secundario): número de parejas reproductores participantes; FI: fase intermedia; FF: fase final 
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4.1. Introducción 

 
 En acuicultura, la optimización de procesos destinados a la obtención de un manejo 

correcto de la especie como son la creación/control de un ambiente de cultivo adecuado, el 

suministro de una dieta alimentaria que cumpla con las necesidades nutricionales, el control 

exhaustivo sobre los niveles de endogamia, etc., conduce de forma pasiva a una mejora en la 

productividad del cultivo. No obstante, los beneficios de esta producción se pueden acrecentar 

activamente mediante la mejora genética de aquellos caracteres cuya optimización conlleve a 

una reducción en los costes producción (por ejemplo, la tasa de crecimiento, la eficacia de 

conversión alimentaria o la resistencia a enfermedades), o bien, a la obtención de un producto 

final de mayor calidad (por ejemplo, la calidad de la carne o la textura del filete) que alcance en 

el mercado un valor económico superior.  

La industria acuícola desde siempre ha mostrado un gran interés en el desarrollo de 

sistemas de mejora destinados a maximizar las tasas de crecimiento de los individuos. 

Basándose en el hecho de que tasas de crecimiento elevadas habitualmente se asocian a una 

conversión de alimento más eficaz (Thodesen y col., 1999), la industria, a través de la obtención 

de individuos con una alta capacidad de aprovechamiento de los recursos alimenticios, busca 

generar un abaratamiento en los costes de alimentación del cultivo, los cuales, en dorada, se 

estima que representan aproximadamente el 40% de los gastos de producción (Jover, 2007). 

Además, la selección hacia crecimiento rápido resulta de interés porque en algunas especies se 

ha detectado que de forma simultánea e indirecta, favorece la selección de individuos con 

comportamientos no agresivos (Doyle y Tabot, 1986), y predispone a un incremento en la 

resistencia a enfermedades y en la tasa de supervivencia (Fjalestad y col, 1993; Gjedrem y 

Thodesen, 2005). 

 En general, la tasa de crecimiento de las especies acuáticas muestra una buena 

capacidad de respuesta a la selección individual o masal, debido principalmente al elevado 

coeficiente de variación genética (20-35%) que presenta el carácter, así como a la alta 

fecundidad que poseen las especies, la cual permite aplicar una presión de selección intensa 

(Gjedrem, 1983). No obstante, la selección masal prevalente en acuicultura se fundamenta en 

un criterio de selección puramente fenotípico, que al no repara en el grado de consanguinidad 

existente entre los individuos seleccionados, predispone a importantes incrementos de 

endogamia (Bentsen y Olesen, 2002). Por lo tanto, tal y como se mostró en el Capítulo I, el uso 

de marcadores moleculares para esclarecer las relaciones de consanguinidad existentes entre 

los individuos, constituye el complemento perfecto para el desarrollo de los esquema de 
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selección, posibilitando que los individuos reproductores sean seleccionados simultáneamente 

en base a su fenotipo y a su grado de parentesco. A su vez, la combinación de procesos de 

asignación parental, junto con una clasificación de la descendencia de acuerdo al fenotipo 

mostrado para un determinado carácter, permite evaluar la capacidad que posee cada 

reproductor para contribuir a la siguiente generación con descendientes portadores del 

fenotipo de interés.  

 Dentro de este contexto, se engloba el objetivo de este segundo capítulo donde, a partir 

de la descendencia obtenida para dos lotes reproductores y aplicando un sistema de selección 

exclusivamente fenotípico, se pretende establecer dos categorías de crecimiento con 

diferencias significativas (crecimiento-rápido y crecimiento-lento),  para posteriormente, a 

través de un análisis de asignación de parental, determinar si entre los reproductores existe 

una contribución parental diferencial hacia cada categorías. Bajo este supuesto, la 

identificación de individuos reproductores que aporten preferentemente descendientes a la 

categoría de crecimiento-rápido, contribuirá a la creación de lotes reproductores capaces de 

mejorar la rentabilidad del cultivo. 
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4.2. Materiales y Métodos 
 

4.2.1. Muestras biológicas 

En Diciembre de 2006, a partir de un conjunto de 101 individuos adultos de dorada, 

cultivados en las instalaciones de la empresa Piscicultura Marina Mediterránea S.L. (Burriana, 

Castellón, España), se crearon dos lotes reproductores (lote C y D) compuestos cada uno de 

ellos por aproximadamente 40 individuos [lote C: 29 hembras (peso medio 1998,2 ± 43,5g) y 

11 machos (peso medio 1877 ± 83,4g); lote D: 28 hembras (peso medio 1992,8 ± 50,1g) y 10 

machos (1950,0 ± 76,3g)] de acuerdo al procedimiento descrito por Borrell y col. (2007). El 

procedimiento de selección aplicado se basó en una aproximación de optimización 

combinatoria dirigida a la creación de los dos mejores grupos de individuos en base a un 

criterio de mínimo coeficiente de relación (coeficiente R) (Queller y Goodnight, 1989) y 

máxima variabilidad genética; empleando el programa Relatedness (Queller y Goodnght, 1989) 

para la determinación del coeficiente R. Teóricamente, individuos con una relación de 

parentesco de hermanos completos, deberían presentar valores medios de R cercanos a 0,5, 

puesto que de media comparten el 50% de su genoma, mientras que en el caso de los medios-

hermanos y entre individuos no emparentados, el valor medio esperado para R sería del 0,25 

y cero, respectivamente. Sin embargo, los valores del coeficiente R obtenidos varían entre -1 y 

+1, indicando el signo positivo una relación genética entre individuos mayor de la esperada, 

mientras que en contraposición la obtención de valores negativos indicaría una relación 

genética menor de la esperada (Queller y Goodnight, 1989). Para el conjunto global de 

individuos (101 individuos iniciales) los valores del coeficiente R oscilaron entre -

0,39<R<+0,83, y mediante el proceso de selección aplicado, estos valores quedaron 

restringidos a -0,28<R<+0,54 en el lote C y -0,25<R <+0,43 en el lote D.  

Durante el la fase intermedia del periodo de puesta (Marzo 2007), con el objetivo de 

evitar que las diferencias en la tasa de crecimiento entre los individuos descendientes se 

debieran a tiempos de desarrollo diferentes, para cada lote se recolectó e incubó bajo 

condiciones intensivas, la puesta procedente de un único día (diferente día para cada lote). 

Transcurridos 86 (lote C) y 78 (lote D) días desde el momento de la eclosión, se procedió 

mediante el empleo de diferentes tamices de criba, a una primera división de los individuos 

descendientes en base al tamaño corporal, generándose las categorías crecimiento-rápido y 

crecimiento-lento (Tabla 4a).  

A la edad de 165 días para el lote C y 157 para el lote D, los individuos se enviaron a la 

Universidad Politécnica de Valencia, donde se mantuvieron en tanques de 1.750L de capacidad 
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con recirculación, filtrado mecánico rotacional, biofiltrado por gravedad y aireación, bajo 

condiciones controladas de temperatura (22,2 ± 2,7ºC), fotoperiodo natural, similares 

condiciones de luz en todos los tanques y una dieta alimentaria a base de pienso comercial 

(Dibaq S.A., Segovia, España). 

Dentro de cada categoría, alcanzado un estado de crecimiento intermedio (transcurridos 

311 y 303 días desde la eclosión para el lote C y D, respectivamente), se procedió a una segunda 

fase de cribado basada en peso corporal de los individuos. De acuerdo a este proceso, dentro 

de la categoría crecimiento-rápido de cada lote, se seccionaron los individuos de mayor peso 

(Tabla 4a), estableciéndose las categorías de crecimiento-rápido C12F y D12F en los lotes C y 

lote D, respectivamente. En la categoría de crecimiento-lento se aplicó el criterio de selección 

totalmente opuesto, constituyéndose las categorías C12S y D12S a partir de los individuos de 

menor peso corporal (Tabla 4a). Cada una de estas cuatro nuevas categorías, se transfirió a un 

tanque de cultivo de mayor capacidad (4.000L) donde, bajo condiciones intensivas, se 

mantuvieron hasta alcanzar la talla comercial. 

A la edad de 528 días para lote C y 520 días para lote D, mediante el pesaje de 

aproximadamente 540 individuos incluidos en cada de las cuatro categorías anteriores, se 

establecieron cuatro nuevos grupos: C18F (N=150) (crecimiento-rápido lote C); C18S (N=150) 

(crecimiento-lento lote C); D18F (N=120) (crecimiento- rápido lote D) y D18S (N=120) 

(crecimiento-lento lote D). Para cada uno de estos individuos descendientes incluidos en estas 

categorías, así como para el total de reproductores empleados en el estudio, se recolectó en 

etanol al 96% una pequeña muestra de aleta caudal, para los correspondientes análisis 

genéticos. 

 

4.2.2. Extracción de ADN y desarrollo de la PCR multiplex OVIDORPLEX 

La extracción de ADN genómico, se realizó siguiendo el protocolo estándar de resina 

Chelex®100 (Biorad) (500μL al 10%) y proteinasa K (Walsh y col., 1991) (10μL a 20mg/mL) 

a partir de un pequeño fragmento de aleta caudal. 

Utilizando nuevamente el programa Multiplex Manager 1.0 (Holleley y Geerts, 2009) 

(véase Capítulo I, apartado 3.2.3., pág. 32), empleando como referencia la información de 

marcadores microsatélites obtenida en un estudio previo para más de 800 individuos (Borrell 

y col., 2007), se desarrolló una PCR multiplex compuesta por nueve loci microsatélites: SaGT1, 

SaGT26 y SaGT41b (Batargias y col., 1999); Pb-OVI-D106 y Pb-OVI-D102 (Piñera y col., 2006); 

Dxd44 y Dpt3 (De la Herrán y col., 2003); µ184 y µ190 (Power y col., 2003).  

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador XP-Cycler (Bioer), utilizando el 
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kit comercial QIAGEN Multiplex PCR, con concentraciones finales 1X para tampón de reacción 

(incluye tampón de reacción, MgCl2 y HotStartTaq ADN polimerasa) y 1X para la mezcla de 

inciadores (0,6μM para SaGT1 y Pb-OVI-D106; 0,5μM para SaGT41b; 0,4μM para Pb-OVI-D102, 

Dxd44 y Dpt3; 0,3μM para SaGT26, µ184 y µ190), empleando 1μL de ADN genómico para un 

volumen final de reacción de 15μL. El programa de amplificación utilizado consistió de una fase 

de desnaturalización inicial a 95ºC (15 minutos), seguida de 30 ciclos de amplificación [94ºC 

(30 segundos), 52ºC (1 minuto y 30 segundos) y 72ºC (1 minuto)], finalizando con una fase a 

60ºC (10 minutos). Todas las reacciones se comprobaron en un gel de agarosa al 2% con 

bromuro de etidio, y posteriormente se analizaron mediante fluorescencia en un secuenciador 

automático ABI 3130XL Genetic Analyzer, utilizando el programa GenMapper® 4.0 (Applied 

Biosystems) para el establecimiento de los correspondientes genotipos. 

4.2.3. Estimación de parámetros genéticos 

Los análisis de variabilidad y diversidad (parámetros Na, HO, HE, frecuencias génicas, 

índices de fijación FIS y FST), las estimas de tamaño efectivo (Ne(1) y Ne(2)) y la asignación 

parental, se realizaron utilizando los procedimientos descritos en los apartados 3.2.5, 3.2.6 y 

3.2.7 incluidos en el Capítulo I (pág. 33-35). 

 

4.2.4. Evaluación del crecimiento y contribución parental  

Las diferencias en el peso medio entre las categorías de crecimiento se evaluaron 

mediante la prueba estadística de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (prueba K-S) incluida 

en el programa estadístico SPSS 15.0. La prueba K-S es una prueba no paramétrica que se 

utiliza para determinar la bondad de ajuste de dos distribuciones de probabilidad entre sí, a 

partir de dos muestras independientes, empleando el estadístico Z. 

Para evaluar la contribución de los reproductores a cada una de las categorías de 

crecimiento (rápido/lento), una vez asignada a cada descendiente la pareja parental más 

probable, utilizando el programa estadístico SPSS v15.0, se contrastó para cada lote la hipótesis 

nula de: contribución equitativa a las categorías de crecimiento-rápido y lento. Para evaluar la 

existencia de la posible contribución diferencial de machos y hembras dentro de cada categoría 

de crecimiento, se utilizó un método de re-muestreo (Patefield, 1981; Corral, 2005; Carleos, 

2010) donde de forma pseudo-aleatoria y manteniendo invariables los totales marginales, se 

generaron 100.000 tablas de contingencia, cuantificando estadísticamente la probabilidad de 

obtener para un reproductor dado las frecuencias observadas (o frecuencias más extremas) 

bajo la hipótesis nula de contribución equitativa. De este modo, valores de significación 

inferiores a 0,05, indican una baja probabilidad de las frecuencias observadas para el supuesto 
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planteado en la hipótesis nula. El análisis de re-muestreo se desarrolló en su totalidad 

mediante el programa estadístico R statistical environment (R Development Core Team, 2009).
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4.3. Resultados 
 

4.3.1 Creación de grupos de descendencias con crecimiento diferencial 

Los diferentes pasos de cribado aplicados sobre el conjunto de descendientes obtenidos, 

conllevaron al establecimiento de las categorías crecimiento-rápido y crecimiento-lento dentro 

de cada lote. 

 A través de la comparación del peso medio de los descendientes a los 18 meses de edad 

(Tabla 4b), se observaron diferencias significativas entre las dos categorías de crecimiento que 

conforma cada lote (lote C: ZC18F-C18S=6,83, P-valor<0,001; lote D: ZD18F-D18S=6,91, P-

valor<0,001), y entre cada una de la categorías de crecimiento del lote C y D (ZC18F-D18F=4,42, P-

valor<0,001; ZC18S-D18S=3,28, P-valor<0,01). 

 

4.3.2 PCR multiplex OVIDORPLEX 

El sistema OVIDORPLEX desarrollado para este estudio (Figura 4a) resultó altamente 

eficaz, permitiendo genotipar más del 99% de los individuos analizados (78/78 reproductores 

y 520/540 descendientes). 

Durante el proceso de lectura de los electroforetogramas obtenidos a partir de 

OVIDORPLEX, se detectaron tres pequeños artefactos de amplificación (VIC-164pb, NED-

167pb y 6-FAM-199pb) (Figura 4a), pero su presencia no afectó, ni tampoco dificultó el proceso 

de genotipado. 

 

4.3.3 Caracterización de la diversidad genética 

Los dos lotes reproductores C y D, se caracterizaron por presentar una alta diversidad 

genética (Tabla 4c), mostrando valores elevados en el número medio de alelos por locus 

(NA≥14) y niveles de heterocigosidad (Ho≥0,850), aunque su composición genética no mostró 

diferencias significativas (FST= -0,005; P-valor=0,996). Los valores de FIS obtenidos indicaron 

que ambos lotes de reproductores se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, pues no se 

detectan desviaciones significativas hacia un exceso/déficit de heterocigotos (Tabla 4c).  

En referencia a las descendencias, la comparación de las categorías crecimiento-rápido 

y crecimiento-lento dentro de cada lote, así como su comparación entre lotes, revelaron para 

los parámetros Na y Ho, valores similares entre sí y respecto a su correspondiente generación 

parental (Tabla 4c). Sin embargo, la obtención de valores de FIS negativos, indicó la existencia 

de un exceso de heterocigotos en la generación descendiente de ambos lotes, ocasionando un 
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desajuste de las frecuencias genotípicas respecto a las esperadas en el equilibrio de Hardy-

Weinberg, con niveles de significación superiores en la categoría crecimiento-rápido (P-

valor<0,001) respecto a la categoría crecimiento-lento (P-valor<0,01) (Tabla 4c).  

De acuerdo a los valor de FST obtenidos al comparar las dos categorías de crecimiento 

dentro de los lotes (FST C18F-C18S=0,023, P-valor=0,003; FST D18F-D18S=0,016, P-valor=0,003) y entre 

los lotes (FST C18F-D18F=0,043, P-valor=0,003; FST C18S-D18S=0,036, P-valor=0,003), se determinó 

que el conjunto de individuos descendientes que componen cada una de las categorías de cada 

lote debería ser considerado genéticamente diferente (diferenciación dentro de lote), y de igual 

manera, el conjunto de individuos pertenecientes a cada una de la categorías de crecimiento 

de cada lote, también debería ser considerado genéticamente diferente del conjunto de 

individuos que componen su misma categoría en el otro lote (diferenciación entre lotes). 

 

4.3.4 Tamaño efectivo y participación parental 

El proceso de asignación parental mostró un éxito similar a las estimas realizadas 

previamente mediante simulaciones teóricas a partir de la información genotípica parental 

(99,9% para ambos lotes reproductores), logrando asignar la pareja parental más probable a 

cada uno de los 516 descendientes genotipados. 

Atendiendo únicamente al número de reproductores que constituyen cada lote (lote C: 

29 hembras y 11 machos; lote D: 28 hembras y 10 machos), el tamaño efectivo estimado se 

corresponde con Ne(1)≈32 y Ne(1)≈29, para el lote C y D respectivamente (Tabla 4c). Sin 

embargo, en ambos lotes se registró una ausencia de participación parental (Tabla 4c), 

provocando una sobrestimación en los valores de Ne deducidos. En lote C, la ausencia de 

participación parental alcanzo el 27,5% quedando así excluidos del estudio 1 macho y 10 

hembras, reduciéndose un 18,7% el Ne estimado inicialmente (Tabla 4c). En el lote D, el 

porcentaje de individuos que no contribuyeron a la descendencia analizada ascendió hasta el 

31,5%, viéndose afectadas 11 hembras y 1 macho, deduciéndose un valor de Ne(1)≈23 (Tabla 

4c).  

Dentro de cada categorías de crecimiento el Ne sufre generalmente reducciones más 

intensa, (Ne(1)C18F≈18 y Ne(1)C18S≈26; lote D: Ne(1)D18F≈20 y Ne(1)D18S≈22), ya que algunos de los 

reproductores activos solamente aportan descendientes a una de las dos categorías (Tabla 4c). 

Además, la existencia de contribuciones significativamente diferentes entre los reproductores, 

repercutió negativamente sobre el valor de Ne(1) estimado anteriormente (Ne(2)C18F≈13; 

Ne(2)C18S≈25; Ne(2)D18F≈14 y Ne(2)D18S≈18) (Tabla 4c). En las dos estimas de Ne realizadas (Ne(1) y 

Ne(2)), Ne mostró siempre un valor inferior dentro de la categoría de crecimiento-rápido, 
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deduciéndose un ΔF más elevado dentro de esta categoría (Tabla 4c). 

En ambos lotes se detectó una contribución diferencial de los reproductores a las dos 

categorías de crecimiento [(Hembras lote C: χ2=114,2 (P-valor<0,001); Machos lote C: χ2=69,2 

(P-valor<0,001); Hembras lote D: χ2=84,3 (P-valor<0,001); Machos lote D: χ2=50,6 (P-

valor<0,001)]. En el caso del lote C, 8 de las 19 hembras y 6 de los 10 machos participantes 

(responsables de 76% de la descendencia) mostraron una contribución parental sesgada para 

crecimiento-rápido/-lento (Figura 4b). En el lote D la contribución diferencial afectó a 7 de las 

17 hembras, junto con 4 de los 9 machos participantes (responsables del 74% de los 

descendientes) (Figura 4b). En total, se identificaron 30 reproductores con una contribución 

equitativa hacia las dos categorías de crecimiento, 10 reproductores con una contribución 

significativamente superior a la categoría crecimiento-rápido (lote C: 2 hembras y 2 machos; 

Lote D: 4 hembras y 2 machos) y 15 reproductores con contribución significativamente 

superior a la categoría crecimiento-lento (lote C: 7 hembras y 2 machos; lote D: 3 hembras y 2 

machos). 
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 4.4. Discusión  
 

4.4.1. Sistema de genotipado OVIDORPLEX 

La incorporación de tres nuevos loci microsatélites (Pb-OVI-D102, µ190 y µ184) a la 

multiplex OVIDORPLEX-R utilizada en el Capítulo I (véase pág. 37, apartado 3.3.3.), conllevó a 

la obtención de una nueva versión de PCR multiplex (OVIDORPLEX) optimizada para combinar 

nueve loci microsatélites en una única reacción de PCR. La introducción de nuevos marcadores 

a OVIDORPLEX-R, surge ante la necesidad de incrementar el poder de discriminación de la 

herramienta de genotipado a nivel de individuo, debido a que los lotes reproductores C (N=40) 

y D (N=38) presentan un tamaño censal que supera hasta en cinco veces el tamaño de los lotes 

reproductores A y B (N=8) empleados en el Capítulo I. De este modo, la creación de 

OVIDORPLEX supuso el desarrollo de una herramienta de análisis genético que responde 

satisfactoriamente a las exigencias del nuevo estudio, resolviendo con éxito el genotipo de más 

del 99% de los individuos analizados. 

La caracterización de los lotes C y D mediante OVIDORPLEX, pone de manifiesto la 

eficacia del protocolo desarrollado por Borrell y col. (2007) para crear lotes reproductores que 

presenten una variabilidad genética elevada, la cual en este caso se refleja a través del elevado 

número medio de alelos por locus (NA>14) y de niveles de heterocigosidad observados 

(Ho>0,800); variabilidad genética, que además de ser base fundamental para lograr una 

estimación correcta de los parámetros genéticos y reconstruir con precisión las relaciones 

genealógicas, constituye un factor crítico para desarrollar con éxito programas de selección, 

puesto que de ella depende la capacidad de respuesta a la selección aplicada, así como los 

límites de la respuesta a largo plazo (Falconer y Mackay, 2001).  

Los valores de variabilidad determinados mediante OVIDORPLEX, resultaron 

superiores a los descritos por Navarro y col. (2008) en la evaluación de 148 individuos de 

dorada (66 reproductores y 82 descendientes) utilizando las PCR multiplex Rim A y Rim B, 

compuestas por 10 y 7 loci microsatélites, respectivamente. De igual modo, la variabilidad 

detectada con OVIDORPLEX, alcanzó valores superiores a los presentados por Porta y col. 

(2010) a partir del análisis de tres lotes reproductores con tamaños comprendidos entre los 

30 y 130 individuos, mediante 10 loci microsatélites combinados en las PCRs multiplex SaGT6 

y SaGT4, compuestas por 6 y 4 loci microsatélites, respectivamente. Sin embargo, a pesar de 

que la variabilidad mostrada por SaGT6 y SaGT4 (Porta y col., 2010) es elevada, la 

imposibilidad de combinar los 10 marcadores en única reacción de PCR, supone una desventaja 

frente a Rim A y OVIDORPLEX que al combinar un mayor número de loci polimórfico por 
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reacción, ofrecen una optimización mayor del sistema de genotipado, incrementando las 

ventajas a nivel de reducción de costes y tiempo necesario para el procesamiento de muestras. 

Concretamente, Navarro y col., 2008 estiman que una reacción multiplex compuesta por 10 loci 

microsatélites supone una reducción de más de seis veces los costes asociados al sistema 

tradicional de genotipado independiente de los loci a nivel de personal, consumibles y de 

análisis. 

Nuevamente, a través de este estudio se valida la extracción de ADN genómico 

mediante el protocolo con resina Chelex, como un método de extracción eficaz, rápido y 

económico. No obstante, es posible que la introducción de protocolos que permitan aislar un 

ADN genómico de mayor calidad, podría ayudar a reducir o eliminar los artefactos de 

amplificación detectados en los electroforetogramas de OVIDORPLEX (Figura 4a). Sin 

embargo, se debe resaltar que en esta ocasión el balance entre la mejora ocasionada y el 

incremento en los costes de análisis no resultaría favorable, ya que los artefactos identificados 

no dificultan ni afectan a la capacidad de determinación del genotipo de los individuos, por lo 

que el incremento en los costes de análisis que conlleva la obtención de un ADN de mayor 

calidad tendría como única finalidad resolver un efecto óptico derivado de la técnica de 

análisis. 

 

4.4.2. Dinámica reproductiva: implicaciones de una contribución parental diferencial  

En concordancia con el Capítulo I, la reconstrucción de las relaciones de parentesco a 

partir de descendientes procedentes de un único evento de puesta, pese a proceder de la fase 

intermedia del periodo de puesta, registra una importante ausencia de participación parental 

en ambos lotes (27,5% y 31, 5% en el lote C y D, respectivamente) (Tabla 4c). No obstante, en 

esta ocasión la ausencia de participación parental detectada probablemente se encuentre 

sobrestimada, pues se debe tener en consideración que el conjunto de descendientes 

analizados procede de un proceso de clasificación fenotípica que derivó en el establecimiento 

de las categorías de crecimiento-rápido y –lento, por lo que, posiblemente algunos individuos 

reproductores que sí contribuyeron a la puesta pudieron quedar excluidos del estudio, al no 

ajustarse el fenotipo de su descendencia a las categorías de crecimiento establecidas. De esta 

manera, el manejo realizado puede ser también el desencadenante de la fuerte reducción 

observada en el número de hembras que toman parte en la puesta (Tabla 4c), la cual se 

contrapone a la tendencia general descrita para la especie donde el grupo de los machos suele 

ser frecuentemente quién sufre la mayores reducciones en el número de individuos activos 

debido al desarrollo de fuertes comportamientos dominantes (Barbaro y col., 1997; Bekkevold 
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y col., 2002; Brown y col., 2005b; Herlin y col. 2008). 

Como era de esperar de acuerdo a las características generales de la dinámica 

reproductiva de la especie, los individuos reproductores que participan en la puesta presentan 

diferencias notables en el grado de contribución. Al igual que en el Capítulo I, las diferencias de 

contribución parecen adquirir mayor intensidad dentro del grupo de los machos (con 

excepción de la categoría D18S), estimándose varianzas entre dos y cinco veces superior a las 

estimadas en el grupo de las hembras, y su presencia posiblemente sea un reflejo de las 

conductas dominantes que frecuentemente suelen desarrollarse entre los machos, tal y como 

se mencionó anteriormente. 

Nuevamente a consecuencia de la dinámica reproductiva adquirida por lo lotes, el valor 

de Ne se ve fuertemente comprometido, resultando especialmente afectado dentro de la 

categoría de crecimiento-rápido de ambos lotes, donde su valor representa solamente el 20-

22% de los individuos reproductores que contribuyen a esta categoría (Tabla 4c); hecho que 

desafortunadamente conduce a un incremento de la endogamia más intenso dentro de la 

categoría fenotípica de mayor interés productivo (Tabla 4c). No obstante, a pesar de que los 

incrementos de endogamia deducidos tanto para la categoría de crecimiento-rápido (∆F=6%) 

como –lento (∆F=3-4%) distan considerablemente del nivel de endogamia generacional 

aceptado como regla general en programas de reproducción (∆F=0,5%) (Sonesson y col., 

2005), se sitúan próximos al valor estimado previamente por Porta y col. (2010) a partir de un 

lote reproductor de gran tamaño censal (N=131; ∆F=5,2%). Sin embargo, otros autores como 

Brown y col. (2005b) (N=48-58) o Chavenne y col. (2012) (N=57), utilizando lotes 

reproductores cuyo un tamaño censal se asemeja más a los lotes C y D, deducen incrementos 

de endogamia más reducidos (2,7-3,27%), lo que permite concluir que si bien la creación de 

nuevos lotes a partir de un único día de puesta predispone a importantes incrementos de 

endogamia, los niveles de endogamia deducidos a partir de diferentes lotes reproductores 

pueden presentan una cierta diversidad. No obstante, a diferencia de los trabajos 

anteriormente citados, en nuestro estudio los descendientes analizados sufrieron previamente 

un filtrado fenotípico, de modo que el cuello de botella generado por la estrategia de manejo 

desarrollada podría ser, en parte, el responsable de la endogamia estimada para ambas 

categorías de crecimiento. Por otro lado, si el carácter crecimiento-rápido/crecimiento-lento 

posee un componente genético, bajo un mismo ambiente, solamente aquellos individuos 

reproductores que posean el componente genético adecuado podrán contribuir a una u otra 

categoría, y por consiguiente, el Ne esperado dentro de cada categoría de crecimiento debería 

ser inferior al Ne deducido para el global de la descendencia (categoría de crecimiento-rápido 

+ categoría de crecimiento-lento), obteniendo como resultado final valores de ∆F más elevados 
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dentro de las categorías. 

Desde el punto de vista industrial, con la finalidad de mejorar la producción del cultivo, 

la creación de nuevos lotes reproductores a partir de los individuos incluidos en la categoría 

crecimiento- rápido, podría resultar de gran interés, no obstante, su manejo requiere medidas 

destinadas a minimizar el incremento de endogamia. Entre las medidas correctoras, una 

práctica utilizada con frecuencia para contrarrestar el efecto negativo de la endogamia, se basa 

en la introducción de individuos no emparentados procedentes habitualmente del medio 

natural. Esta práctica, además estar en contraposición con el desarrollo de una acuicultura 

sostenible independiente de las poblaciones naturales, afecta también a la respuesta de 

selección acumulada, introduciendo ruido (alteración) en el fondo genético establecido con el 

transcurso de varias generación de selección. Asimismo, las ventaja de introducir individuos 

totalmente ajenos al sistema de selección desarrollado puede llegar a ser limitada, puesto que 

en el caso de que la presión de selección aplicada en cultivo resulte superior a la presión 

existente en el medio de procedencia de los individuos introducidos como nuevos 

reproductores, probablemente en el siguiente proceso de selección, sus descendientes no 

serían seleccionados, por lo que quedarían relegados del estudio sin ejercer efecto alguno 

sobre el sistema de selección (Gjedrem y Thodesen, 2005). Dado que ya se ha fijado el pedigrí 

de los individuos, otro esquema de selección a considerar sería la implantación de un sistema 

de cruzamiento rotacional (Kincaid, 1977; Tave, 1999) basado en la combinación de individuos 

pertenecientes a la categoría de crecimiento rápido del lote C y D siempre y cuando 

genéticamente no presente relación de parentesco alguna. Por consiguiente, el intercambio de 

individuos entre lotes ayudaría a restablecer la variabilidad genética y neutralizar la 

endogamia acumulada. Del mismo modo, el establecimiento de un sistema de selección basado 

en cohortes, permitiría prevenir la endogamia durante un número limitado de generaciones 

(se estima que podría ser útil para prevenir la endogamia durante 4-6 generaciones), pero una 

vez que la endogamia entre en juego en el sistema reproductivo, su incremento sería muy 

rápido y marcaría el fin del programa de selección (Tave, 1999). De acuerdo a los resultados 

presentados en el Capítulo I, otra posible medida para hacer frente al incremento de endogamia 

podría reparar en un manejo reproductivo basado en mini-lotes. Sin embargo, al tratarse de un 

sistema de selección para crecimiento, en esta ocasión, la reunificación de eventos de puesta 

recolectados a diferentes tiempos, quedaría descartada al dificultar seriamente el proceso de 

selección fenotípica, ya que las diferencias de crecimiento entre los descendientes estarían 

fuertemente condicionadas por la existencia de individuos con diferentes tiempos de 

desarrollo (días transcurridos desde la eclosión de la larva), y por lo tanto, individuos de 

tamaño superior podría representar simplemente un tiempo de desarrollo mayor. 
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 Por otra parte, para lograr desarrollar con éxito un programa de selección, además de 

realizar un minucioso control sobre los niveles de endogamia acumulada, otro factor que 

requiere de un control exhaustivo son las variaciones ambientales, que en el caso de las 

características asociadas a crecimiento juegan un papel importante, llevando a confundir su 

efecto con diferencias de crecimiento heredables. Dupont-Nivet y col. (2008) analizando las 

interacciones genotipo-ambiente en lubina (Dicentrachus labrax L.) mediante la distribución 

de 253 familias de hermanos completos bajo ambientes diferentes representados por granjas 

de cultivo localizadas en 4 países diferentes (Israel, Italia, Francia y Portugal), observaron que 

las diferencias en la tasa de crecimiento se acentuaban a medida que se intensificaban las 

diferencias de temperatura de su cultivo. En este mismo sentido, Navarro y col. (2009) 

determinaron que en dorada el tiempo de adquisición de tamaño comercial (350-500g) se 

encuentra condicionado por la temperatura de desarrollo del cultivo. No obstante, la 

temperatura no es el único factor ambiental con capacidad para influenciar sobre las 

características de crecimiento, y un ejemplo de ello se encuentra en el estudio desarrollado por 

Wohfarth y col. (1983), donde por medio de la evaluación de la tasa de crecimiento de 

descendencias procedente de dos razas del carpa y del híbrido originado a partir del cruce 

entre ambas, cultivadas bajo tres ambientes diferentes denominados pobre (alta densidad de 

cultivo y una dieta empobrecida), rico (baja densidad de cultivo y dieta enriquecida) e 

intermedio, determinaron que la raza dominante para las características de crecimiento 

variaba en función del ambiente de cultivo. A su vez, otro importante factor a considerar es el 

momento en el cual los individuos son expuestos a variaciones ambientales, puesto que las 

interacciones genotipo-ambiente parece que tienden a intensificarse cuando los individuos se 

exponen a condiciones ambientales diferentes desde fases tempranas del desarrollo (por 

ejemplo, una vez transcurrido el proceso de fertilización) (Saillant y col., 2006; Dupont-Nivet y 

col., 2008). 

 En nuestro estudio, el mantenimiento de las diferentes categorías de crecimiento en 

tanques de cultivo separados, puede estar contribuyendo a las diferencias observadas entre las 

dos categorías debido a la existencia de posibles diferencias en las condiciones ambientales 

entre tanques. Además de la posible existencia de este “efecto tanque” (Speare y col., 1995), el 

hecho de no poder evaluar todo el conjunto de descendientes producidos (debido al sistema 

de selección aplicado), dificulta la capacidad para estimar la heredabilidad (h2) del carácter de 

interés crecimiento-rápido. No obstante, en base a la correlación positiva que parece existir 

entre la diferenciación genética cuantitativa (QST) y la diferenciación genética a nivel de 

marcadores moleculares neutrales (FST) (Merila y Cronkrak, 2001), la información genética 

proporcionada por los marcadores incluidos en OVIDORPPLEX podría ser interpretada como 
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una medida del grado de diferenciación entre genes codificantes para caracteres cuantitativos 

(QTL) (Roff, 2003; Leinonen y col., 2008), y en consecuencia, la diferenciación genética 

identificada en nuestros lotes entre las categorías de crecimiento (FST=0,016-0,023; P<0,01) 

podría indicar una diferenciación a nivel de QTL. Por otra parte, la detección de 10 

reproductores que contribuyen de forma preferencial a la categoría de crecimiento rápido y 15 

reproductores con una contribución preferente hacia la categoría de crecimiento lento, 

refuerzan la hipótesis de que el fenotipo de crecimiento mostrado por los individuos 

pertenecientes a estas categorías se encuentre bajo el control de un componente genético. 

En base a la moderada heredabilidad (h2=0,2-0,4) estimada para el carácter crecimiento 

rápido en peces (Gjedrem y Thodesen, 2005), la implantación de un sistema de evaluación de 

la descendencia, podría ayudar a incrementar la intensidad de la selección aplicada en 

programas reproductivos basados en sistemas de puestas masales (Sonesson, 2003). Esta 

evaluación de descendencias permitiría generar una clasificación donde los individuos 

reproductores se ordenan en función del valor reproductivo mostrado para el carácter de 

interés, facilitando así en futuros ciclos de reproducción, la selección de aquellos individuos 

reproductores que posean un valor reproductivo superior al resto. Además, la identificación 

de reproductores que de forma diferencial proporcionan descendientes de fenotipo opuesto, 

resulta un recurso de gran utilidad para la búsqueda de marcadores moleculares asociados 

significativamente a dichos fenotipos, cuya información genotípica posibilite el 

reemplazamiento del sistema de selección fenotípico por un sistema genotípico que efectúe 

una selección más precisa sobre el carácter. 

Por otro lado, a consecuencia del comportamiento multifuncional de los genes, la 

selección hacia crecimiento rápido habitualmente conlleva de forma involuntaria, una 

selección indirecta sobre otros caracteres. Esta selección no intencionada puede potenciar la 

mejora generada, por ejemplo complementando la obtención de individuos de rápido 

crecimiento con comportamientos menos agresivos, una capacidad de resistencia a 

enfermedades más elevada o simplemente una tasa de supervivencia superior  (Fjalestad y col., 

1993; Gjedrem y Thodesen, 2005). No obstante, la selección indirecta también pueden actuar 

en contra de los intereses del programa de selección establecido, derivando en la obtención de 

fenotipos no deseados como puede ser el caso de una maduración sexual precoz de los 

individuos (Longalon y col., 1999), desencadenante de una ralentización en la tasa de 

crecimiento y una disminución de la calidad de la canal (Afonso y Roo, 2007), causando con 

ello un incremento en el tiempo de producción necesario para que los individuos alcancen la 

talla comercial, a la vez que se compromete la calidad y valor añadido del producto finalmente 

comercializado.  
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 Ante esta situación, cabe destacar que si bien la maximización del crecimiento de los 

individuos representa un objetivo primordial para incrementar la rentabilidad de la 

producción y convertir el cultivo de la especie en una actividad económica más rentable, esta 

mejora debe supeditar una conservación de la calidad  del producto final, pues no hay que 

olvidar que en último término el éxito de toda producción depende de la demanda de mercado 

existente, la cual a su vez se encuentra influenciada por la calidad del producto ofertado, 

resultando necesario hoy en día satisfacer las necesidades de un consumidor  cada vez más 

exigente, que demanda productos de calidad a un precio extremadamente competitivo. En este 

sentido, para evaluar si las diferencias de crecimiento detectadas entre las categorías de 

crecimiento rápido y lento establecidas en los lotes C y D , influyen significativamente de forma 

positiva/negativamente sobre la calidad del filete, Mazzeo y col. (2013) analizaron la 

composición de la canal de acuerdo al procedimiento propuesto por la asociación oficial de 

química analítica (AOAC, Association of Official Analytical Chemist) y realizaron una prueba 

sensorial donde un grupo de 40 personas no entrenadas evaluaron mediante cata individuos 

de ambos  lotes, procedentes de ambas categorías de crecimiento. Como resultado del estudio, 

los autores determinaron que en el lote C no existen diferencias significativas en la 

composición del filete entre las categorías de crecimiento, sin embargo en el lote D, donde las 

diferencias de peso entre las categorías de crecimiento rápido y lento son más intensas, se 

detectó que los individuos pertenecientes a la categoría de crecimiento rápido poseen una 

riqueza en grasa superior y un porcentaje de humedad inferior a los individuos de crecimiento 

lento. Estas diferencias de composición  entre las categorías de crecimiento de lote D, derivaron 

en una preferencia sensorial hacia los individuos de crecimiento rápido, al resultar su carne 

más apreciada por ser más sabrosa y jugosa. Por lo tanto, inicialmente se rechaza que el empleo 

de individuos pertenecientes a esta categoría pueda provocar un impacto negativo sobre la 

calidad de la carne, al mismo tiempo que se demuestra como el consumidor es capaz de 

identificar sensorialmente variaciones en la composición del filete, hecho que ratifica la 

necesidad de asegurar que la calidad del producto obtenido no se ve afectada por el proceso de 

selección desarrollado. 
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 Tablas 
 

Tabla 4a. Criterios de selección empleados en el estudio. 
 
 

 
1ª selección: selección realizada durante la fase larvaria (≈día 80 de desarrollo) en base al tamaño corporal; 2ª 
selección: selección realizada durante la fase juvenil (≈12 meses) en base al peso corporal. 

 

 
 

 
Tabla 4b. Parámetros de crecimiento. 
 

 
P: parentales; C18F: categoría crecimiento-rápido a los 18 meses de edad en el lote C; C18S: categoría crecimiento-
lento a los 18 meses de edad en el lote C; D18F: categoría crecimiento-rápido a los 18 meses de edad en el lote D; 
D18S: categoría crecimiento-lento a los 18 meses de edad en el lote D; N: número de individuos; SD: desviación 
estándar; SE: error estándar. 
  

 Crecimiento rápido   Crecimiento lento 

  Lote C Lote D   Lote C Lote D 

1ª Selección  > 4,5 mm > 3,5 mm  < 3,5 mm < 2,5 mm 

2ª Selección  > 41 g > 31 g   < 15 g < 12 g 

 Lote C  Lote D 

 P C18F C18S  P D18F D18S 

N 40 139 139  38 118 120 

Peso medio 
(g) 1965,0 295,4 195,7  1981,5 323,8 184,1 

SD 249,4 52,3 29,5  256,6 52,7 32,4 

SΕ 34,9 4,4 2,5  41,6 4,8 2,9 

87 
 



Capítulo II  
 

Tabla 4c. Parámetros de variabilidad genética y tamaño efectivo (Ne) estimados en el estudio a partir 
de 9 loci microsatélites (OVIDORPLEX), a la edad de 18 meses. 
 

 
P: parentales; C18F: categoría crecimiento-rápido a los 18 meses de edad en el lote C; C18S: categoría crecimiento-
lento a los 18 meses de edad en el lote C; D18F: categoría crecimiento-rápido a los 18 meses de edad en el lote D; 
D18S: categoría crecimiento-lento a los 18 meses de edad en el lote D; Na: número de alelos por locus; He: 
heterocigosidad esperada; Ho: heterocigosidad observada; FIS: desviación de las frecuencias esperadas bajo el 
equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las categorías y su nivel de significación (p-valor): (*)P<0,05; (***)P<0,001; 
(n.s) no significativo; Sim: porcentaje con el cual se asignó la verdadera pareja parental después de 10000 ciclos de 
simulación bajo un intervalo de confianza del 95%; Reprod: número de machos y hembras que contribuyeron a la 
descendencia; Ne(1): tamaño efectivo estimado mediante la fórmula Ne^=4(Nhx Nm)/( Nh+ Nm) (Falconer y Mackay, 
2001); Ne(2): tamaño efectivo estimado mediante fórmula Ne=4(N-2)/((Kd+Vd/Kd) +(Ks+Vs/Ks)-2 (Chevassus, 
1989); ∆F(1): incremento de endogamia generacional deducido a partir de Ne(1); ∆F(2): incremento de endogamia 
generacional deducido a partir de Ne (2).

 Lote C  Lote D 

 P C18F C18S  P D18F D18S 

Na 14,6 12,2 14,0  14,0 12,2 11,8 

He 0,867 0,801 0,849  0,872 0,832 0,842 

Ho 0,883 0,867 0,865  0,858 0,893 0,859 

FIS -0,028 -0,085 -0,019  0,011 -0,073 -0,022 

p-valor -0,0843 n.s -0,0009*** -0,0407*  -0,73 n.s -0,0009*** -0,0315* 

Sim 99,9% - -  99,9% - - 

Reprod. 29♀x11♂ 11♀x8♂ 19♀x10♂  28♀x10♂ 14♀x8♂ 14♀x9♂ 

Ne(1) 31,2 18,5 26,2  29,4 20,3 21,9 

∆F(1) (%) 1,6 2,7 1,9  1,7 2,46 2,28 

Ne(2) - 8,14 16,12  - 8,45 11,29 

∆F(2) (%) - 6,1 3,8  - 5,9 4,4 
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4.6. Figuras 

 
 



 

 

 



 Figuras 
 

Figura 4a. PCR multiplex OVIDORPLEX. A: diseño de PCR multiplex (OVIDORPLEX) propuesto por el 

programa Multiplex Manager (Holleley y Geerts, 2009). Para cada loci microsatélite se indica su rango 

alélico (mediante los números situados a ambos extremos de cada loci) y el tipo fluoróforo empleado en 

su marcaje. B: Electroforetrograma obtenido para OVIDORPLEX en dos individuos. Los tres artefactos 

detectados en el estudio se indican mediante flechas. 
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5.1. Introducción 
 

 
A través de simulaciones teóricas se ha demostrado que la información derivada de 

marcadores genéticos puede mejorar notablemente la precisión del valor reproductivo 

estimado para cada individuo, incrementando consecuentemente, la respuesta genética a la 

selección aplicada (Meuwissen y col., 2001). Estos marcadores genéticos, frecuentemente se 

encuentran asociados a regiones del genoma (QTLs) con capacidad para ejercer un efecto 

significativo sobre el carácter de interés, destacando dentro de las especies acuícolas las 

regiones genómicas implicadas en el control del crecimiento (Reid y col., 2005; Sánchez-

Molano y col., 2011), la resistencia a enfermedades (Ozaki y col., 2001; Moen y col., 2004; 

Cnaani y col., 2004), el estrés (Massault y col., 2011; Sauvage y col., 2012) o la determinación 

sexual (Loukovitis y col., 2011).  

La asociación entre QTL y carácter, se debe entender como resultado del efecto ejercido 

por el gen o genes localizados en esa región cromosómica, cuya función se encuentra 

estrechamente correlacionada con la expresión del fenotipo de interés. Por consiguiente, el 

objetivo final de toda búsqueda de QTLs debería concluir con la identificación del gen o genes 

candidatos para el carácter localizados dentro del QTL. Sin embargo, los QTLs con frecuencia 

hacen referencia a regiones genómicas extensas (alcanzan tamaños comprendidos entre los 

10-20 centiMorgans de longitud), con capacidad para albergar un gran número de genes 

(Kleeberger y Schwartz, 2005), resultando necesario incrementar la densidad de marcadores 

moleculares para obtener un poder de resolución más elevado, que permita realizar una 

localización mucho más precisa del QTL y limite el tamaño de la búsqueda del gene/s 

candidato/s a un tamaño de secuencia más manejable (entre los 0,5-5 centiMorgans de 

longitud) (Cañón, 2006). 

Alternativamente a la identificación de regiones QTLs, habitualmente genes de función 

conocidas son directamente propuestos como genes candidatos para el carácter debido a la 

conexión existente entre el proceso fisiológico donde desarrollan su función y el carácter de 

interés. Bajo esta premisa, los estudios de expresión génica suponen una herramienta óptima 

para detectar de forma sencilla posibles genes candidatos (Lu y col., 2011; Quinn y col., 2011), 

puesto que si un gen determinado posee realmente influencia sobre el carácter, variaciones en 

su expresión se deberían correlacionar con variaciones a nivel fenotípico.  

No obstante, el origen de las variaciones de expresión génica entre individuos reside en 

pequeñas modificaciones localizadas en la secuencia del gen candidato, de modo que una vez 

identificados los genes candidatos y validada su posible influencia sobre el carácter, la 
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búsqueda de estas posiciones polimórficas capaces de justificar las diferencias de expresión 

génica observadas entre individuos requiere de la caracterización de la secuencia genómica 

(completa o parcial) de dicho gen. Una vez identificadas las diferentes variantes alélicas, para 

poder evaluar estadísticamente la relación entre genotipo y variación fenotípica se precisa de 

una población de estudio adecuada, que posibilite la detección de una asociación genotipo-

fenotipo significativa y de un sentido funcional al polimorfismo identificado, contribuyendo así, 

a un mayor conocimiento sobre el control genético del carácter. Sin embargo, se debe tener 

presente que en algunas ocasiones, la variación detectada puede no representar una asociación 

directa gen-carácter, pues el gen analizado no ejerce un efecto directo sobre el carácter, 

simplemente su proximidad en el cromosoma al gen con verdadera influencia, es quien le 

permite actuar como marcador indirecto (De-Santis y Jerry, 2007).  

De acuerdo a estas directrices, el interés de este tercer capítulo se centra en la 

identificación y caracterización de genes candidatos para calidad de huevo y resistencia a 

enfermedades, ambos, caracteres de gran importancia para la industria acuícola.  

La calidad de huevo, entendiendo como tal la capacidad que muestra un huevo para ser 

fertilizado y consecuentemente dar lugar a un embrión normal (Bobe y Labbe, 2010), es un 

carácter altamente variable en peces, de difícil control, influenciado por numerosos factores, 

pero que resulta de gran importancia para la acuicultura, pues el éxito del cultivo de una 

especie se encuentra en gran medida condicionado por la capacidad para obtener huevos de 

buena calidad (Brooks y col., 1997). Dentro de un cultivo, se clasifican como huevos de buena 

calidad a aquellos huevos que presentan tasas de mortalidad bajas durante los estadios 

comprendidos entre la fertilización y la primera alimentación larvaria (Bromage y col., 1992). 

Entre los diversos factores que condicionan a este carácter, se destaca el estado endocrino de 

la hembra durante la formación del oocito, la dieta de los individuos, las condiciones físico-

químicas del medio externo donde tiene lugar la fertilización y posterior incubación de los 

huevos, así como el conjunto de biomoléculas transferidas al oocito durante el proceso de 

oogénesis, entre las cuales han despertado especial interés moléculas de ARNm de origen 

materno, denominadas ARNm maternales (Brooks y col., 1997). Durante las primeras fases del 

desarrollo embrionario, a pesar de que toda la maquinaria celular del zigoto permanece en un 

estado funcional, su genoma no se encuentra activo, y el control/regulación del desarrollo del 

embrión (desde el momento de la fecundación hasta el proceso de activación de la 

transcripción del genoma del zigoto) se atribuye a los ARNm maternales previamente 

depositados en el citoplasma del oocito (Traverso y col., 2012). Por lo tanto, estos ARNm 

maternales desarrollan un papel clave durante la embriogénesis, función que a su vez, les 

vincula estrechamente con el carácter calidad de huevo (Mommens y col., 2010). 
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Referente a la resistencia a enfermedades, el sistema inmune innato juega un papel de 

gran importancia en peces (organismos ectotérmicos) donde se ha demostrado que la 

exposición a bajas temperaturas puede desencadenar una supresión del sistema inmune 

adaptativo (Bly y Clem., 1992; Hayman y col., 1992; Le Morvan y col., 1998; Ellis, 2001), 

actuando el sistema inmune innato como sistema de defensa principal ofreciendo una 

respuesta no-específica, rápida y relativamente independiente de temperatura. Dentro de los 

factores solubles que participan en la inmunidad humoral innata, se incluye la transferrina (Tf) 

una proteína multifuncional que desarrolla un papel clave en el metabolismo del hierro. 

Concretamente Tf se encarga de transportar el hierro de forma segura (estado redox) a través 

del organismo desde el lugar de absorción hasta los centros de utilización o almacenamiento 

(Aisen, 1980; Gomme y McCann, 2005). Esta importante función transportadora, es a su vez el 

desencadenante de la asociación entre Tf y sistema inmune, pues la capacidad de esta proteína 

para regular los niveles de hierro libre en plasma le permite crear ambientes con una 

concentración de hierro reducida donde los microorganismos invasores ven fuertemente 

disminuida su capacidad patogénica (Suzumoto y col., 1977; Chen y col., 1999). Además de esta 

asociación, estudios desarrollados en la familia de los ciprínidos sugieren que en respuesta a 

un daño y/o infección los productos generados a partir de la escisión proteolítica de la Tf 

pueden actuar como alarma para el sistema inmune, provocando una activación de los 

macrófagos (Stafford y col., 2001; Matzinger, 2002; Stafford y Belosevic, 2003; Jurecka y col., 

2009a). Por lo tanto, la estrecha relación existente entre Tf y el sistema inmune, convierte al 

gen Tf en un candidato de gran interés para marcar resistencia a enfermedades. 

En base a lo expuesto, para este tercer capítulo se plantean dos objetivos bien 

diferenciados. El primero, se dirige a la búsqueda de genes candidatos asociados a calidad de 

huevo en dorada, a través de la identificación de genes que manifiesten un patrón de expresión 

maternal durante el desarrollo embrionario temprano. En total, se evaluaron 16 genes (gapdh-

1, gapdh-2, catepsina-D, catepsina-L, catepsina-S, catepsina-Z, tubulina-β, ferritina-M, ciclina-A2, 

ppar-α, ppar-β, ppar-γ, erk-1, jnk-1, p38-α y p38-δ) seleccionados en base a su participación en 

la regulación de procesos celulares básicos, indispensables para el correcto desarrollo del 

embrión (Tabla 5a), y en algunos casos, debido a los indicios existentes en otras especies sobre 

su posible viculación con calidad de huevo (Howe y col., 1995; Braissant y Wahli, 1998; 

Aergerter y col., 2005; Krens y col., 2006; Transverso y col., 2012).  

Como segundo objetivo, se propone la caracterización del gen de transferrina (Tf) de 

dorada, seleccionado principalmente por su posible papel como gen candidato para la mejora 

de la susceptibilidad a patógenos, y especialmente importante por su escasa documentación en 

la especie. La caracterización del gen Tf se realiza atendiendo principalmente a su estructura 
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genómica, y a su patrón expresión constitutiva en diferentes tejidos celulares pertenecientes a 

las fases de desarrollo juvenil y adulta. 
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5.2. Materiales y Métodos 

 
5.2.1. Búsqueda de genes candidatos para calidad de huevo 

5.2.1.1. Muestras biológicas 

Para los 16 genes (Tabla 5a), se evaluó la expresión génica en un total de siete estadios 

de desarrollo embrionario temprano [estadio de 2-4 células, estadio de 16 células, estadio 

hacia mórula (mórula temprana), estadio de mórula, estadio avanzado de blástula, estadio 

correspondiente al comienzo de la gastrulación (gástrula temprana) y estadio medio de 

epibolia] (Figura 5a), procedentes de ocho lotes de reproductores mantenidos durante el 

periodo de puesta transcurrido entre Diciembre de 2009 y Marzo de 2010, en las instalaciones 

del Instituto de Biología Marina, Biotecnología y Acuicultura del Hellenic Center for Marine 

Research (HCMR) en Gournes Pediados (isla de Creta, Grecia). La conservación de las muestras 

se realizó por inmersión en nitrógeno líquido, seguida de una preservación a -80ºC hasta su 

utilización.  

 

5.2.1.2. Extracción de ARN y síntesis de ADNc 

La extracción de ARN se realizó combinando el protocolo estándar de Trizol, con el 

sistema de tubos Lysing Matrix D (MP), que favorecen el lisado de los tejidos por rotura 

mecánica mediante unas pequeñas esferas de cerámica (1,4mm ø) presentes en los tubos. El 

tejido se degradó incorporando a cada tubo Lysing Matrix, 500µL de Trizol, 5µL de β-

mercaptoetanol y 50mg de muestra de huevos embrionados, efectuándose el proceso de lisado 

y homogenización de las muestras en un TissueLyser II (Qiagen), utilizando un programa 

basado en tres ciclos de 40s a 20Hz. La separación de fases se realizó por medio de una 

centrifugación a 12.000g durante cinco minutos a 4ºC, tras la cual, la fase superior se transfirió 

a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5mL, donde se combinó con 300µL de cloroformo y se dejó 

reposar a temperatura ambiente durante cinco minutos. Seguidamente, se procedió a una 

segunda centrifugación a 12.000g durante cinco minutos a 4ºC, transfiriendo nuevamente la 

fase superior a un tubo Eppendorf con 500µL de etanol 100% frío y se incubó a -20ºC durante 

toda la noche. La precipitación de ARN se realizó mediante un proceso de centrifugación a 

12.000g durante 60 minutos a 4ºC. Tras un proceso de lavado del ARN con etanol al 75%, el 

ARN precipitado se disolvió en 40µL de agua libre de ARNasas. Las concentraciones de ARN se 

estimaron utilizando un espectrofotómetro NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies Inc., 

Wilmington, DE, USA) por medio de la medición de absorbancia a 260nm, determinándose su 
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calidad en base a la relación de absorbancias 260/280nm y su visualización en un gel de 

agarosa al 1% con bromuro de etidio. 

 Para cada una de las muestras la síntesis del ADNc (ADN complementario) total se realizó 

por retro-transcripción o transcripción inversa (RT-PCR) siguiendo el protocolo estándar del 

kit Superscript II First Strand Synthesis (Invitrogen/VWR, Tromsø, Noruega), utilizando 

iniciadores de tipo random hexamers (iniciadores de hexanucleótidos al azar) y 1µg de ARN 

total, para un volumen final de 19µL. El programa de amplificación utilizado se basó en 10 

minutos a 25ºC, 50 minutos a 42ºC y 15 minutos a 72ºC. En todas la muestras se incluyeron 

controles negativos para detectar la posible contaminación de ADN genómico. El ADNc 

obtenido se almacenó a -20ºC hasta su uso, en una dilución 1:50 con agua Merck desionizada 

(Whitehouse Station, NJ, USA). 

 

5.2.1.3. Búsqueda y análisis de secuencias 

 A partir de la bibliografía se obtuvieron los iniciadores para siete (gapdh-1, gapdh-2, 

ppar-α, ppar-β, ppar-ϒ, catepsina-D, catepsina-L) de los 16 genes seleccionados en el estudio, 

así como para los genes L13a y S18 utilizados como control (Tabla 5a). Para los nueve genes 

restantes (catepsina-S, catepsina-Z, tubulina-β, ferritina-M, ciclina-A2, erk-1, jnk-1, p38-α y p38-

δ) se carecía de información en dorada, por lo que fue necesario realizar un primer paso de 

identificación de un fragmento de su secuencia codificante sobre el cual posteriormente 

diseñar iniciadores óptimos para PCR a tiempo real (qRT-PCR). Para cada uno de estos genes, 

el proceso de identificación se realizó a partir de la búsqueda de secuencias ESTs de dorada en 

la base de datos pública (no redundante) del NCBI y una base de datos privada específica de la 

especie (obtenida en estudios previos y propiedad del HCMR), utilizando como molde 

secuencias homólogas descritas en especies cercanas. Cada una de las posibles ESTs específicas 

identificadas en dorada, se utilizó como secuencia molde en una nueva búsqueda de secuencias 

nucleotídicas (BlastN, busca una secuencia de nucleótidos en una base de datos de secuencias 

nucleotídicas) y secuencias de proteínas homólogas (BlastX, busca una secuencia de 

nucleótidos traducida en la base de datos de proteínas), para confirmar que el fragmento de 

secuencia identificado presenta una similitud elevada con las secuencias descritas para estos 

genes en otras especies. Seguidamente, mediante el programa ORF finger 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), se aisló para cada secuencia un fragmento con pauta de lectura 

abierta (ORFs, Open Reading Fragments), y se verificó nuevamente la correcta identificación de 

la secuencia por medio de un BlastP realizado contra la base de datos de proteínas (no 

redundante) del NCBI, observándose una vez más, la existencia de una similitud elevada con 
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las correspondientes secuencias de proteínas caracterizadas en otras especies. 

 

5.2.1.4. Diseño de iniciadores 

 El diseño de iniciadores se llevó a cabo mediante el programa FastPCR (Kalendar y col., 

2009), diseñándose una única pareja para cada uno de los nueve nuevos genes identificados en 

el estudio. Posteriormente, la idoneidad teórica de estos iniciadores para estudios de qRT-PCR, 

se evaluó por medio del programa de diseño de iniciadores y sondas específicos para qRT-PCR, 

Beacon designer 7.5 (http://www.premier biosoft.com). El resto de los iniciadores empleados 

en el estudio se tomaron directamente de las referencias bibliográficas (Tabla 5b). La 

especificidad e idoneidad de las parejas de iniciadores utilizados, se comprobó mediante PCR 

convencional realizada a partir ADN genómico y ADNc procedente de los diferentes estadios 

de desarrollo evaluados en el estudio, así como de tejido de bazo y corazón, visualizándose el 

producto de PCR obtenido en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio.  

 

5.2.1.5. Cuantificación de la expresión génica 

 Las reacciones de qRT-PCR se realizaron en un termociclador DNA Engine Opticon 2 

Continuous Fluorescense Detector (MJ Research, MA, USA). Las condiciones de reacción 

empleadas consistieron de 5µL de ADNc de una dilución 1:50, 12,5µL de SYBR Green PCR 

Master Mix (Applied Biosystems, Warrington, UK) y 7,5µL de agua Merck desionizada. Cada 

una de las 56 muestras incluidas en el estudio [ocho lotes (réplicas biológicas) y siete estadios 

de desarrollo diferentes por lote] se analizó por triplicado (réplicas técnicas). Como medida de 

control, en el análisis de cada gen, se incluyeron controles negativos carentes de ADNc. El 

programa de qRT-PCR empleado se basó en una fase inicial de desnaturalización a 95ºC 

durante 10 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificación consistentes en 15 segundos a 95ºC 

y un minuto a 57ºC, realizando después de cada ciclo una lectura de la señal de fluorescencia 

emitida. Nuevamente se comprobó la especificidad de los iniciadores y la ausencia de dímeros 

mediante la aplicación de una fase final con curvas de desnaturalización o disociación 

(gradiente de temperatura comprendido entre 30 y 99ºC), basándose en la hipótesis de que 

diferentes amplicones tenderán a mostrar diferentes temperaturas de fusión (Tm). Además, 

como medida adicional para evitar que aquellas amplificaciones inespecíficas y formación de 

dímeros de iniciadores con iguales Tm pasen inadvertidos, todas las muestras se visualizaron 

posteriormente en un gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio.  

 Los datos de fluorescencia brutos obtenidos se analizaron mediante el programa Miner 

(Zaho y Fernald, 2005), cuantificando directamente los resultados de qRT-PCR a partir de la 
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cinética de cada reacción individual de la PCR realizada. Mediante este programa se determinó 

el punto de inicio (Ct, ciclo umbral) y final de la fase de amplificación exponencial de la PCR, 

estimándose además la eficiencia de amplificación de cada pareja de iniciadores a través de un 

algoritmo de regresión no lineal, sin necesidad de recurrir a la curva de expresión estándar.  

5.2.1.6. Análisis estadístico 

 Los niveles de expresión de los genes analizados se evaluaron y normalizaron frente a 

los genes de referencia L13a (gen codificante para la proteína ribosómica L13a) y S18 (gen 

codificante para la proteína ribosómica S18) (Tablas 5a y b). Por medio del programa GeNorm 

se evaluó la estabilidad de expresión de los dos genes de referencia y se calculó el 

correspondiente factor de normalización (Vandesompele y col., 2002). Para cuantificar la 

estabilidad de expresión se empleó un algoritmo fundamentado en la teoría de que la expresión 

de dos genes de referencia debe guardar el mismo índice de relación en todas las muestras, 

independientemente de las condiciones ambientales y/o el tipo celular analizado; por lo tanto, 

desviaciones en el índice de relación de la expresión de los genes control, implicaría que al 

menos uno de los genes no se estaría expresando de forma constante a lo largo de las diferentes 

muestras evaluadas. De acuerdo con este planteamiento el programa GeNorm determina la 

variación de expresión de cada gen control, comparándolo con los valores de expresión del 

segundo gen control. Si la expresión de los genes de referencia es estable, se deduce un factor 

de normalización para cada muestra empleando la media geométrica de los valores relativos 

estimados para los genes control, el cual posteriormente se utiliza para normalizar los niveles 

de expresión de los genes objeto de estudio.  

 La cuantificación de la expresión relativa de cada uno de los genes analizados para cada 

uno de los estadios de desarrollo embrionario evaluados, se realizó por medio de la 

comparación de los valores Ct obtenidos utilizando el método ΔCt, normalizando los valores de 

expresión mediante su división entre el factor de normalización previamente estimado con el 

programa GeNorm. Los niveles de expresión relativa deducidos, se confirmaron mediante un 

segundo programa de cuantificación de la expresión génica [REST, Relative Expression 

Software Tool (Pfaffl y col., 2002)] que emplea un método de análisis similar al ΔCt corregido 

para las eficiencias de los diferentes genes. 

 La hipótesis nula de igualdad de medias entre los valores de expresión relativa obtenidos 

para cada gen en los diferentes estadios de desarrollo analizados se contrastó mediante un 

análisis múltiple de la varianza (ANOVA) de un factor, utilizando el programa estadístico SPSS 

v.15. El análisis estadístico se completó aplicando la prueba de comparaciones múltiples a 

posteriori o post-hoc de Turkey, que permite una vez rechaza la hipótesis nula general de 
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ANOVA de igualdad de medias, averiguar qué medias en concreto difieren entre sí.  

 

5.2.2. Caracterización del gen codificante para transferrina (Tf) candidato para 
resistencia a enfermedades 

5.2.2.1. Muestras biológicas 

Para la caracterización del gen Tf se emplearon siete individuos: tres juveniles (30±0,5g) 

y cuatro hembras adultas (3,5±0,25kg), criados y mantenidos en las instalaciones del IRTA 

(Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries) en Sant Carles de la Rápita (Tarragona, 

España).  

Todos los individuos se sacrificaron de acuerdo al protocolo de eutanasia basado en 

100mg L-1 de MS222 (Sandoz), diseccionando y recolectando muestras de siete diferentes 

tejidos: hígado, riñón, bazo, cerebro, estómago, corazón y ovario (solo en las hembras adultas), 

en RNAlater® (Ambion) para preservar la integridad del ARN, conservándose a -20ºC hasta su 

utilización. Además, durante el proceso de disección, se recolectó en etanol al 96% un pequeño 

fragmento de aleta dorsal, que se almacenó a 4ºC hasta su utilización para el proceso de 

extracción de ADN genómico.  

 

5.2.2.2. Extracción de ADN, ARN y síntesis del ADNc 

La extracción de ADN genómico, se realizó a partir de un pequeño fragmento de aleta 

dorsal procedente de individuos adultos, siguiendo el protocolo estándar del kit comercial 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). 

La extracción de ARN total se realizó a partir de muestras de tejidos preservadas en 

RNAlater® (Ambion) utilizando el protocolo estándar propuesto para el kit comercial High 

Pure RNA Tissue (Roche), un sistema rápido para aislar ARN total, donde el proceso de rotura 

y homogenización del tejido se realiza en presencia de un fuerte tampón desnaturalizante que 

contiene clorhidrato de guanidina que inactiva las enzimas ARNasas de forma inmediata, 

facilitando la obtención de un ARN de elevada integridad. Tanto el aislamiento como la 

purificación del ARN total se realizaron a través de un sistema de diferentes pasos de lavado 

con columna de alta capacidad de unión al ARN, aislando el ARN en un único paso de elución. 

Con ayuda de un PicoDrop, se determinó la concentración del ARN extraído a partir de 

mediciones de absorbancia a 260nm, valorándose su calidad por medio de la relación de 

absorbancia 260/280nm y comprobaciones en gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio. 

 Las síntesis de ADNc se llevó a cabo mediante RT-PCR utilizando el kit comercial 
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Transcriptor FirstStrand cDNA synthesis (ROCHE) para cada una de las muestras de acuerdo a 

las condiciones estándar descritas en su protocolo, utilizando 1µg de ARN total y empleando 

iniciadores de tipo anchored-oligo (dT)18. El programa de RT-PCR consistió en 30 minutos a 

55ºC, seguidos de una fase de inactivación de 5 minutos a 85ºC. La posible contaminación por 

ADN genómico se descartó mediante la introducción de controles negativos entre las 

reacciones de RT-PCR. Las muestras de ADNc total obtenidas, se almacenaron a -20ºC hasta su 

utilización. 

 

5.2.2.3. Búsqueda y análisis de secuencias  

Al comienzo del estudio la única información disponible en la base de datos pública del 

NCBI referente al gen Tf de dorada, consistió en dos ESTs (Expressed Sequence Tags) de 291pb 

cada una (GenBank ID: CX734969 y CX734865). El alineamiento de estas dos ESTs, utilizando 

el programas BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999) determinó que ambas secuencias correspondían al 

mismo fragmento codificante del gen Tf, presentando entre sí una similitud del 98,97%. 

Empleando estas EST como molde, se identificaron mediante un BlastN dos secuencias de 

ARNm con una similitud superior al 90% con la secuencia molde, correspondientes a la 

secuencia codificante del gen Tf del besugo japones (Acanthopagrus shlegelii) (GenBank ID: 

AY36505) y la dorada japonesa (Pagrus major) (GenBank ID: AY335444), ambas especies del 

grupo espáridos al que pertenece la dorada. Estas secuencias de ARNm contienen la secuencia 

exónica completa del gen Tf, junto con fragmentos parciales de las regiones 5’ y 3’ no 

transcritas (UTRs, Untranslated regions). Para determinar el fragmento de secuencia exacto 

que corresponde a cada uno de los exones que constituyen el gen Tf, mediante el programa 

BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999) se realizó un alineamiento múltiple entre estas dos secuencias y 

la secuencia de ADN genómico (incluye regiones codificantes y no-codificantes) del gen Tf 

perteneciente a tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (GenBank ID: DQ272465) (Rengmark y 

Frode, 2007), seleccionada por ser la especie evolutivamente más cercada a la dorada donde la 

secuencia de ADN genómico completa del gen Tf había sido caracterizada. A partir del 

alineamiento de estas tres secuencias se estimó la distribución de los exones en las 

correspondientes secuencias de ARNm, definiéndose además todas aquellas regiones que 

presentaban un alto grado de conservación entre las especies. 

 

5.2.2.4. Diseño de iniciadores, amplificación y secuenciación 

El diseño de iniciadores se realizó mediante el programa FastPCR (Kalendar y col., 2009). 

Concretamente, para la amplificación y secuenciación del ADN genómico de gen Tf y su 

104 
 



 Capítulo III 

 

correspondiente secuencia de ADNc, se diseñaron un total de 20 iniciadores organizados en 12 

parejas (Tabla 5c).  

Para el análisis del patrón de expresión del gen Tf se diseñaron los iniciadores específicos 

de dorada SaTf-FW/SaTf-RV (Tabla 5c). En esta ocasión, el iniciador SaTf-FW se diseñó a partir 

de la de secuencia de unión entre dos exones (E-XIV y E-XV) para que en caso de existir 

contaminación de ADN genómico su amplificación se viera dificultada, a la vez que su detección 

se viera facilitada mediante la visualización de los productos de PCR en gel de agarosa, 

observándose en estos casos una banda de amplificación con un tamaño superior al esperado, 

evitando de esta manera la obtención de una falsa señal de expresión. 

Las condiciones de PCR empleadas para el conjunto de reacciones desarrollados para el 

aislamiento de la secuencia genómica del gen Tf, consistieron en: 0,25µL (5U/µL) del enzima 

TaKaRa TaqTMHS (Takara Biotechnoloy (Dalian) CO., LTD), 5µL (10X) del tampón de reacción, 

4µL de mezcla de dNTPs (concentración de cada dNTP de 2,5mM), 0,4µL de iniciador 

(10pmol/µL) y aproximadamente 100ng de ADN genómico, para un volumen final de 50µL. 

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador XP-Cycler (BIOER). El programa 

de PCR empleado consistió en 35 ciclos de amplificación consistentes en 30s a 94ºC, 30s a la 

temperatura de hibridación específica de cada pareja de iniciadores (Tabla 5c) y un paso final 

de extensión de 1min a 72ºC. Posteriormente todos los productos de PCR se corrieron en gel 

de agarosa al 2%, se purificaron mediante el kit comercial IlustraTM GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification (GE HEALTHCARE), y se comprobaron nuevamente en un gel de agarosa al 

2%. El producto de ADN purificado obtenido se envió a MACROGEN Inc. 

(http://dna.macrogen.com/ eng/) para su secuenciación. Finalmente la secuencia genómica 

del gen Tf se obtuvo por medio del alineamiento y ensamblaje de los diferentes productos de 

PCR obtenidos. 

La caracterización del ADNc específico del gen Tf se realizó a partir de ADNc obtenido de 

hígado de individuo adulto, bajo las condiciones de PCR descritas anteriormente, utilizando 

una única pareja de iniciadores (SaTf-F1 y SaTf-R17, Tabla 5c) para su amplificación y 4 parejas 

(SaTf-F1/ SaTf-R5.2, SaTf-F4/ SaTf-R8, SaTf-F5/ SaTf-R13 y SaTf-F11/R17, Tabla 5c) para su 

secuenciación (Macrogen Inc.), generando productos de PCR solapantes, de aproximadamente 

1000pb de longitud. Una vez obtenida la secuencia nucleotídica del ADNc, su alineamiento con 

la secuencia de ADN genómico previamente aislada, permitió determina la estructura génica 

(número, longitud y posición de las regiones intrónicas y exónicas) del gen Tf. La estructura de 

la proteína codificada, se dedujo mediante el programa SMART 

(Simple Modular Architecture Research Tool) (http://www.smart. embl_heidelberg.de/) 

proporcionado por el EMBL (European Molecular Biology Laboratory) como herramienta para 
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la identificación de dominios en proteínas. 

 

5.2.2.5. Análisis del patrón de expresión génica 

A partir las muestras de ADNc, se determinó la presencia de transcriptos del gen Tf para 

los diferentes tejidos analizados visualizando los productos de PCR obtenidos por medio de 

PCR convencional en un gel de agarosa al 1,5% con bromuro de etidio, utilizando para ello la 

pareja de iniciadores específicos SaTf-FW/SaTf-RV (Tabla 5c) junto con las condiciones y el 

programa de PCR descritos en el apartado anterior. Como gen de referencia, se seleccionó el 

gen codificante para β-actina (Tiago y col., 2008) (Tabla 5c).  

   

5.2.2.6. Análisis filogenético 

La secuencia codificante completa del gen Tf (ADNc) de dorada se comparó con las 

secuencias codificantes descritas para este gen en 14 especies de peces, un anfibio y tres 

especies de mamíferos, todas ellas disponibles en la base de datos del NCBI. Inicialmente, 

mediante el programa BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999), se dedujo la correspondiente secuencia de 

aminoácidos para cada una de la secuencias codificantes analizadas. A través del programa 

Muscle v.1.5 (Edgar, 2004), utilizando los parámetros de configuración predeterminada, se 

realizó un alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos obtenidas para las diferente 

especies. A partir de dicho alineamiento y dado que a lo largo de la secuencia del gen existen 

tanto zonas conservadas como no conservadas, se utilizó un modelo de búsqueda heurística 

implementado en el programa Trimal (opción automated1) (Capella-Gutiérrez y col., 2009), 

para proceder a la identificación de aquellas regiones más informativas, descartándose las que 

presentan tasas de variación elevadas que podrían desvirtuar el resultado del análisis 

filogenético. El alineamiento final se empleo como base para los sucesivos análisis mediante 

cálculos de máxima probabilidad, incluidos en el programa ProtTest (Abascal y col., 2005), se 

determinó el modelo de evolución proteico más adecuado para la variación presente en las 

secuencias de aminoácidos. De igual modo, se determinaron los valores medios para diferentes 

parámetros evolutivos: posiciones invariables (+I), tasa de variación entre posiciones (+G) y 

frecuencias aminoacídicas (+F). Utilizando el programa PhyML (Guindon y Gascuel, 2003) se 

construyó el árbol filogenético a partir de un modelo evolutivo en base a la matriz WAG, 

ajustando la longitud de las ramas mediante procedimientos de máxima probabilidad, y 

evaluando el soporte de la topología resultante en un entorno estadístico sólido por medio un 

test bootstrap basado en 10.000 replicas. Finalmente, el árbol filogenético deducido se 

visualizó y editó a través del visor gráfico Figtree v1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk 
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/software/figtree/). 
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5.3. Resultados 

 

5.3.1 Identificación y análisis de expresión de genes candidatos para calidad de huevo 

La búsqueda realizada en las base de datos para ESTs del NCBI y del HCMR permitió 

identificar, por primera vez en dorada, parte de la secuencia nucleotídica perteneciente a los 

genes catepsina-S, catepsina-Z, tubulina-β, ferritina-M, erk-1, ciclina-A2, jnk-1, p38-α y p38-δ 

(Tabla 5d).  

Los genes de referencia L13a y 18S, empleados en la normalización de los datos de 

expresión, mostraron una amplificación específica, detectándose en el gel de agarosa una única 

banda de intensidad elevada para el producto de PCR obtenido por medio de PCR convencional 

a partir del ADN genómico y ADNc procedente de diferentes estadios de desarrollo temprano, 

así como de los tejidos de bazo y corazón, utilizados como control. Posteriormente, las medidas 

de fluorescencia obtenidas por qRT-PCR para cada gen control en un total 168 reacciones (8 

lotes x 7 estadios de desarrollo embrionario x 3 réplicas técnicas por muestra), determinaron 

que la expresión de ambos genes se mantenía estable a lo largo de los diferentes estadios de 

desarrollo embrionario, por lo que, sus valores de expresión se utilizaron para generar un 

factor de normalización dirigido a corregir dentro de los genes de interés las variaciones de 

expresión causadas por posibles imprecisiones cometidas en la cantidad de ADNc depositado 

dentro de cada reacción.  

Por medio de la visualización en gel de agarosa del fragmento de ADN amplificado por 

PCR convencional a partir de muestras de ADNc procedente de estadios de desarrollo 

embrionario temprano, bazo y corazón, se observó para los gene gapdh-2, ppar-ϒ, y catepsina-

S, en los estadios de desarrollo embrionario temprano no se detectó amplificación alguna, 

mientras que en las muestras procedentes de bazo y corazón, se detecta una banda de 

amplificación específica e intensa (Figura 5b). En el caso del gen ppar-α, tampoco se detecta 

expresión durante el desarrollo temprano, y la señal registrada en bazo y corazón es muy débil 

(Figuras 5b). 

En los 12 genes restantes (gapdh-1, catepsina-D, catepsina-L, catepsina-Z, tubulina-β, 

ferritina-M, ciclina-A2, ppar-β, erk-1, jnk-1, p38-α y p38-δ) se observó para cada uno de los 

estadio de desarrollo evaluado, una amplificación clara y específica, así como también una 

aparente ausencia de dímeros de iniciadores (datos no mostrados), lo cual permitió aceptar a 

sus respectivos iniciadores como válidos para cuantificar la expresión génica mediante qRT-

PCR. Finalmente, la cuantificación de la expresión reveló para estos 12 genes, con excepción 
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del gen p38-δ, un patrón de expresión común caracterizado por una expresión inicial casi 

constante, con pequeñas variaciones de expresión durante la fase de desarrollo comprendida 

entre los estadios de 2-4 células y blástula, seguida de una drástica disminución de los niveles 

de expresión una vez sobrepasado el estadio de desarrollo de blástula avanzada (transcurridas 

aproximadamente unas seis horas y media desde el momento de la fecundación) (Figuras 5c). 

La excepción, el gen p38-δ, presentó una expresión reducida a nivel general, siendo 

especialmente limitada durante los estadios de 2-4 células, mórula, gástrula temprana y media-

epibolia (Figuras 5c).  

 

5.3.2 Caracterización del gen Tf  

A partir del alineamiento y ensamblaje de los diferentes fragmentos de PCR amplificados 

(Tabla 5c), se obtuvo una secuencia de ADN genómico (GenBank ID: JF309047) y ADNc 

(GenBank ID: JF309047) con una longitud de 7.855pb y 2.320pb, respectivamente (Figuras 5d). 

Por medio del alineamiento de estas dos secuencias, se estableció para el gen Tf una estructura 

génica compuesta por 17 exones separados por 16 intrones (Tabla 5e, Figura 5d), y se 

determinó que la secuencia de ADN genómico aislada incluye, además de las regiones exónicas 

e intrónicas, fragmentos parciales de las regiones 5’ (18pb) y 3’ (274pb) UTR. Todas las uniones 

exón-intrón concordaron con la regla de corte y empalme GT-AG. 

La comparación de la estructura deducida para el gen Tf de dorada con las estructuras 

previamente descritas para pez gato (Ictalurus punctatus), tilapia del Nilo (Oreochromis 

niloticus), salmón plateado (Oncorhynchus kisutch) y medaka (Oryzias latipes), reveló una 

idéntica organización del gen y una elevada conservación en la longitud de los exones, 

detectándose el mismo tamaño para 6 (EI, EII, EVI, EX, EXI y EXIV) de los 17 exones (Tabla 5e). 

El mayor grado de similitud se observó entre dorada y tilapia del Nilo, con una longitud de 

secuencia idéntica en 15 exones. En contraposición, las regiones intrónicas presentaron rangos 

de variación muy amplios entre todas las especies comparadas (Tabla 5e). 

A partir de la secuencia codificante del gen Tf en dorada, se dedujo una proteína 

compuesta por 691 aminoácidos (Tabla 5e, Figura 5e), distribuidos en un péptido señal 

(localizado entre los aminoácidos cuatro y 14) y dos lóbulos: el lóbulo-N (localizado entre los 

aminoácidos 24 y 338) y el lóbulo-C (localizado entre los aminoácidos 340 y 681). Dentro de la 

estructura de proteína, se identificó una conservación máxima en los residuos de unión al 

hierro (Asp-73, Tyr-103, Tyr 200, His-256, Asp-394, Tyr-429, Tyr-524 and Arg-592), y a 

aniones (Thr-128, Lys-132, Thr-454 and Arg-458) descritos por Lambert y col. (2005) (Figura 

5e). 
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El análisis filogenético desarrollado, permitió situar la proteína Tf de dorada dentro de 

un contexto evolutivo. Las distancias genéticas, estimadas en función del número de 

sustituciones de aminoácidos, mostraron valores moderados-bajos, y la robustez de la 

topología deducida se apoyó con fuertes valores de bootstrap (Figuras 5f). Dentro del grupo de 

los peces, tal y como era de esperar, la dorada se incluyó dentro del subgrupo de los espáridos 

(pargo de cabeza negra y pargo japonés) con altos valores de bootstrap, mientras tilapia del 

Nilo y medaka constituyeron un nuevo subgrupo, los salmónidos y los ciprínidos formaron sus 

respectivos grupos, y el bacalao, pez gato y el falso halibut de Japón, no se integraron dentro 

de ningún grupo. Por su parte, las especies de vertebrados terrestres formaron un grupo 

principal compuesto por la única especie de anfibios empleada en el análisis y el subgrupo de 

los mamíferos.  

El análisis de expresión mostró que el gen Tf posee una expresión constitutiva 

especialmente intensa en el tejido hepático, con niveles inferiores en los tejidos 

correspondientes al riñón, bazo, estómago, cerebro y ovario (analizado solamente en hembras 

adultas) y ausente en el corazón (Figura 5g). Los patrones de expresión obtenidos en 

individuos juveniles y adultos presentaron diferencias notables en bazo y estómago (Figura 

5g); en el caso del bazo las muestras de tejido de individuos adultos mostraron una expresión 

más elevada que las recolectadas a partir de individuos juveniles, mientras en el caso del 

estómago, la expresión más intensa se observó a partir de tejido juvenil (Figura 5g). 
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5.4 .Discusión 

 

5.4.1 Identificación de genes candidatos para calidad de huevo 

La hipótesis de la posible participación de moléculas de ARNm maternal sobre el control 

y la regulación de la calidad del huevo (Brooks y col., 1997), hace que desde el punto de vista 

productivo despierte especial interés la identificación de genes que poseen una expresión 

maternal. Sin embargo, entre la gran cantidad de transcriptos maternales que se transcriben y 

trasladan al oocito durante la oogénesis, solamente algunos de ellos resultaran vitales para el 

desarrollo del embrión, y será en ellos donde, la aparición de patrones de expresión anómalos 

conlleve a problemas en el desarrollo embrionario, provocando una disminución en la calidad 

de huevo (Brooks y col., 1997). Por lo tanto, la búsqueda de genes maternales con posible 

influencia sobre calidad de huevo, se debe enfocar principalmente hacia genes cuya función 

biológica se corresponde con el control/regulación de procesos celulares básicos 

indispensables para garantizar el correcto desarrollo del organismo. Por ello, en nuestro caso 

la búsqueda de posibles genes candidatos se dirigió específicamente a genes cuya función se 

implica dentro de las rutas de obtención de energía, el ciclo celular, la estructura celular, la 

degradación del vitelo, rutas de señalización destinadas a la regulación del crecimiento, 

proliferación y diferenciación celular, así como supervivencia, apoptosis e inmunidad (Tabla 

5a). Este criterio de selección se considera el responsable de que 11 (gapdh-1, catepsina-D, 

catepsina-L, catepsina-Z, tubulina-β, ferritina-M, ciclina-A2, ppar-β, erk-1, jnk-1 y p38-α) de los 

16 genes evaluados presenten el perfil de expresión propio de genes maternales. Este perfil de 

expresión génica se caracteriza porque los niveles de los transcriptos se mantienen (la 

intensidad de la expresión varía en función del gen evaluado) entre los estadios de huevo no 

fertilizado (fase no analizada en el estudio) y blástula, y a partir de este último estadio, 

coincidiendo con el punto en cual se ha estimado que transcurre la fase de transición maternal-

zigótica (Kane y Kimel, 1993), se origina un proceso de degradación de los ARNm maternales 

(Mathavan y col., 2005; Giraldez y col., 2006), visualizado mediante la técnica de qRT-PCR 

como una reducción drástica de la señal de expresión (Figura 5c). Aunque desde el punto de 

vista fisiológico la destrucción de una gran cantidad de ARNm maternales previamente 

almacenados en el oocito, supone un derroche energético hasta el momento inexplicable, 

existen evidencias que postulan el agotamiento de las reservas de estas moléculas, como un 

proceso necesario e indispensable para la correcta activación del genoma del zigoto (Macaulay 

y col., 2011). 

La PCR a tiempo real es una técnica ampliamente utilizada hoy en día para cuantificar 
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expresión génica. La precisión de los resultados obtenidos mediante esta técnica se encuentra 

condicionada por la calidad del ARN empleado, la especificidad de los iniciadores, y por la 

utilización de genes control apropiados que permita cuantificar de forma correcta la expresión 

relativa del gen objeto de estudio (Mitter y col., 2009). En nuestro caso el sistema de extracción 

de ARN basado en la combinación del protocolo estándar de Trizol junto con los tubos Lysing 

Matrix D, permitió obtener un ARN de alta calidad con mínima degradación (dato no 

mostrado). Así mismo, la realización de curvas de disociación como paso final en las reacciones 

de PCR a tiempo real, junto con la comprobación de los productos de PCR obtenidos en un gel 

de agarosa, ofrecieron un control exhaustivo que nos permite garantizar que la señal de 

expresión registrada no se encuentra afectada por la presencia de dímeros de iniciadores o 

amplificaciones inespecíficas que pudieran ocasionar una “falsa” o secundaria señal de 

expresión. Por otro lado, hasta hace poco tiempo la selección de los genes que actúan como 

control interno, se dirigía hacia aquellos genes cuya transcripción se creía que permanecía 

constante con independencia de las condiciones experimentales y el tipo de tejido/muestra 

analizado. Sin embargo, hoy en día, este concepto de genes control, también denominados 

genes “housekeeping” se ha catalogado de irreal, por lo que se recomienda para cada estudio 

verificar previamente la validez de los genes seleccionados como control, sugiriéndose además 

la utilización de un mínimo dos genes control por estudio (Mitter y col., 2009). Siguiendo estas 

recomendaciones, en nuestro caso los genes 18S y L13a seleccionados como control, 

cumplieron las exigencias demandas presentando una expresión prácticamente invariable a lo 

largo de los diferentes estadios de desarrollo analizados, concordando con los resultados 

obtenidos por Mitter y col. (2009) en lubina [especie que guarda una estrecha cercanía 

evolutiva con la dorada (Figura 5f)]. 

Un ejemplo de la desaparición del concepto de gen “housekeeping”, lo encontramos en el 

gen gapdh, cuyas isoformas gapdh-1 y gapdh-2 se han incluido en este estudio como posibles 

candidatos a genes maternales. Durante mucho tiempo, el gen gapdh se utilizó como gen 

control estándar para estudios de expresión, ya que al codificar para el enzima gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa, participante en una ruta metabólica esencial para la formación de 

energía en la célula como es la glicolisis, se asumió erróneamente que su expresión era ubicua 

y constante en los diferentes tejidos del organismo, y a lo largo de las diferentes fases del 

desarrollo (Sarropoulou y col., 2011). Sin embargo, el descubrimiento de su comportamiento 

multifuncional, participando no solo en la glicólisis sino también en procesos como la apoptosis 

y la neurodegeneración (Chuang y col., 2005; Sirover, 2005), junto con las variaciones de 

expresión registradas durante los estadios iniciales del desarrollo observadas en nuestro 
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estudio, y anteriormente por Sarropoulou y col. (2011), han puesto seriamente en duda su 

validez como gen control.  

Concordando con nuestros resultados, Sarropoulou y col. (2011) detectaron transcriptos 

del gen gapdh-1 en huevos no fertilizados y en estadios iniciales del desarrollo embrionario de 

dorada y lubina, proponiendo por primera vez la actuación de este gen como gen maternal. 

Aunque se necesitan más datos para establecer una precisa correlación entre este gen y el 

carácter calidad de huevo, la participación del enzima GAPDH-1 en procesos de apoptosis, 

unido a la relación que parece existir entre esta y la calidad de huevo (Carnevali y col., 2003), 

nos permite especular sobre el posible papel del gen gapdh-1 como biomarcador de la calidad 

de huevo (Sarropoulou y col., 2011). En referencia a la isoforma gapdh-2, la ausencia de 

expresión detectada durante las primeras fases del desarrollo embrionario de dorada, reafirma 

el patrón de expresión propuesto nuevamente por Sarropoulou y col. (2011), quienes 

describen en dorada una expresión más tardía para la isoforma gapdh-2 que para gapdh-1. Por 

lo tanto, la concordancia entre el patrón de expresión obtenido para estas dos isoformas y el 

patrón previamente descrito en dorada por Sarropoulou y col. (2011), ha supuesto que estos 

estos dos genes actúen en nuestro estudio como un buen control interno. 

El segundo grupo de genes incluidos en el estudio lo conforman los genes codificantes 

para catepsinas. Las catepsinas, son enzimas proteolíticos lisosomales encargados de catalizar 

la hidrólisis de proteínas a péptidos y, concretamente, se encuentran implicados en la 

regulación de la presentación de antígenos, así como en procesos de degradación de materiales 

endocitados en los lisosomas (Honey y Rudensky, 2003; Hsing y Rudensky, 2005). De los cuatro 

genes analizados (catepsina-D, -L, -S, y -Z), el gen catepsina-S (Figuras 5b), fue el único que no 

mostró expresión alguna durante la fase inicial del desarrollo embrionario, lo cual induce a 

pensar que la necesidad de esta proteína durante desarrollo temprano es muy limitada. En 

mamíferos para esta proteína se ha descrito un importante papel durante la fase inicial de 

reconocimiento de la respuesta inmune (Turnsek y col., 1975), sin embargo, pese a que en 

peces teleósteos la regulación de sus transcriptos en respuesta a una infección permite 

especular sobre su posible implicación en el sistema inmune (Yeh y Klesius, 2008), su función 

fisiopatológica aún resulta desconocida (Sun y col., 2011). 

Dentro de superfamila de las catepsinas, las catepsinas-B, -D y -L desarrollan un papel 

importante durante la oogénesis, participando en el proceso de degradación del vitelo 

(Carnevali y col., 1999a y b), proporcionando los nutrientes esenciales para el correcto 

desarrollo del embrión. Por consiguiente, el funcionamiento de estos enzimas se debería 

considerar un proceso clave para alcanzar el éxito reproductivo (Carnevali y col., 2001). 

Carnevali y col., (1999b y 2001), a partir de estudios dirigidos hacia la evaluación del carácter 
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calidad de huevo en dorada y en lubina, determinaron que la actividad del enzima catepsina-D 

es más elevada en huevos flotantes (buena calidad) que en huevos no flotantes (mala calidad). 

De igual modo, Aergerter y col. (2005) detectaron en trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) 

que los niveles de expresión de catepsina-Z resultan superiores en los huevos clasificados con 

mala calidad frente a huevos de buena calidad. Sin embargo, a diferencia de catepsina-D, el 

sentido biológico de la asociación entre catepsina-Z y calidad de huevo, aún no se ha 

determinado. 

 Por su parte, el grupo compuesto por los genes ciclina-A2, tubulinaβ y ferritina M, 

también presentó una posible expresión maternal en dorada. Las ciclinas, son proteínas 

implicadas en el progreso del ciclo celular que actúan uniéndose a quinasas, que a su vez, 

mediante fosforilación, activan a otros enzimas generándose una señal en la célula que conlleva 

la síntesis de las proteínas necesarias para regular el ciclo celular. En el pez cebra (Danio reiro), 

a través de estudios de expresión realizados mediante microarrays, se determinó que la 

mayoría de los genes pertenecientes a la familia de las ciclinas comenzaban su expresión de 

forma muy temprana en el desarrollo, manteniendo el nivel de sus transcriptos hasta el estadio 

de blástula, momento a partir del cual su expresión se veía fuertemente disminuida (Mathavan 

y col., 2005). Además del patrón de expresión observado para el gen ciclina-A2 en nuestro 

estudio, un factor adicional que contribuye a reafirmar la clasificación del este gen como un 

gen de expresión maternal, es la detección de sus transcriptos en el huevos no fertilizados de 

trucha arco iris (Aegerter y col., 2005). Dada la importante función de la familia de las ciclinas 

durante el ciclo celular, una expresión anómala podría provocar alteraciones en el ciclo celular 

durante el desarrollo del embrión, y por consiguiente, se correlacionaría con una reducción de 

la calidad del huevo (Aegerter y col., 2005).  

De igual manera que el éxito en el proceso de división celular resulta indispensable para 

el correcto desarrollo del embrión, la correcta estructuración del citoesqueleto de la célula 

debería ser otro factor clave. En base a esta hipótesis, variaciones en la expresión de los genes 

codificantes para los componentes del citoesqueleto, también se podrían vincular con 

variaciones en calidad de huevo. Este tipo de correlación ha sido establecida en trucha arco iris 

por Aegerter y col. (2005), quienes han detectado que los niveles de expresión en el gen 

tubulina-β se muestran más reducidos en huevos de baja calidad respecto a huevos de calidad 

buena-intermedia.  

 En referencia a la proteína ferritina cabe destacar su función en el metabolismo del 

hierro, almacenando el hierro transportado por la transferrina en el interior de la célula. Hasta 

la fecha, para esta proteína se han descrito tres tipos de subunidades: H, L y M. La subunidad 
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M (subunidad analizada en el estudio) se ha identificado en peces y anfibios (Dickey y col., 

1987; Andersen y col., 1995; 1998; Mignogna y col., 2002; Giorgi y col., 2008), y aunque su 

función específica aún no se ha esclarecido, recientemente se le ha vinculado una posible 

actividad antimicrobiana (Wang y col., 2011). La elevada expresión registrada para el gen 

ferritina-M en nuestro estudio, sugiere que durante el desarrollo temprano del embrión este 

gen juega una importante función, reforzándose la hipótesis de su actuación como gen 

maternal, y posible biomarcador de calidad de huevo. 

En cuarto lugar, se sitúan los genes erk-1 (MAPK3), jnk-1 (MAPK8), p38-α (MAPK14a) y 

p38-δ (MAPK13) que representan a las tres sub-familias que constituyen la familia de las 

proteín quinasas activadas por mitógenos o MAPKs [ERK (quinasas reguladas por señales 

extracelulares), JNK (c-Jun-quinasa terminal, se une y fosforila a la proteína c-Jun, que al 

combinarse con la proteína c-Fos forma el factor de transcripción AP1) y p38]. Estas proteínas 

además de desarrollar un papel importante en la regulación de procesos celulares como el 

crecimiento, la proliferación, la diferenciación, la supervivencia y la inmunidad innata 

(Bogoyevitch y Court, 2004; Roux y Blenis, 2004; Johnson y col., 2005), intervienen como 

reguladores del balance entre la supervivencia y la apoptosis (Marshall, 1995; Ballif y Blenis, 

2001). Las MAPKs, se activan a través de una gran variedad de señales, en general, la sub-

familia ERK es principalmente activada por factores de crecimiento, p38 por factores de estrés, 

y JNK por factores de estrés, diferenciación y crecimiento (Krens y col., 2006). Por medio de 

una cascada de fosforilación de diversos sustratos la señal recibida por la célula se integra y se 

transforma en una respuesta biológica apropiada. De los cuatro genes codificantes para MAPKs 

analizados en el estudio, los genes erk-1, jnk-1 y p38-α, presentaron al igual que los anteriores, 

el patrón de expresión propuesto para genes con posible función maternal, mientras p38-δ 

presentó un perfil de expresión diferente. Así, resultados obtenidos para erk-1, jnk-1 y p38-α, 

concuerdan con los resultados propuestos por Krens y col. (2006), en el pez cebra, donde un 

amplio conjunto de MAPKs (entre los que se encuentran los genes erk-1, jnk-1, y p38-α) 

mostraron una clara expresión maternal durante el desarrollo embrionario. Por el contrario, 

el patrón de expresión no maternal detectado para el gen p38-δ se asemeja al patrón de 

expresión descrito en el pez cebra para p38β (Krens y col., 2006) el cual mostró una expresión 

de intensidad reducida, limitada al espacio de tiempo comprendido entre los estadios de 16 

células y blástula. Hasta la fecha, p38-δ es una de las isoformas MAPKs peor caracterizadas, 

existiendo muy poca información sobre ella. 

Finalmente, el último grupo de genes analizados lo componen las isoformas α, β y γ de 

los receptores activados por factores de proliferación de peroxisomas o PPARs, pertenecientes 

a la superfamilia de receptores nucleares de hormonas. Leaver y col. (2005) analizaron la 
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expresión de los genes ppar-α y ppar-ϒ en dorada, y describieron para la isoforma ppar-α un 

patrón similar al observado en mamíferos, caracterizado por una expresión elevada en tejidos 

con alta capacidad para degradar ácidos grasos por β-oxidación, mientras que para la isoforma 

ppar-γ, se establece una expresión mucho más amplia en dorada que en mamíferos, 

identificándose sus transcriptos en un mayor número de tejidos. Sin embargo, la información 

referente a la expresión génica de ppars durante el desarrollo de peces es muy limitada o 

inexistente. De acuerdo a nuestros resultados, a partir de la ausencia de transcriptos de las 

isoformas ppar-α y ppar-ϒ se deduce para estas proteínas una función nula o restringida 

durante las primeras fases del desarrollo embrionario, concordando con el patrón de expresión 

tardío (13,5 días de desarrollo embrionario) publicado por Braissant y Wahli (1998) en rata. 

Por consiguiente, si el patrón de expresión de dorada guarda una estrecha similitud con el 

patrón propuesto en rata, la expresión de estas dos isoformas debería de ser evaluada en 

estadios de desarrollo embrionario más avanzados. A diferencia de las anteriores isoformas, el 

gen ppar-β sí parece desempeñar una función importante durante el desarrollo embrionario 

temprano, al mostrar una vez más el característico perfil de expresión génica maternal (Figura 

5c), coincidiendo con el patrón descrito en rata para esta isoforma (Brassiant y Wahli, 1998).  

 En base a los resultados obtenidos, aunque se precisa de estudios funcionales que 

verifique la asociación significativa entre gen y calidad de huevo más allá de un patrón de 

expresión maternal en las primeras fases del desarrollo, se propone a los genes gapdh-1, 

catepsina-D, catepsina-L, catepsina-Z, tubulina-β, ferritina-M, ciclina-A2, ppar-β, erk-1, jnk-1 y 

p38-α como posibles genes candidatos asociados a calidad de huevo en dorada, existiendo 

fuertes evidencias de ello especialmente para los genes catepsina-D (Carnevali y col., 1999 y 

2001), catepsina-Z y tubulina-β (Aegerter y col., 2005).  

El futuro desarrollo de marcadores moleculares asociados a la calidad de huevos 

contribuirá a asentar las bases genéticas de este carácter especialmente relevante para dorada, 

donde la gran variabilidad existente en la calidad de huevo, y la obtención de un porcentaje de 

eclosión que suele oscilar entre el 10 y15% del total de huevos producidos (Carrillo y col., 

1989), pueden llegar a suponer un importante cuello de botella en la gestión de la reproducción 

y comprometer la producción de su cultivo.  

 

5.4.2 Caracterización de gen Tf: un primer paso hacia la búsqueda de polimorfismos 
funcionales. 

Identificados los genes candidatos para un determinado carácter, el desarrollo de 

estudios funcionales dirigidos a evaluar cómo la variación alélica existente en la secuencia de 
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estos genes puede conducir a la obtención de un fenotipo diferente, precisa de la 

caracterización detallada del gen o genes en cuestión, que proporcione no solamente el recurso 

necesario para llevar a cabo la búsqueda de estas posiciones polimórficas (secuencia de ADN 

genómico o ADNc), sino también, la información biológica necesaria para dar un sentido 

funcional a la variación identificada (por ejemplo, el tipo de región génica donde se localiza la 

variación, y su posible implicación en la alteración de la expresión o estructura de la proteína 

codificada). Dentro de este contexto, se sitúa la caracterización del gen Tf de dorada 

desarrollada en esta parte del estudio, basada en el aislamiento de su secuencia de genómica 

utilizando la información de secuencias homólogas descritas en especies cercanas, en la 

obtención de su secuencia codificante (ADNc) y en la descripción del patrón de expresión 

constitutiva observado para siete tejidos diferentes dentro de las fases juvenil y adulta. 

La estructura deducida para el gen Tf de dorada se compone de una región codificante 

de 2.076pb organizada en 17 exones, separados por 16 intrones cuya longitud de secuencia se 

extiende 5.495pb, resultando una longitud de secuencia intrónica que supera en 

aproximadamente en 2,6 veces la longitud de la secuencia codificante (Tabla 5f). La 

comparación del gen Tf de dorada con las estructuras previamente descritas para otras 

especies de peces, mostró una elevada conservación del tamaño exónico, existiendo una 

conservación especialmente elevada entre dorada y tilapia del Nilo (Tabla 5e). Esta 

conservación en la longitud de la secuencia codificante, conllevó a la deducción de proteínas 

con pequeñas variaciones en la longitud de su secuencia aminoacídica, presentando el pez gato 

y tilapia del Nilo las proteína de mayor y menor tamaño, con 679 y 694 aminoácidos, 

respectivamente. La proteína Tf deducida para dorada se compone de 691 aminoácidos, que se 

organizan en una estructura bi-lobular (lóbulo N- y C-terminal) altamente conservada. 

La reconstrucción filogenética realizada a partir de la secuencia de aminoácidos 

deducida para Tf en diferentes especies, reunió dentro de un mismo grupo (con cortas 

distancias genéticas y altos valores de bootstrap) a la dorada junto al resto de especies de 

espáridos comparadas. A este mismo grupo, a pesar de no pertenecer a la familia de los 

espáridos, se unió con alta confianza la lubina, perteneciente a la familia Moronidae (Orrel y 

Carpenter, 2004) (Figuras 3g). Esta reconstrucción evolutiva, permitió confirmar que el grado 

de conservación medio-alto de la proteína Tf detectado dentro de las especies de peces, se 

extiende también al grupo de los vertebrados. Esta elevada conservación probablemente 

deriva de su importante función en el metabolismo del hierro y en la respuesta del sistema 

inmune innato, dos procesos de vital importancia para el organismo que podrían estar 

causando fuertes restricciones evolutivas sobre la proteína. 

Tal como se esperaba, la expresión del gen Tf se detectó, tanto en individuos juveniles 
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como adultos, en un amplio espectro de tejidos, observándose para el tejido hepático una 

intensidad especialmente elevada. La comparación del perfil de expresión obtenido entre 

individuos adultos y juveniles, reveló para el tejido estomacal y esplénico una expresión de Tf 

dependiente de ontogenia. Aunque estos resultados deben ser tomados con precaución, 

resultando necesario establecer con mayor precisión mediante PCR a tiempo real, las 

diferencias de expresión observadas entre las dos fases de desarrollo, la escasa presencia de 

transcriptos de Tf en el tejido esplénico juvenil podría ser consecuencia del escaso desarrollo 

y de la falta de funcionalidad de los órganos linfoides durante este estado de desarrollo 

prematuro. Esta premisa concuerda con la sensibilidad especialmente elevada que presentan 

los individuos juveniles (peso corporal <50g) a infecciones como la pasteurelosis causada por 

la bacteria Photobacterium damselea subespecie piscicida (Phdp) (Antonello y col., 2009) que 

afecta principalmente a las granjas de cultivo de dorada y lubina. 

Al igual que en bacalao (Devonan-Wright y col., 1996), lubina (Neves y col., 2009), carpa 

(Sahoo y col., 2009) y pez gato (Liu y col., 2009), la dorada mostró una expresión local de Tf en 

cerebro. El significado biológico de esta expresión cerebral se puede explicar aludiendo a la 

posible dificultad que esta proteína podría encontrar para atravesar la barrera 

hematoencefálica cuya función reside en facilitar el paso de nutrientes y de oxígeno al sistema 

nervioso y a su vez, dificultar el paso de sustancias de gran tamaño molecular y/o tóxicas. Sin 

embargo, esta hipótesis pierde veracidad ante la posible existencia de una expresión de Tf 

cerebral especie-específica, al no detectarse transcriptos de Tf en el tejido cerebral en especies 

como el salmón común (Salmo salar) (Kvingedal y col., 1993). Neves y col. (2009), sugieren que 

la síntesis local de Tf en el cerebro podría estar asociada a un mecanismo de defensa de 

inmunidad innata del hospedador dentro del propio tejido cerebral, pues al profundizar sobre 

la expresión cerebral de Tf en lubina, observaron que en respuesta a una infección bacteriana 

la proteína Tf aumentan rápidamente su concentración, comportándose como una proteína de 

fase aguda positiva. 

Ante una infección, a nivel hepático las especies parecen responder con estrategias de 

defensa diferentes en cuanto a la regulación del gen Tf, generando un aumento o bien, una 

disminución de su expresión; no obstante ambas estrategias tienen como finalidad bloquear la 

utilización del hierro del hospedador al huésped. Por ejemplo, en lubina, en respuesta a un 

ataque bacteriano la expresión hepática de Tf se ve fuertemente disminuida comportándose 

como una proteína de fase aguda negativa (Neves y col., 2009), mientras que en pez gato, su 

actuación es propia de una proteína de fase aguda positiva, respondiendo con un incremento 

en la producción de sus transcriptos (Liu y col., 2009). Es posible que estas diferentes 

118 
 



 Capítulo III 

 

estrategias tengan su origen en la diferente presión evolutiva ejercida que los patógenos 

principales de cada una de estas especies. De esta manera, aquellas especies cuyos patógenos 

principales fundamenten su sistema de captura de hierro en sideróforos capaces de adherirse 

al complejo hierro-Tf del organismo hospedador, podría haber desarrollado a lo largo de la 

evolución un sistema de defensa inmune basado en una disminución de la expresión Tf, capaz 

de originar ambientes con niveles reducidos de Tf donde estos patógenos verán mermada su 

capacidad de supervivencia y desarrollo. En contraposición, aquellas especies cuyos invasores 

principales sean capaces de tomar el hierro libre directamente del plasma del hospedador, un 

incremento en los niveles de Tf sería la respuesta más eficaz, ya que reducirá la cantidad de 

hierro libre en plasma disponible para estos patógenos. En este sentido, al ser la dorada una 

especie especialmente sensible a los mismos patógenos que afectan al cultivo de la lubina (por 

ejemplo, Photobacterium damselae), ante una invasión patogénica sería de esperar una 

reacción de Tf propia de una proteína de fase aguda negativa; no obstante para esclarecer como 

la regulación del gen Tf pueden actuar como alarma de defensa para el sistema inmune innato 

de dorada, se requiere de estudios específicos que determinen el patrón de expresión del gen 

Tf en respuesta a un ataque patogénico. 

 En resumen, a partir de la caracterización del gen Tf de dorada se deduce respecto a otras 

especies, una preservación de la estructura génica y una conservación elevada de la proteína 

codificada, describiéndose a su vez un patrón de expresión constitutiva dependiente de tejido 

y ontogenia. Además, la información referente a las secuencias de ADN genómico (GenBank ID: 

JF309047) y ADNc (GenBank ID: JF309047) depositadas en la base de datos del NCBI, abren la 

puerta al desarrollo de estudios dirigidos a la búsqueda de polimorfismos funcionales 

(variaciones nucleotídicas con capacidad para influenciar sobre la expresión del carácter) que 

posibiliten al igual que en otras especies de peces (Suzumoto y col., 1977; Winter y col., 1980; 

Jurecka y col., 2009a, b y c), establecer correlaciones significativas entre la presencia de 

diferentes genotipos del gen Tf con una mayor/menor susceptibilidad a patógenos, u otros 

posibles caracteres asociados al gen. 
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Tabla 5a. Clasificación de los genes incluidos en el estudio de determinación de la expresión génica 

durante el desarrollo embrionario temprano. 

 

 
 

  
  

  Gen Función 

1 gapdh-1 
Procesos catabólicos celulares básicos 

2 gapdh-2 

3 catepsina-D 

Enzimas proteolíticas localizadas en los lisosomas con una importante 
función en la digestión celular 

4 catepsina-L 

5 catepsina-S 

6 catepsina-Z 

7 tubulina-β Componente esencial del citoesqueleto 

8 ferritina-M Metabolismo del hierro 

9 ciclina-A2 Enzima implicada en la regulación del ciclo celular 

10 ppar-α 
Receptores activadores de proliferación de peroxisomas: son factores 
de transcripción que desarrollan una importante función en la 
homeostasis lipídica 11 ppar-β 

12 ppar-γ 

13 erk-1 
Proteín quinasas activadas por mitógenos: enzimas que participan en la 
transducción de señales intracelulares, que regulan múltiples procesos 
celulares entre ellos cambios en los patrones de expresión génica, el 
metabolismo, la proliferación celular y la muerte celular programada. 

14 jnk-1 

15 p38-α 

16 p38-δ 

17 L13a (control) 

Proteínas ribosomales 

18 S18 (control) 
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Tabla 5d. Nuevos genes identificados en dorada. 
 
 

Gen Resultados BLASTX  Numero de acceso base de datos ESTs 

   

catepsina-S ACO82388.1| cathepsin S 
 [Lutjanus argentimaculatus] AM955494; HS988673; HS988821 

   

catepsina-Z AAO64476.1| cathepsin Z precursor 
[Fundulus heteroclitus] FM145771; FM160311;AM961674 

   

tubulina-β 
XP_003455078.1| PREDICTED: tubulin 
beta-1 chain-like [Oreochromis 
niloticus] 

HS985002; HS987551; SATP0002B02_F 

   

ferritina-M ACY75476.1| ferritin M subunit 
[Larimichthys crocea] 

HS987130, HS983799,SATP0001D20_F; 
SATP0001H01_F; SATP0001H16_F 

   

erk-1 
NP_001167267.1| Mitogen-activated 
protein kinase 3  
[Salmo salar] 

FM146973; FM147422; FG267570 

   

ciclina-A2 AAF82778.1| cyclin A2  
[Carassius auratus]  AM951618; AM976083 

   

jnk-1 AET86807.1| jnk-1 
 [Carassius auratus red var.] HS984271; HS984888 

   

p38-α NP_001117170.1| mitogen activated 
protein kinase p38a [Salmo salar] AM966839, AM966839 

   

p38-δ 
XP_003449202.1| mitogen-activated 
protein kinase 13-like [Oreochromis 
niloticus] 

AM979198 

   

En negrita se indican los números de acceso de las ESTs identificadas en la base de datos de ESTs del HCMR (Hellenic 
Center For Marine Research) 
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5.6. Figuras 

 
 



 

 
 



 Figuras 

 

Figura 5a. Estados de desarrollo embrionario temprano empleados en la determinación de expresión 

de los genes gapdh-1, gapdh-2, ppar-α, ppar-β, ppar-γ, catepsina-S, catepsina-D, catepsina-L, catepsina-Z, 

tubulina-β, ferritina-M, ciclina-A2, erk-1, jnk-1, p38-α y p38-δ. 
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 Figuras 

 

Figura 5c. Representación gráfica de los niveles de expresión de los genes gapdh-1, catepsina-L, 

catepsina-D, catepsina-Z, ferritina-M, tubulina-β, p38-α, p38β, erk-1, jnk-1, ppar-β y ciclina-A2. 

 

 

 

 

 

 

 
S1: estadio de 2-4 células; S2: estadio de 16 células; S3: estadio mórula temprana; S4: estadio mórula; S5: estadio 
blástula avanzada; S6: estadio correspondiente al inicio de gastrulación; S7: estadio epibolia media; a, b, c, d y e: 
representa estadios con diferencias significativas en los niveles de expresión.  

a
a

a a a

b
c

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
AR

N
m

gapdh-1

ab
b

bc bc

c

a

b

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

catepsina-L

a

ab
b

ab ab

c
c

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

catepsina-D

a a
a

a

b

c

a

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

Ex
pr

es
ió

n 
re

la
tiv

a 
AR

N
m

catepsina-Z

a

b

bc
c

bc

d

e

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

ferritina-M

a

ab ab

a

b

c c
0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7

tubulina-β

133 
 



Capítulo III  

 

 Figura 5c. Continuación.  

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
S1: estadio de 2-4 células; S2: estadio de 16 células; S3: estadio mórula temprana; S4: estadio mórula; S5: estadio 
blástula avanzada; S6: estadio correspondiente al inicio de gastrulación; S7: estadio epibolia media; a, b, c, d y e: 
representa estadios con diferencias significativas en los niveles de expresión. 
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Figura 5e. Alineamiento mútliple de las secuencias de aminoácidos de Tf descritas para Sparus aurata 

(Sa), Acanthopagrus shlegelii (As), Pagrus major (Pm), Oryxias latipes (Ol), Oreochromis niloticus (On), 

Oncorhynchus kisutch (Ok) e Ictalurus punctatus (Ip). 

 

 

 

 

 
 (*): aminoácidos idénticos; (: o .): aminoácidos similares. En color amarillo y verde se indican los residuos de unión 
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As  ................G.................................E.T.......................Q.......................  
Pm  ............T.T.G..E.........................................Q..............TSD....Q................  
Ol  .........A...TT.G.......................I...V..DI...A.V..K....E..T..Q...V...T.........K......QK.....  
On  D........A..NT..GF......................I.S.V..NV.E.G.I..K.L.....T..H.......A.........K......QR.....  
Ok  D........A...TE.GFL.....................I...VTV.Q...A.I..R...S...D..N.......N.D.Q..Q..M.......N.....  
Ip  .S...........TN.GFN............W.T......I...IKQ.Q.T.G.ID.K.L.D..AE......V...KN-T...T..KNK.Q...E.....  
                        
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                   
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                    
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                       
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                        
 
                                                                                   
     

    
    
    
    
    
    
    

                          
 

                                                                                                       
     

    
    
    
    
    
    
    

                                       
    
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                        
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                   
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                    
 
            410       420       430       440       450       460       470       480       490       500          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Sa  GEAYTAGKCGLVPVMVEQYDEAQCGTTGGTASSYYAVAVVKKSSGVTWENLQGKRSCHTGIGRTAGWNVPMGLIHKQTGDCDFSKFFSEGCAPGADPSSV  
As  ....................Q.....N.V.............G........K..........................D.....................  
Pm  .QV........I.A......Q...S.................G......S.R.....D..V....................................T..  
Ol  ..V..........A......AEL.SSS..Q............D........K..K.............I...R.YD..K....T...PS....EPK.-AL  
On  .QVF................QEM..NSNAP............G........K..K.............I.....YNREH....T....S......E.T.P  
Ok  ..VF.................VR.SAP.-E....F....A.RG..L..TT.K........L.......I......RR.MN...TTY..K.....FEVD.P  
Ip  ..V.I....N...AL......EK.KSAS.D......L...H.N.DL..NT.R..K.....V.......I.I..L.DKYN..........S....S..E.N  
                       
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                        
 
                                                                                   
     

    
    
    
    
    
    
    

                          
 

                                                                                                       
     

    
    
    
    
    
    
    

                                       
    
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                        
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                   
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                    
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                       
 
            510       520       530       540       550       560       570       580       590       600          
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Sa  FCKKCAGSG-KGVEDESKCKASSIEQYYGYAGAFRCLVEGAGDVAFIKHTIVDENSNGNGPAWASGVNKDDYQLICPNKSPVPVSDYLSCHLALVPAHAI  
As  ..N......-R............VV...............................................E...........T........R.....V  
Pm  ..N......-.A.G.......NAN.....................L..........................E.................N........V  
Ol  H.AL.VKAAA.LSG..A....RPE.............A..............G..TD....D..RSLKS........G.G...I.E.A..N..V.....V  
On  ..SL.V...-.A.G..A.....AD.K..............G.....V...T.T...D....D..RNLRSS.......G.G..EI...AT.N..QA....V  
Ok  ..AQ.K...KSVGG.G.......E......N........D............P.MTD.S..V..QNLMSS.FE.L.QDGTTK..THFRE....K.....V  
Ip  L..L.K..E----AGKD.....ND.R....S......A..G.....V..ST.PD.TD.K..E..KAFKSA.FK....S-GSAEITAHEQ....K.....V  
                                        
 
                                                                                   
     

    
    
    
    
    
    
    

                          
 

                                                                                                       
     

    
    
    
    
    
    
    

                                       
    
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                        
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                   
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                    
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                       
 
                                                                                     
     

    
    
    
    
    
    
    

                                        
 
            610       620       630       640       650       660       670       680       690               
    ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
Sa  VTRPEIRGKVVDFLQDQQTKFGTSGSDPSFKLFQSELGRNLLFKDSTKCLQEIPAETSYKQFLGPEYMGAMASLRQCTDSTSDLEKSCTFHSCQQKN  
As  .....S........K...S...IG......N....D.............P......R..E....A...N......K.....................  
Pm  .....SH.D..RI...............T......DS.K..............S.G.TFE....Q.....IT.........P...............  
Ol  .....S.SD..RV..V...F..A............QN.N.............V..G...D....SG..E..T...K.S.TA..............T-  
On  .....SHS...RI..E..AR..NA.T....RM....N.K....Q........V.E.RT.E....EA..D..KA..H.S.TA..........A...G-  
Ok  I....S..E..SI.LE..AR..S....S..NM.KPDF.K...............SG.KFQG...E...I..Q...E.SN.......A......----  
Ip  .....K.DD..S..KE..D...L....D..RI....GNQKS...........V.KSQT.QD...EA.ITSLN..HK.PKTK.E..EA..ARP..KP-  
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Figura 5g. Resultado RT-PCR obtenido para el gen Tf en diferentes tejidos recolectados a partir de 

individuos adultos y juveniles, visualizado en gel de agarosa al 1,5%, empleando el gen β-actina (Tiago 

y col., 2008) como gen control. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
[1] Hígado; [2] riñón; [3] Bazo; [4] estómago; [5] cerebro; [6] corazón; [7] Ovario (solamente en adultos); [M] 
Marcador de peso molecular (patrón de 10 bandas separadas regularmente cada 100pb, desde las 100pb hasta las 
1000pb.) 
 
 

1      2      3     4      5      6     7      M     1     2     3      4      5      6
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 Capítulo IV 

 

6.1. Introducción 
 

A consecuencia del gran avance tecnológico experimentado durante las últimas décadas 

en el campo de la genómica y al gran interés que existe por establecer dentro de las especies 

económicamente relevantes para la industria acuícola, conexiones genotipo-fenotipo que 

permitan llevar a cabo una identificación prematura de individuos con fenotipo deseado, 

multitud de estudios de investigación centran su objetivo en la identificación y caracterización 

de genes implicados en funciones fisiológicas asociadas a caracteres de interés productivo, 

generando con ello un recurso de gran utilidad para la búsqueda de polimorfismos funcionales. 

Tal y como se ha mencionado en capítulos anteriores, entre los caracteres de interés 

productivo el crecimiento ocupa una posición preferencial; por ello, dada la importancia 

económica de la dorada en acuicultura, no es de extrañar que en la base de datos pública del 

NCBI se encuentren disponibles para esta especie numerosas secuencias de genes vinculados 

a la regulación del crecimiento somático, disponiéndose incluso de un transcriptoma específico 

de músculo esquelético que contiene información referente a factores de transcripción, 

moléculas de señalización y proteínas estructurales implicadas en el proceso de formación y 

crecimiento del tejido muscular (García de la Serrana y col., 2012). 

Los peces teleósteos experimentan un patrón de crecimiento peculiar, con un 

incremento en la longitud y masa corporal continuado a lo largo de su vida (Johnston y col., 

2011), presentando diferencias notables en el proceso de formación del tejido muscular 

somático respecto a mamíferos. Sin embargo, los genes implicados en la regulación del 

crecimiento se encuentran altamente conservados a lo largo de la escala evolutiva que 

comprende desde peces teleósteos hasta mamíferos (Johnston y col., 2003). 

Aunque el crecimiento, como buen carácter cuantitativo, se define como un carácter 

poligénico gobernado por el efecto acumulativo de numerosos genes, se sabe que el efecto de 

estos genes no es proporcional, y algunos de ellos poseen la capacidad de ejercer una influencia 

superior sobre el control del carácter, lo cual les convierte en el blanco perfecto para comenzar 

la búsqueda de polimorfismos funcionales relacionados con el crecimiento. De-Santis y Jerry 

(2007) clasifican a estos genes candidatos en dos bloques bien diferenciados, correspondientes 

con el eje hormonal somatotrópico y los factores de crecimiento transformante, los cuales 

forman dos redes génicas bien diferenciadas conectadas entre sí, encargadas respectivamente 

del control endocrino del crecimiento y del control genético del desarrollo muscular. Los genes 

pertenecientes al eje hormonal somatotrópico codifican para hormonas que, en base a una 

señal externa provocada por algún factor ambiental y recogida por la glándula pineal, 
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conforman una cascada de señalización vía hipotálamo-glándula pituitaria capaz de 

transformar dicha señal en una respuesta de estímulo o inhibición de crecimiento dirigida a 

determinados tejidos diana, entre los que destaca el músculo. Ante la señal enviada por el eje 

hormonal somatotrópico, el tejido muscular reacciona a través de los factores de crecimiento 

transformantes estimulando o bloqueando la diferenciación de células musculares 

embrionarias (mioblastos) hacia fibras musculares (De-Saint y Jerry, 2007). Inicialmente, el 

crecimiento muscular se fundamenta en un proceso de hiperplasia mediante el cual se 

incrementa el número de fibras musculares (Rowlerson y col., 1995), y una vez alcanzado el 

número máximo de fibras el proceso se bloquea, y solamente se activará de nuevo en caso de 

que el tejido sufra algún daño (Rowlerson y col., 1997). A partir de este momento, el 

crecimiento queda exclusivamente confinado a un proceso de desarrollo hipertrófico que 

conduce a un incremento en la masa muscular por medio del engrosamiento y alargamiento de 

las fibras musculares (Rowlerson y col., 1995).  

El tejido muscular ocupa la mayor parte del cuerpo de los peces, llegando a representar 

aproximadamente el 65% de su masa corporal (López-Albors y col., 1998), y actúa como 

reservorio de energía para el organismo, función que se hace claramente visible durante el 

periodo de reproductivo donde el elevado gasto energético que conlleva el desarrollo gonadal, 

se traduce en una notable disminución de la masa muscular de los individuos (Johnston y col., 

2011). 

En base a la importancia del crecimiento en la mejora de la producción, y al elevado 

número de genes de secuencia conocida propuestos como genes candidatos para crecimiento, 

este capítulo centra su primer objetivo en la creación de un panel de SNPs de dorada, 

localizados específicamente en genes candidatos para crecimiento. Siguiendo las 

recomendaciones de De-Santis y Jerry (2007), se seleccionó un total de 11 genes previamente 

descritos en dorada, entre los cuales se incluyen siete genes asociados al control genético del 

eje hormonal de crecimiento somático, mientras que los cuatro genes restantes corresponden 

a factores de crecimiento que intervienen en el control genético a nivel muscular. Dentro de los 

genes vinculados al eje hormonal somatotrópico, se seleccionó el gen GH que codifica para la 

hormona de crecimiento (GH), la cual desarrolla un papel básico en la estimulación del 

crecimiento somático en vertebrados, y concretamente, dentro del grupo de los peces, su 

función se correlaciona con el crecimiento lineal, la conversión del alimento y el apetito 

(Almuny y col., 2000), además de participar en otras funciones fisiológicas como la 

osmoregulación (Laiz-Carrion y col., 2009). Esta hormona, sintetizada en la glándula pituitaria 

desarrolla su acción modulando la expresión de numerosos genes por medio de una cascada 

de procesos de fosforilación desencadenados tras su unión con los receptores específicos GHR-
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I y GHR-II (receptor de la hormona de crecimiento tipo I y II, respectivamente) situados en la 

superficie celular (Argetsinger y col., 1996). El gen GHR-I responsable del receptor GHR-I, 

localiza su expresión más intensa en el hígado, órgano que a su vez actúa como principal 

productor del factor de crecimiento insulínico tipo I (IGF-I), encargado de mediar el efecto de 

GH en numerosos procesos de crecimiento (Pérez-Sánchez y Le Bail, 1999). Por su parte, el gen 

GHR-II presenta una expresión mucho más limitada en el tejido hepático, sin embargo ante 

condiciones de privación de alimento presenta en el músculo niveles de expresión variables, 

que permiten especular sobre su posible participación en el mantenimiento de la supervivencia 

del organismo al controlar la regulación del crecimiento muscular bajo condiciones no óptimas 

(Saera-Vila y col., 2005). En base a lo expuesto anteriormente, no es de extrañar que tanto los 

genes GHR-I y GHR-II, como IGF-I, se presenten como dianas de interés para este estudio.  

Por otro lado, también se seleccionaron los genes PRL y SL, codificantes para las 

hormonas prolactina y somatolactina, respectivamente. Estas dos hormonas pertenecen a la 

misma familia de GH, ya que aunque sus rutas de expresión y secreción difieren entre sí, todas 

ellas se sintetizan en la glándula pituitaria, comparten una estructura génica similar y se 

encuentran bajo el control del mismo factor de transcripción (Pit-1) (Astola y col., 2005). A esta 

familia de hormonas se les considera posibles transformadores de las señales ambientales en 

una señal molecular legible para el organismo (Vargas-Chacoff y col., 2009). Dentro de los 

vertebrados a la hormona PRL se le atribuyen más de 300 funciones biológicas, organizadas en 

las categorías de reproducción, crecimiento, desarrollo, regulación del balance iónico, 

inmunoregulación y comportamiento (Bole-Feysot y col., 1998). Sin embargo para la hormona 

SL, en peces teleósteos todavía no se conoce un papel funcional bien definido, pues aunque su 

actividad se ha vinculado a diversas funciones, estas varían de unas especies a otras. Entre 

estas funciones, dada la relación existente entre SL y GH, algunos autores como Sánchez-Ramos 

y col. (2012) clasifican al gen responsable de esta hormona como un posible gen candidato para 

crecimiento.  

 El último gen analizado en relación al eje hormonal somatotrópico es el gen Tf, 

caracterizado en el Capítulo III. Aunque en peces la relación entre transferrina y crecimiento 

ha pasado bastante desapercibida, y los únicos datos disponibles se remontan a citas antiguas 

(Gary, 1977; Stajkov y Yablanski, 1992), en mamíferos diversos estudios propone a este gen 

como marcador potencial para estudios destinados a la mejora de las características de 

crecimiento (Nyström y col., 1997; Kmiec M., 1999a y b). No hay que olvidar que pese al gran 

interés que despierta la vinculación de Tf con el sistema inmune innato en peces, su función 

principal se centra en transportar el hierro de forma segura a través de organismo, actuando 

en consecuencia como transportador de un elemento indispensable para el metabolismo, el 
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cual además posee cierta influencia sobre el crecimiento, pues se ha demostrado que un 

suministro complementario de hierro en la dieta de los peces puede condicionar su 

crecimiento (Noga, 2000). Además, de acuerdo a los resultado obtenidos por Weinzimer y col. 

(2001) en humanos, Tf podría estar conectada directamente con el eje hormonal GH/IGF-I, al 

comportarse como una proteína de unión a IGFBPs (proteínas de unión a IGFs) las cuales 

además de encargarse del transporte de IGFs a través del plasma e incrementar su vida media, 

poseen la capacidad de inhibir o potenciar el crecimiento, dificultando o favoreciendo 

respectivamente, la unión de estas hormonas a su receptor (Conover y Powell, 1991; Conover, 

1992). La unión TF-IGFBPs muestra importantes consecuencias sobre la proliferación y la 

apoptosis celular, y dado que dicha unión se encuentra influenciada por los niveles de hierro 

libre (unión hierro dependiente), esta interacción podría representar un sistema de control del 

crecimiento celular condicionado, una vez más, por el estatus nutricional del organismo 

(Weinzimer y col., 2001). 

Dentro de los factores de crecimiento producidos en músculo, se fijaron para este estudio 

como diana los genes MSTN-1, Myog, MyoD-1 y MyoD-2, codificantes para miostatina (isoforma 

tipo 1), miogenina, y los factores de diferenciación miogénica tipo 1 y 2, respectivamente. La 

MSTN-1, también conocida como factor de diferenciación de crecimiento tipo 8 (GFD-8), 

pertenece a la superfamilia de factores de crecimiento transformante beta (TGF-β), y actúa 

como un regulador negativo del crecimiento del músculo esquelético. Mutaciones localizadas 

en la región codificante de MSTN-1, conducen a incrementos importantes en el nivel de masa 

muscular dando lugar al fenotipo conocido como doble-músculo descrito en mamíferos 

(McPherron y col., 1997; Clop y col., 2006; Schuelke y col., 2004; Mosher y col., 2007) y pez 

cebra (Danio reiro) (Lee y col., 2009). No obstante, a diferencia de los mamíferos donde la 

expresión del gen MSTN-1 se encuentra confinada exclusivamente en al tejido muscular, los 

peces registran para esta isoforma de MSTN un patrón de expresión ubicuo (Maccatrozzo y col., 

2001), indicando que dentro de este grupo su acción fisiológica podría ir más allá de una 

actuación muscular. 

 Los tres genes restantes (Myog, MyoD-1 y MyoD-2) forman parte de la familia de 

factores de regulación miogénica (MFRs), encargados de la determinación y formación de las 

células del tejido muscular durante el desarrollo embrionario y durante el mantenimiento y 

reparación del músculo esquelético maduro (Gilbert, 2000). Estos factores se caracterizan por 

poseer un dominio estructural hélice-bucle-hélice (HLH, helix-loop-helix), que por un lado 

posibilita la unión a motivos específicos del ADN permitiendo a estos factores regular la 

expresión de otros genes (Murre y col., 1989; Chaudhary y Skinner, 1999), y por otro lado, les 

permiten formar heterodímeros con otras proteínas HLH e inactivar así su actividad como 
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factores de transcripción (Cabrera y col., 1994). A diferencia de otros factores incluidos dentro 

de la familia MFRs, los factores MyoD y Myog presentan una expresión diferencial en el tiempo, 

y no desarrollan funciones redundantes. Concretamente, los genes MyoD-1 y MyoD-2, se 

expresan de forma muy temprana en el desarrollo y son un pieza clave para la iniciación del 

programa de desarrollo del músculo esquelético en el embrión, mientras que el gen Myog 

registra una expresión más tardía y su función se asocia a procesos de diferenciación y 

maduración de las fibras esqueléticas (Tan y Du, 2002). 

En una segunda fase dentro de este mismo estudio, utilizando como material biológico 

los lotes reproductores y descendencias caracterizados en el Capítulo II, se plantea como 

objetivo final, evaluar si alguna de las variantes polimórficas incluidas en el panel de SNPs 

desarrollado en el objetivo anterior, se correlaciona con una variación en el peso corporal de 

los individuos, permitiendo clasificar a dicho polimorfismo como un marcador potencial para 

estudios de crecimiento en la especie. 
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6.2. Materiales y Métodos 

 

6.2.1. Muestras biológicas  

 Para la búsqueda de variaciones SNP en genes candidatos para crecimiento, se seleccionó 

un conjunto de 30 individuos con mínimo grado de parentesco (pedigrí conocido), procedentes 

de las descendencias de los lotes de cultivo C (N=10) y D (N=10) descritas en el Capítulo II 

(apartado 4.2.1), y de un tercer lote denominado lote E (N=10). 

 Los análisis de asociación entre el polimorfismo detectado y el peso corporal de los 

individuos, se realizaron sobre una población de estudio generada a partir de los lotes C y D, 

compuesta en total por 53 parentales (Lote C: 18♀ y 9♂; Lote D: 16♀ y 10♂) y 389 

descendientes derivados de las categorías de crecimiento rápido (Lote C: 107; Lote D: 92) y 

lento (Lote C: 103; Lote D: 87), que representan un total de 82 familias. 

 

6.2.2. Extracción de ADN 

 La extracción de ADN genómico se llevó a cabo de acuerdo al protocolo descrito en el 

apartado 5.2.2.2 del Capítulo III (pág. 103). Con ayuda de un PicoDrop se estimó la 

concentración de ADN de cada muestra, fijándose para todas ellas una concentración final de 

10ng/µL. 

 

6.2.3. Búsqueda de variación SNP  

Exceptuando para el gen Tf caracterizado previamente en el Capítulo III, las secuencias 

nucleotídicas de los genes seleccionados para el estudio se obtuvieron a partir de la base de 

datos pública del NCBI (Tabla 6a), y se utilizaron como molde para el diseño de iniciadores 

específicos utilizando el programa FastPCR (Kalendar y col., 2009). Las parejas de iniciadores 

diseñados se muestran en la Tabla 6b. Para los genes Myog, MyoD-1, MyoD-2, GH, PRL, SL y 

MSTN-1, se diseñaron iniciadores a lo largo de toda la secuencia nucleotídica disponible (desde 

la región promotora-5’UTR hasta la región 3’UTR), realizando una cobertura máxima de la 

región codificante, y evitando todas aquellas regiones ricas en repeticiones que pudieran 

dificultar el proceso de secuenciación. Para los genes GHR-I y GHR-II, debido a la gran longitud 

de su secuencia, al igual que para IGF-I del cual todavía no se dispone de una secuencia 

nucleotídica completa, el diseño de iniciadores se limitó principalmente a la región promotora 

y 5’UTR. Por último, para el análisis del gen Tf se emplearon los iniciadores diseñados 

previamente en el Capítulo III (Tabla 5c, pág. 125). 
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Utilizando el ADN genómico aislado para cada individuo y de acuerdo al protocolo 

descrito en el apartado 5.2.2.4 (pág. 104), se amplificaron, purificaron y secuenciaron los 

productos de PCR obtenidos para las diferentes regiones génicas. Mediante al programa 

BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999), a través de la visualización de los electroferogramas, se revisó la 

calidad (intensidad de señal y presencia de ruido/señales secundarias) de las secuencias de 

ADN obtenidas, y por medio del alineamiento múltiple de las secuencias obtenidas para una 

misma región génica en diferentes individuos, se detectó el polimorfismo SNPs (sustitución e 

inserción/deleción de bases). Cada una de las variaciones nucleotídicas detectadas se describió 

en base a su posición en la secuencia génica y la frecuencia de sus alelos (MAF, Minor Allele 

Frequency). Las variaciones localizas en regiones codificantes (exones), se clasificaron como 

sinónimas y no-sinónimas, determinándose para esta últimas el cambio de aminoácido que 

originan en la correspondiente secuencia proteica.  

A partir del conjunto de las posibles variaciones SNP identificadas, mediante el programa 

HaploSNPer (Tang y col., 2008) (utilizando los parámetros establecidos por defecto) se 

seleccionaron todos aquellos SNP clasificados como SNPs “reales o más probables”. HaploSNPer 

selecciona los SNPs atendiendo principalmente a dos factores: (1) la redundancia del 

polimorfismo, y (2) la calidad obtenida para la secuencia donde se localiza el SNP. 

Frecuentemente, la calidad de las secuencias obtenidas se ve disminuida hacia los extremos 5’ 

y 3’, siendo posible que gran parte de la variación detectada en los extremos de las secuencias 

amplificadas puedan ser debidas a simples errores de secuenciación, y por lo tanto, la 

probabilidad de encontrar un SNP “real” en estas regiones será menor que en el resto de la 

secuencia donde los niveles de calidad resultan superiores. 

 

6.2.4. Determinación del genotipo 

6.2.4.1 Genotipado masivo de SNPs 

El proceso de genotipado masivo se desarrolló en el nodo del Centro Nacional de 

Genotipado localizado en el hospital clínico de Santiago de Compostela (CEGEN-ISCIII USC), 

empleando la tecnología ILPEXTM Gold MassArray® de Sequenom. La principal característica 

de esta tecnología, es la utilización de la espectrometría de masas MALDI-TOF (Matrix Assited 

Laser Desorption/Ionization-Time of Flight-Mass Spectrometry), que permite realizar una 

discriminación alélica de variantes puntuales del genoma de tipo SNP, así como, inserciones y 

deleciones (con longitud máxima inferior a 40pb) en función de su masa molecular.  

A partir del panel final de SNPs, el sistema diseña diversas combinaciones, 

seleccionándose para el estudio el diseño que implicaba el genotipado del mayor número de 
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SNPs utilizando el menor número de ensayos. Brevemente, el proceso de genotipado realizado 

se basó en las fases siguientes: 

• Amplificación de las muestras-. Las muestras se someten a una PCR multiplex dirigida a 

la amplificación de las regiones que albergan las variaciones de interés. Para el diseño 

de los correspondientes iniciadores se utilizó el programa MassArray Assay designer 

v4.0., obteniéndose una lista de iniciadores agrupados de acuerdo a sus características. 

Las concentraciones finales de los reactivos de PCR empleados para un volumen final 

de 5µL de reacción consistieron en: 1,25X de tampón de PCR, 1,625mM de la solución 

MgCl2, 500µM de la mezcla de dNTPs, 0,5U del enzima Hostar Taq®, 100nM de la mezcla 

de iniciadores y 20ng de ADN. El programa de PCR se basó en una primera fase de 

desnaturalización de 15 minutos a 94ºC, seguida de una segunda fase de amplificación 

compuesta por 45 ciclos de 20 segundos a 94ºC, 30 segundos a 56ºC y un minuto a 

72ºC, finalizando el programa con un fase de extensión de 3 minutos a 72ºC. 

• Purificación-. Mediante el enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase), que hidroliza el 

hidroxilo (-OH) del grupo fosfato en el extremo 5’ de los dNTPs, se desactivan los dNTPs 

no incorporados durante la reacción de PCR anterior, evitando así, que la ADN 

polimerasa pueda utilizarlos en fases posteriores. La reacción de purificación se llevó a 

cabo empleando una concentración final 10X para el tampón de reacción y 1,7U/µL del 

enzima SAP, para un volumen total de 2µL. La inactivación de los nucleótidos se obtuvo 

mediante una primera incubación a 37ºC durante 40 minutos, seguida de una segunda 

incubación a 85ºC durante 5 minutos, finalizando posteriormente la reacción a 4ºC. 

• Discriminación alélica-. La identificación de variantes alélicas se realizó por medio de 

una reacción de extensión de una única base (Single Base Extension, SBE). Para ello se 

emplearon los cuatro tipos de nucleótidos terminadores modificados, que incrementan 

la diferencia de masa entre los nucleótidos, evitando así un solapamiento de sus picos 

en el espectro de masas (para que no exista solapamiento entre picos, las masas deben 

diferenciarse como mínimo en 15Da) y permite cubrir el espectro de masas de forma 

amplia, de manera que todos los SNPs del ensayo puedan ser representados en un solo 

espectro (Figura 6a). El diseño de iniciadores de extensión se realizó mediante el 

programa MassArray designeer v4.0, sin embargo en esta ocasión, para cada variante 

se diseñó solamente un único iniciador. La reacción de extensión se desarrolló para un 

volumen final de 2µL utilizando las siguientes concentraciones finales de los reactivos 

ILPEX: tampón de reacción ILPEX plus 10X, mezcla de terminadores ILPEX 0,5X, mezcla 
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de iniciadores 0,625µM (iniciadores de bajo peso molecular) y 1,25µM (iniciadores de 

alto peso molecular), y enzima ILPEX a 0,5X. El programa de extensión consistió en una 

fase inicial de 30 segundos a 94ºC, seguida de una fase de amplificación compuesta por 

40 ciclos de 5 segundos a 94ºC, 5 segundos a 52ºC y 5 segundos a 80ºC, finalizando con 

una fase de extensión de 3 minutos a 72ºC. 

• Lectura de datos-. Los producto obtenidos en la reacción anterior, se purificaron 

mediante 6mg de una resina de limpieza y 16µL de agua Mili-Q, eliminando la presencia 

de sales externas que puedan interferir en el posterior análisis de espectrometría de 

masas. Para el análisis mediante MALDI-TOF (modelo MA4 de Sequenom) los 

productos de la reacción se transfirieron a un SpectroChip utilizando un robot RS100. 

Finalmente, los datos obtenidos se analizaron mediante el programa MassArray TYPER 

Analyzer v4, revisando la calidad de los espectros y los correspondientes controles 

(concordancia entre muestras duplicadas, controles negativos, porcentaje de 

genotipado por muestra y SNP, entre otros). 

6.2.4.2. Genotipado para deleciones/inserciones de gran tamaño 

Entre las variaciones polimórficas identificadas, se aislaron deleciones/ inserciones 

(ILPs, Intronic Length Polymorphims) cuyo tamaño superaba las 40pb admitidas por la 

tecnología ILPEXTM Gold MassArray® de Sequenom. Su amplificación se realizó utilizando las 

parejas de iniciadores PRL_F3/PRL_R3 y PRL_F4/PRL_R5 (Tabla 6b). El genotipo se determinó 

mediante la visualización de los productos de PCR obtenidos en un gel de agarosa al 2% con 

bromuro de etidio, empleando como controles positivos individuos previamente genotipados 

como: (1) homocigoto para la variante larga, (2) homocigoto para la variante corta y (3) 

heterocigoto. 

 

6.2.5. Identificación de haplotipos y análisis de desequilibrio de ligamiento 

A partir del genotipo obtenido para cada una de las variantes analizadas (SNPs e 

inserciones/deleciones), para los genes MyoD-1, MyoD-2, PRL, MSTN-1 y Tf, donde se analiza 

más de una posición polimórfica por gen, mediante el programa Phase v.2.0.2 (Stephens y 

Donnelly, 2003), aplicando un método de análisis basado en estadística bayesiana, se llevó a 

cabo una reconstrucción de haplotipos. Para cada individuo se estableció la pareja de 

haplotipos (diplotipo) más probable de cada gen, y su correcta asignación se validó a nivel de 

familia por medio de la comparación del trío padre-madre-descendiente, identificando para 

cada descendiente el haplotipo procedente de cada parental.  
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Para cada variante nucleotídica se determinó mediante el programa Haploview v.4.2 

(Barrett y col., 2005) la frecuencia del alelo menos común (MAF, Minor Allele Frequency), y se 

evaluó su ajuste al HWE aplicando una prueba χ2 con un grado de libertad bajo un intervalo de 

confianza del 95%. Utilizando este mismo programa, se evaluó el desequilibrio de ligamiento 

entre SNPs localizados en un mismo gen, a partir de las estimas de los parámetros D’ 

(coeficiente de desequilibrio de ligamiento normalizado) (Lewontin, 1964) y r2 (coeficiente de 

correlación al cuadrado) (Pritchard y Przeworski, 2001). El parámetro D’ mide la asociación 

entre dos SNPs e informa cómo de aleatoria es su distribución, es decir, estima su herencia 

conjunta. Considerando un haplotipo compuesto por dos alelos (A y B) de dos SNPs diferentes, 

la estimación de D’ se obtiene por medio de la siguiente fórmula: 

D’=D/Dmax (Lewontin, 1964) 

D= p(AB)-p(A) x p(B) (Lewontin y Kojima, 1960) 

donde p(AB) representa la frecuencia observada del haplotipo, p(A) x p(B) representa la 

frecuencia esperada para el haplotipo en ausencia de desequilibrio de ligamiento, y Dmax es el 

valor máximo que puede alcanzar D dadas las frecuencias alélicas. Los valores de D’ oscilan 

entre 0 y 1, reflejando D’=0 una independencia completa entre los dos SNPs, y D’=1 el 

ligamiento completo.  

Por su parte, el parámetro r2 mide el valor de redundancia estadística que supone 

analizar dos SNPs, y se estima mediante la siguiente fórmula: 

r2= D2/pA x qAx pB x qB (Pritchard y Przeworski, 2001) 

donde D representa el coeficiente de desequilibrio de ligamiento, y p q las frecuencias alélicas 

de los SNPs A y B. Los valores de r2 oscilan también entre 0 y 1, indicando un valor igual a r2=1 

que un SNP actúa como perfecto marcador del segundo SNP, resultando redundante el 

genotipado de ambos marcadores. A diferencia del parámetro D’, donde D’=1 se obtiene 

siempre que el valor del alelo de menor frecuencia de un locus se encuentre asociado a uno de 

los dos alelos del otro locus, el parámetro r2 es más limitante, pues solamente tomará el valor 

de r2=1 siempre y cuando los dos alelos de un SNP se encuentren en completo desequilibrio de 

ligamiento con los alelos del otro SNP.  

Para estimar si los diferentes genes analizados se encuentran en desequilibrio de 

ligamiento, se empleó el Test-G o Prueba de la Razón de Verosimilitud utilizando el algoritmo 

de las cadenas de Márkov de Raymond y Rousset (1995) (condiciones: dememorization: 

10.000; batches: 200; iterations: 5.000), incluido el programa GENEPOP v.4 (Rousset, 2008). 
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6.2.6. Análisis estadístico 

Para estimar la asociación entre variación genética (SNPs e ILPs) y diferencias 

fenotípicas en el peso corporal de los individuos, se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) 

de un factor, contrastando la hipótesis de igualdad de medias entre los genotipos/diplotipos 

comparados, bajo un nivel de significación de 0,05. Todos aquellos contrastes donde se rechazó 

la hipótesis nula de igualdad de medias, se sometieron a un segundo análisis estadístico basado 

en el test de Duncan, consistente en un análisis de comparaciones múltiples post hoc o a 

posteriori, donde, de forma similar a la prueba de Turkey empleada en el Capítulo III (apartado 

5.2.1.6, pág. 106), por medio de una comparación de medias dos a dos, se trata de identificar 

entre cuales de los grupos comparados reside realmente la diferencia de medias detectada 

previamente en el ANOVA. La principal diferencia del test de Duncan respecto a otras pruebas 

post hoc de similar índole, radica en que esta prueba utiliza un valor umbral cambiante, el cual 

depende del número de medias comprendido entre las medias a comparar. Para esta prueba 

se considera que dos grupos difieren estadísticamente de forma significativa cuando se alcance 

un p-valor igual o inferior a 0,05. Ambas pruebas estadísticas se desarrollaron utilizando el 

programa estadístico SPSS v.15.0. 
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6.3.1. Construcción y caracterización del panel de SNPs  

A partir del diseño de 103 iniciadores combinados en 57 parejas (Tabla 6b; Tabla 5c, 

Capítulo III, pág. 125), se obtuvo una cobertura de secuencia total de aproximadamente 

30.500pb por individuo (N=30), distribuidas en un total de 11 genes (Tabla 6a). La mayor 

cobertura génica se obtuvo para los genes Myog, PRL, MSTN-1 y Tf, en los cuales se analizó más 

del 75% de la secuencia nucleotídica disponible (Tabla 6a). 

La comparación de las secuencias obtenidas en el análisis de la población utilizada 

(N=30), permitió identificar 357 “posibles” variaciones SNP. Sin embargo, la comparación de 

las secuencias obtenidas con las respectivas secuencia molde disponibles en la base de datos 

del NCBI, localizaron otras 41 posibles posiciones SNP, las cuales resultaron de carácter 

monomórfico para los individuos analizados, pero podrían representar posiciones 

polimórficas en otras poblaciones. Por lo tanto, la búsqueda de variación SNP en genes 

candidatos para crecimiento concluyó con la anotación de 398 posibles SNPs. 

Posteriormente, la evaluación de estos posibles SNPs mediante el programa HaploSNPer 

(Tang y col., 2008), concluyó en la creación de un panel final compuesto por un total de 164 

SNPs bialélicos aceptados como SNPs “reales” o altamente probables, distribuidos en 10 genes 

candidatos para crecimiento (GHR-I, GHR-II, IGF-I, MyoD-1, MyoD-2, GH, PRL, SL, MSTN-1 y Tf), 

ya que el filtrado realizado eliminó todos los SNPs posibles detectados para el gen Myog (Tabla 

6c). Dentro del panel final, las transiciones (cambio purina-purina o pirimidina-pirimidina) 

representan un 52%, y las transversiones (cambio purina-pirimidina o pirimidina-purina) un 

48%. Por otro lado, el 87% de estos SNPs se localizaron dentro de las regiones promotoras-5’ 

UTR e intrónicas, mientras que las regiones éxonicas y 3’UTRs albergaron solamente el 13% 

de la variantes (Tabla 6e).  

De los nueve SNP codificantes, denominados así por estar localizados en regiones 

exónicas, solamente cuatro (SaMyoD-1_C679G, SaMyoD-2_G1066A, SaMyoD-2_A2031T y 

SaGH_C2210G) dieron lugar a una sustitución no sinónima, generando cambios en la secuencia 

de aminoácidos de la correspondiente proteína (Tabla 6d). Los SNP codificantes SaMyoD-

1_C679G y SaMyoD-2_G1066, ocasionaron los re-emplazamientos menos conservativos, 

implicando un intercambio de aminoácidos con diferencias en las características principales 

de su cadena lateral (Tabla 6d). Por otra parte, la secuencia molde tomada de la base de datos 

del NCBI para el gen MyoD-1 (GenBank ID: AF478569.1), reveló que el SNP codificante SaMyoD-

1_C679G podría ser un SNP tri-alélico, ya que la en la secuencia molde la posición se encuentra 
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representada por un nucleótido de timina, mientras que en nuestra población de estudio dicha 

posición se encuentra ocupada por un nucleótido de citosina o guanina (Tabla 6d).  

Atendiendo a la longitud de secuencia analizada, se deduce para dorada una frecuencia 

global de 1 SNP por cada 185pb (Tabla 6e). No obstante, esta frecuencia se modifica dentro de 

cada región génica, detectándose las densidades de SNPs más elevadas en regiones no 

codificantes (promotora/5’UTR, 3’UTR e intrones) donde los valores resultan hasta 4,8 veces 

superiores a la densidad detectada en exones (Tabla 6e). 

El análisis individual de cada gen, mostró que las mayores diferencias nucleotídicas entre 

individuos se localizaron en los genes MSTN-1, PRL y MyoD-1, los cuales, de forma conjunta, 

aportaron más del 70% de los SNPs que conforman el panel final (Tabla 6e); sin embargo, la 

distribución de los SNPs difiere entre estos tres genes. En el caso del gen MSTN-1, la variación 

tiende a concentrase dentro de las región promotora/5’UTR (Tabla 6e), mientras que PRL 

registra un polimorfismo más intenso en la región intrónica, y MyoD-1 presenta para ambas 

regiones una tasa de variación similar (Tabla 6e). En contraposición, los genes GHR-I y SL, 

mostraron secuencias altamente conservadas, aportando cada gen un único SNP al panel final 

(Tabla 6e).  

 

6.3.2. Identificación de ILPs  

Además de los SNPs detectados, los análisis de secuencia realizados, permitieron 

identificar la existencia de tres variaciones ILPs consistentes en inserciones/deleciones de 

gran tamaño que producen polimorfismos en la longitud de los intrones. De los tres ILPs 

detectados, dos se localizaron en el gen PRL (Figura 6b), afectando el primero de ellos 

(SaPRL_ILP1524-1621) a una región de 98 nucleótidos del primer intrón, mientras el segundo 

ILP (SaPRL_ILP2947-2999) implicó una variación de 53pb en el tercer intrón. El tercer ILP se 

localizó en el primer intrón del gen MyoD-2 (SaMyoD-2_ILP1954-1976) y causó una variación 

de tamaño de 23pb (Figura 6b). 

 

6.3.3. Diseño y validación de ensayos de genotipado masivo de SNPs e ILPs 

Mediante la tecnología ILPEXTM Gold MassArray® de Sequenom, a partir del panel final 

de 164 SNPs y el ILP SaMyoD-2_ILP1954-1976 cuyo tamaño se encuentra dentro del rango 

óptimo de análisis de esta tecnología, se generó un diseño de genotipado masivo optimizado 

para 75 SNPs distribuidos en tres ensayos (SaOVI-1, SaOVI-2 y SaOVI-3)(Tabla 6f).  

De los tres ensayos diseñados, se validaron los SaOVI-1 y SaOVI-2 en una población de 

estudio compuesta por 442 individuos organizados en 82 familias, obteniéndose un porcentaje 

153 
 



Capítulo IV  
 

de genotipado superior al 98%. De los 54 SNPs analizados (27 por ensayo), tres SNPs (SaGHR-

II_C751T, SaMSTN-1_A760G y SaPRL_C994G) presentaron fallos en su amplificación por PCR, 

cuatro (SaMSTN-1_A93T, SaGH_C2210G, SaGHR-II_C275T y SaPRL_INS1002C) resultaron 

monomórficos, y seis (SaGH_C4705T, SaPRL_C565T, SaPRL_C2050G, SaMSTN-1_A180T, 

SaMyoD-1_A2450T y SaMyoD-1_C2524T) presentaron un patrón de genotipado anómalo que 

dificulta el proceso de asignación de genotipos debido a la presencia de grupos de genotipos 

indefinidos situados de forma intermedia entre los genotipos correspondientes al 

homocigoto1, heterocigoto y homocigoto2 (Figura 6c), validándose finalmente un total de 41 

SNPs.  

De forma independiente, se determinó el genotipo de los ILPs SaPRL_ILP1524-1621 y 

SaPRL_ILP2993-3039 para el mismo conjunto de individuos. 

Las frecuencias alélicas obtenidas para cada uno de los 43 marcadores analizados 

(SNPs+ILPs) en los lotes de reproductores C y D, se muestra en la Tabla 6g. 

 

6.3.4. Reconstrucción de haplotipos y análisis de desequilibrio de ligamiento 

La relación entre el número de posiciones polimórficas analizadas, y los haplotipos y 

diplotipos detectados por gen para cada lote se muestran en la Tabla 6h. Ambos lotes 

mostraron una diversidad haplotípica similar para los genes MyoD-1, MyoD-2, Tf, PRL y MSTN-

1, con haplotipos específicos de lote en MyoD-1, PRL y MSTN-1 (Tabla 6i). Todos los haplotipos 

asignados en la generación descendiente se correspondieron con haplotipos previamente 

identificados en la generación parental. Por medio de la comparación de la información 

haplotípica obtenida para el trío descendiente-parental1-parental2, se estableció para cada 

descendiente el haplotipo de origen materno y paterno que conforman su diplotipo, y se 

determinó que el porcentaje de errores de la asignación parental realizada a partir de la 

información de los loci microsatélites incluidos en OVIDOPLEX (Capítulo II, apartado 4.2.2) se 

situaba dentro del 5% aceptado por el programa CERVUS v.3.0 (Marshall y col., 1998; 

Kalinowski y col., 2007) como tasa de error en el proceso de asignación. 

No se detectaron desequilibrios de ligamiento entre los genes analizados, pero sí se 

establecieron fuertes relaciones de ligamiento entre SNPs situados dentro de un mismo gen, 

identificándose bloques haplotípicos caracterizados por altos valores de D’ y r2, en los genes 

MyoD-1, Tf y PRL (Figura 6d).  

 
6.3.5. Asociación entre SNPs/ILPs y el peso corporal 

De forma individual, ninguno de los marcadores analizados (SNPs e ILPs) mostró una 
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correlación significativa con las variaciones en el peso de los individuos para toda las 

categorías de crecimiento (C18S, C18F, D18S y D18S), como máximo se detectaron diferencias 

significativas para una única categoría en un único lote, tal y como se observa para el SNP 

SaGH_C411T (Tabla 6j). Sin embargo, en los genes donde se dispone de más de un polimorfismo 

por gen, cuando la relación entre gen y carácter se evaluó utilizando la información derivada 

de los diplotipos (como mínimo cada diplotipo comparado registró descendientes procedentes 

de dos familias sin parentesco y varias familias de medios hermanos) fijados para cada uno de 

ellos, se detectaron asociaciones significativas en PRL, MyoD-1 y MyoD-2 (Tablas 6k y 6l). En 

PRL el diplotipo GCDT/GCDT formado a partir de dos SNPs (SaPRL_G489C y SaPRL_C707T) con 

un fuerte desequilibrio de ligamiento (Figura 6d) situados en la región promotora, un ILP de 

gran tamaño en el primer intrón (SaPRL_ILP1524) y un SNP localizado en el tercer intrón 

(SaPRL_C2958T), respectivamente, presentó para las cuatro categorías de crecimiento (C18F, 

C18S, D18F y D18S) un peso corporal medio significativamente superior respecto a otros 

diplotipos (Tabla 6k), provocando incrementos en el peso medio que varían entre 10% (C18S) 

y el 26% (D18S) . En el caso de MyoD-1, el diplotipo DGG/DGG (D hace referencia a una 

delección) derivado del agrupamiento de tres SNPs localizados en el segundo intrón (SaMyoD-

1_D2100A, SaMyoD-1_A2143G y SaMyoD-1_A2404G), difiere significativamente para las 

categorías C18F, C18S y D18S de otros diplotipos, y mostró el peso medio más bajo de todos 

diplotipos comparados, con reducciones máximas que oscilan entre el 21% (D18S) y 24% 

(C18F) (Tabla 6l). En MyoD-2, el diplotipo ACA/CCA generado a partir de la combinación de 

tres SNPs distribuidos en la región promotora (SaMyoD-2_A785C), primer intrón (SaMyoD-

2_C1982T) y segundo exón (SaMyoD-2_A2031T), mostró también diferencias significativas con 

otros diplotipos dentro de las categorías C18F, C18S y D18S (Tabla 6l), presentado en todas 

ellas el peso corporal medio más bajo. En esta ocasión, las reducciones máximas de peso 

variaron entre 14% (C18S) y el 18% (D18S).  

En el caso de los genes MSTN-1 y en Tf, las numerosas comparaciones realizadas para 

cada gen entre múltiples combinaciones de diferentes SNPs, no reflejaron correlación 

significativa alguna con el peso corporal (datos no mostrados).  
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6.4. Discusión 
 

6.4.1. Panel de SNPs en genes candidatos para crecimiento 

La búsqueda de variación SNP concluyó con la anotación de 398 SNPs localizados en 11 

genes candidatos para crecimiento. Sin embargo, el proceso de filtrado realizado 

posteriormente excluyó aproximadamente al 58% de la variación anotada inicialmente, 

reduciendo el tamaño del panel final a 164 SNPs reales pertenecientes a 10 genes (Tabla 6c).  

A pesar de la importante reducción generada sobre el número de posiciones polimórficas 

que pasan a formar parte del panel final, el criterio selectivo de SNPs aplicado se considera un 

paso indispensable para la obtención de paneles que posean una capacidad resolutiva máxima 

en la caracterización de la población de estudio (Hubert y col., 2010), ya que favorece la 

incorporación de posiciones polimórficas reales con una frecuencia de aparición elevada, 

minimiza la incorporación de polimorfismos reales que debido su baja frecuencia pueden 

resultar poco informativos, y a su vez, reduce la probabilidad de incorporar falsos positivos 

originados a partir de errores derivados de la propia técnica de secuenciación.  

La densidad de SNPs deducida para dorada en este estudio en base a los 164 SNPs que 

conforman el panel final (1SNP/185pb), es equivalente a la densidad descrita por Hemmer-

Hansen y col. (2011) en un estudio similar desarrollado a partir de poblaciones naturales en 

bacalao (Gadus morhua) (1SNP/111pb). No obstante, la deducción de estas densidades se 

encuentra fuertemente condicionada por el tipo de genes o región del genoma analizada, así 

como por el conjunto de individuos empleados para la detección de SNPs. Referente a los genes 

analizados, nosotros detectamos niveles de variación nucleotídica intragénica diferentes, 

presentando los genes MyoD-1 y MSTN-1 las densidades de SNPs más elevadas, alcanzando 

frecuencias superiores a un SNP cada 100pb, mientras que en contraposición, el gen SL registró 

una secuencia altamente conservada (Tabla 6d); por lo tanto, parece evidente que 

dependiendo de los genes analizados la frecuencia global estimada para la especie puede sufrir 

modificaciones. El segundo factor a considerar nos permite especular sobre una posible 

infravaloración de la frecuencia de SNPs estimada, pues si bien la utilización de individuos 

procedentes de lotes de cultivo diferentes constituidos a partir de individuos con un origen 

heterogéneo y un grado de parentesco mínimo, tiende a favorecer la diversidad nucleotídica, 

el limitado número de individuos que componen dicha población muestral (N=30), puede 

provocar que por azar, la constitución genotípica de los individuos seleccionados no 

represente a la población global, y SNPs reales con una frecuencia de aparición moderada 

pueden ser excluidos del estudio al clasificarse incorrectamente como SNPs poco probables.  
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La mayoría de los SNPs detectados se localizaron en regiones génicas no codificantes 

(Tabla 6e), concordando con los resultados publicados en otras especies acuícolas como 

bacalao (Gadus morhua) (Moen y col., 2008; Hubert y col., 2009, 2010; Hemmer-Hansen y col., 

2011), rodaballo (Scophthalmus maximus) (Vera y col., 2011) y salmón (Salmo Salar) (Hayes y 

col., 2007). No obstante, el porcentaje de SNPs codificantes obtenido en dorada (6,7%), se aleja 

de forma considerable de los porcentajes registrados en las especies anteriormente citadas, 

cuyos valores oscilan entre el 17% y el 26% (Hubert y col., 2009; 2010). Estas diferencias se 

pueden deber a que en todos estos estudios, a excepción de Hemmer-Hansen y col., (2011), la 

búsqueda de SNPs se realiza a partir de secuencias EST procedentes de un elevado número de 

genes, realizando una cobertura de regiones codificantes mucho más extensa que en nuestro 

caso; y además, algunas de estas regiones codificantes podrían encontrarse bajo una presión 

selectiva menor conduciendo hacia una diversidad nucleotídica superior. Por otra parte, de los 

11 SNPs codificantes identificados, solamente cuatro se clasificaron como variaciones no-

sinómimas al implicar un cambio de aminoácido en la proteína correspondiente (Tabla 6d). 

Esta proporción entre variaciones sinónimas y no-sinónimas, resulta idéntica a la establecida 

en bacalao por Hubert y col. (2010), quienes a su vez, proponen esta aparición preferencial de 

SNPs sinónimos como el resultado de una posible presión evolutiva que actuaría en contra de 

las variaciones no-sinónimas, a consecuencia de la capacidad que este último tipo de 

sustituciones posee para desencadenar mutaciones deletéreas. Sin embargo, el potencial que 

poseen las variaciones no-sinónimas para provocar cambios drásticos en las proteínas, es la 

razón por la que a pesar de su baja frecuencia en el genoma, se les considera puntos dianas 

claves para estudios de asociación genotipo-fenotipo, pues todas aquellas variaciones que 

afecten a la estructura/funcionalidad de la proteína sin resultar deletéreas para el organismo, 

podrían justificar directamente las variaciones fenotípicas observadas entre los individuos. En 

nuestro caso, de las cuatro variantes no-sinónimas detectadas (Tabla 6d), los SNPs SaMyoD-

1_C679G y SaMyoD-2_G1066, ocasionaron los re-emplazamientos menos conservativos, 

implicando un intercambio de aminoácidos con diferencias en las características principales 

de su cadena lateral, no obstante, su presencia no parece repercutir sobre la estructura final 

y/o función de la proteína implicada, y por lo tanto, no es de esperar que se comporten como 

responsables directos de variaciones fenotípicas. 

Por su parte, los SNPs no-codificantes aislados se localizaron principalmente en la región 

promotra-5’UTR (48%) y en las regiones intrónicas (39%). El bajo porcentaje obtenido en la 

región 3’UTR (6%) tal vez se deba a la baja cobertura de secuencia (<2000pb) realizada para 

esta región (Tabla 6a). Aunque los SNPs no-codificantes no repercutan en la estructura de la 

proteína, despiertan interés por su capacidad para provocar alteraciones en la regulación de la 
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expresión génica. Un claro ejemplo de ello son los SNPs localizados dentro de la región 

promotora cuya presencia puede producir modificaciones en las secuencias de unión a factores 

y complejos de transcripción y ocasionar variaciones en los niveles de expresión del gen en 

cuestión (De-Santis y Jerry, 2007). Otros SNPs, como algunos de los emplazados en las regiones 

5’ y 3’UTR, pueden afectar a la estabilidad del ARNm y ejercer un efecto a nivel post-

transcripcional, repercutiendo sobre la síntesis de proteína (Garnacho y col., 2005). De igual 

modo, la variación identificada en los intrones, también puede repercutir sobre la expresión 

génica, pues en contra del pensamiento clásico que hace referencia a estas regiones de genoma 

como ADN “basura”, se ha visto que en vertebrados, numerosos intrones codifican pequeñas 

moléculas de ARN (18-24 nucleótidos de longitud) no codificante, altamente conservadas entre 

las especies, denominadas microARNs (miARNs). Estas moléculas de ARN se unen a proteínas 

específicas, formando complejos capaces de reprimir o degradar a ARNs mensajeros diana por 

medio de su anclaje a secuencias específicas ubicadas dentro de la región 3’UTR de dichos 

ARNm (Okamura y col., 2004) participando así de forma activa en la regulación de multitud de 

procesos fisiológicos (Bartel, 2004; Lin y col., 2006; Xu y col., 2013). En la actualidad, se han 

identificado numerosos miARNs con expresión elevada en el tejido muscular (Xia y col., 2011; 

Yan X. y col., 2012; Xu y col., 2013), y Huang y col. (2012) en tilapia (Oerochromis niloticus) 

asocian 16 miARNs a la característica de crecimiento corporal, poniendo de manifiesto que 

estas moléculas de ARN pueden jugar un papel importante en la regulación del crecimiento de 

los peces. Dado que los miARNs localizan sus dianas de unión dentro de la región 3’UTR del 

ARNm, la presencia de polimorfismos SNPs en estas secuencias específicas, podrían ser el 

origen de la inestabilidad anteriormente mencionada que algunos SNPs situados en la región 

3’UTR provocan sobre el ARNm. Hariharan y col. (2009), basándose en el hecho de que la 

estructura secundaria de la región 3’UTR del ARNm es quien parece gobernar la interacción 

entre miARN y su secuencia diana, proponen que además de los SNPs localizados en las dianas 

de reconocimiento, todas aquellas variaciones que se sitúen próximas a ellas se deberían 

considerar también de interés, pues su presencia podría alterar la estructura secundaria de la 

región 3’UTR, permitiéndoles actuar como puntos llave de apertura o cierre para acceso de los 

miARN a las secuencias de reconocimiento.  

A su vez, los SNPs localizados en intrones, pueden afectar a las zonas de corte y empalme 

intrón-exón, posibilitando que a partir de un mismo precursor de ARNm se originen diferentes 

ARNm maduros. Así, Tao y Boulding (2003) en trucha alpina (Salvelinus alpinus L.), identifican 

en la zona de empalme del cuarto intrón con los exones cuatro y cinco del precursor de ARNm 

común para gen PACAP (Pituitaria Adenilato Ciclasa activada por Polipéptidos) y GHRH 

(Hormona liberadora de la hormona del crecimiento), un SNP (A/G) fuertemente asociado a 
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crecimiento, que provoca un splicing alternativo que origina dos ARNs mensajeros con 

diferente longitud. Los autores proponen que la relación entre SNP y crecimiento podría ser 

debida a una implicación funcional del alelo G, cuya presencia podría favorecer la expresión 

del ARNm PACAP provocando que los individuos portadores de este alelo posean una 

capacidad de crecimiento superior. 

Por otro lado, aunque dentro de cada gen la frecuencia de SNPs más alta tiende a residir 

en los intrones (Tabla 6d), en el caso de MSTN-1, es la región promotora-5’UTR quien presenta 

los mayores niveles de variación (1SNP/34pb) mostrando una región promotora-5’UTR 

altamente polimórfica que, de acuerdo a los resultados de Nadjar-Boger y Funkenstein (2011) 

para el gen MSTN-2, parece ser una característica común para las dos isoformas MSTN 

expresadas en dorada (MSTN-1 y MSTN-2). 

 

6.4.2. Validación de SNPs e ILPs 

El panel final de SNPs se compone de variantes genéticas aceptadas por herramientas 

bioinformáticas como posiciones polimórficas altamente probables, de manera que la 

aceptación de estas variaciones como SNPs se basa en cierto modo, en un criterio 

exclusivamente teórico. Para poder aceptar con precisión que estos SNPs representan 

marcadores moleculares de utilidad en la especie, se precisa un proceso de validación 

adicional, como puede ser la determinación de su transmisión hereditaria. En nuestro caso, 

mediante la tecnología ILPEXTM Gold MassArray® de Sequenom, se sometieron a análisis los 

ensayos SaOVI-1 y SaOVI-2 compuestos cada uno de ellos por 27 SNPs (Tabla 6f), sin embargo 

dentro de SpOVI-1 se eliminaron del estudio las variantes SaGHR-II_C751T, SaMSTN-1_A760G 

y SaPRL_C994G al presentar sus iniciadores fallos de incompatibilidad no detectados durante 

el diseño experimental; quedando finalmente los ensayos SaOVI-1 y SaOVI-2 compuestos cada 

uno de ellos por 24 y 27 variantes, respectivamente. Aunque ambos ensayos se sitúan próximos 

al número medio de variantes incluidas por ensayo que se registra para esta técnica (N=24), se 

encuentran ligeramente por debajo de las 36 variantes/ensayo fijadas como su capacidad 

máxima de genotipado simultáneo (comunicación persona Ana Torres, CEGEN). La limitación 

para generar ensayos de genotipado con un grado de optimización más elevado, se fundamenta 

en que el número de variantes que se incorporan en cada ensayo se encuentra fuertemente 

condicionado por el número de variaciones que constituyen el panel inicial a partir del cual se 

realiza el diseño, así como también, de las características propias de la secuencia donde se 

localizan las variaciones. Por lo tanto, cuanto mayor sea el tamaño del panel de SNPs obtenido, 

mayor será la probabilidad de generar ensayos de genotipado que combinen un mayor número 

159 
 



Capítulo IV  
 

de variantes, con la consiguiente reducción en el coste económico de los ensayos/análisis de 

genotipado múltiple de SNPs. 

En nuestro caso, por medio de la comparación de trío descendiente-parental1-parental2 

realizada para los 389 descendientes analizados, se validó el 76% de los SNPs analizados 

(Tabla 6f). Las variantes SaMSTN-1_A93T, SaGH_C2210G, SaGHR-II_C275T y SaPRL_INS1002C se 

clasificaron como SNPs no validados al resultar monomórficas para el lote C y D, sin embargo, 

una revisión de los datos derivados del análisis de la población muestral empleada en la 

búsqueda de SNPs, determinó que estas variaciones se identificaban exclusivamente en 

individuos procedentes del lote E, cuyas descendencias no se incluyeron en el proceso de 

validación; de esta manera, estos cuatro SNPs podrían representar polimorfismos específicos 

de lote. Este resultado refleja nuevamente la importancia de diseñar paneles de SNPs que no 

traten de albergar el mayor número de variaciones existentes en la especie, sino que engloben 

solamente aquellas posiciones polimórficas que resultan de interés para los lotes o poblaciones 

objeto de estudio, aunque ello derive en la creación de paneles que poseen una capacidad 

resolutiva menor en estudios poblacionales más amplios (Hubert y col., 2010). 

A su vez, los SNPs SaGH_C4705T, SaPRL_C565T, SaPRL_C2050G, SaMSTN-1_A180T, 

SaMyoD-1_A2450T y SaMyoD-1_C2524T aunque en este estudio se clasifican como SNPs no 

validados, representan posiciones polimórficas reales que se transmiten de generación en 

generación, pero la dificultad que plantean a la hora de asignar el genotipo a determinados 

individuos (Figura 6c) hace que se precise de más análisis para poder considerarlos 

marcadores de utilidad en la especie. Pese a que para justificar el origen de los patrones de 

genotipado anómalo originados por estas variantes se requiere de una caracterización más 

precisa de las regiones nucleotídicas que albergan a dichos SNPs, basándose en el hecho de que 

al menos uno de los parentales de los descendientes con genotipo anómalo también se ve 

afectado, se presentan dos posibles hipótesis que argumentan la aparición de estos genotipos 

indeterminados: (l) el propio SNP analizado representa en sí mismo un cambio nucleotídico 

tri-alélico no identificado en el estudio inicial realizado, o bien, (2) existe una interacción de 

señal entre el SNP analizado y polimorfismos localizados en sus proximidades. Ambos 

supuestos implicarían pequeños cambios de secuencia que ocasionarían alteraciones en el 

peso molecular de los alelos, y provocando que los individuos portadores de estos alelos se 

situasen dentro del espectro de masas en posiciones intermedias a las esperadas, tal y como se 

observa en nuestros resultados (Figura 6c).  

En base a estos resultados, la eliminación de los SNPs no validados deja los ensayos 

SaOVI-1 y SaOVI-2 abiertos a un nuevo rediseño dirigido a incrementar su optimización 

mediante la incorporación de nuevas variantes presentes en el panel, y ofrecer un análisis de 
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genotipado simultáneo que implique un mayor número de variantes informativas por ensayo. 

Dentro de variantes del panel de SNPs, que no se incluyeron inicialmente en SaOVI-1 y SaOVI-

2, se considera de especial interés la adicción de SNPs localizados en los genes GH, GHR-II y IGF-

I, para los cuales, en este estudio, solamente dispone de un único SNP validado. 

Además de los 41 SNPs, también se validaron los dos ILPs descritos para el gen PRL 

(Figura 6b). Frecuentemente, los ILPs se suele identificar a través de la técnica EPIC-PCR (Exon-

Primed Intron-Crossing), basada en el diseño de iniciadores ubicados en regiones exónicas 

localizadas a ambos lados del intrón. Después de los SNPs, las inserciones/deleciones se 

consideran el segundo tipo de polimorfismo más frecuente en el genoma, y en el caso de los 

ILPs, su análisis suponen una importante ventaja a nivel de reducción de costes frente a los 

marcadores SNPs, ya que al implicar variaciones de gran tamaño en la longitud de los 

fragmentos amplificados, se convierten en un marcador fácilmente detectable mediante la 

simple combinación de las técnicas de amplificación por PCR y electroforesis en gel. Por otro 

lado, atendiendo a la tendencia general hacia la conservación exónica entre especies cercanas, 

el análisis basado a partir de iniciadores diseñados en estas regiones codificantes favorece que 

a partir de una única pareja de iniciadores se puedan estudiar especies separadas 

filogenéticamente. Hasta el momento los ILPs se han empleado principalmente como 

marcadores de gran utilidad en estudios de identificación de especies y en estudios 

poblacionales (Touriya y col., 2003), pero en esta ocasión, su ubicación en un gen candidato 

para crecimiento, permite especular sobre su posible actuación como marcadores de 

crecimiento. En este sentido, recientemente Hu y col. (2013) han identificado en la región 3’ 

UTR del gen IGF-I de carpa común (Cyprinus carpio L.) una inserción/deleción de 79pb, cuyos 

genotipos parecen marcar diferencias significativas en el crecimiento de los individuos, 

demostrando con ellos que las inserciones/deleciones de gran tamaño pueden actuar 

perfectamente como marcadores funcionales de interés, a la vez que refuerza el principio de 

que todo polimorfismo localizado en las regiones flanqueantes del gen (5’ y 3’ UTR) puede 

conducir a variaciones fenotípicas detectables. 

 

6.4.3. Asociación entre SNPs/ILPs y el peso corporal 

La disponibilidad de una población estructurada en cuatro grupos bien definidos como 

son C18F, C18S, D18F y D18S, donde no solo existe una clara diferenciación fenotípica en 

cuanto al peso medio corporal, sino también una diferenciación genética avalada por los 

valores de Fst estimados a partir de la información derivada de loci microsatélites (Capítulo II, 

apartado 4.3.3), ofrece la posibilidad de realizar una primera evaluación sobre la posible 
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asociación entre polimorfismos SNPs/ILPs y el carácter bajo cuatro contextos genéticos 

diferentes. Si un marcador o marcadores presentan un efecto notable sobre el peso corporal, 

dicho efecto se debería detectar dentro de cada categoría con independencia del valor de peso 

corporal medio obtenido para cada una de ellas como consecuencia del proceso selectivo 

aplicado. Además, dado que cada una de las categorías se desarrolló en un tanque de cultivo 

independiente, la evaluación de la relación polimorfismo-peso corporal a través de estas 

categorías, permite valorar si las asociaciones observadas pueden ser el simple reflejo del 

efecto ejercido por la presencia de variaciones ambientales entre tanques (“efecto tanque”) 

(Speare y col., 1995) con cierta influencia sobre el carácter (por ejemplo, aquellos casos donde 

solamente se detecta la asociación polimorfismo-peso corporal en una única categoría), o si 

bien, representan una asociación altamente probable entre componente genético y carácter (la 

asociación polimorfismo-peso corporal se detecta en todas o casi todas las categorías).  

A la hora de evaluar asociaciones entre polimorfismo SNP y carácter, diversos autores 

(Day y col., 2001; Lei y col., 2005; He y col., 2006, 2008; Li, H. y col., 2012; Li, X. y col., 2012) 

proponen que las correlaciones se establezcan a partir de los haplotipos o diplotipos 

originados a partir de SNPs localizados en un mismo gen, pues la información derivada de su 

interacción ofrece una mejor aproximación que la inferida a partir de un único SNP, la cual 

puede llegar a ser muy limitada y conducir a deducciones erróneas. Quizá este sea el motivo 

por el cual el análisis individual realizado para cada uno de los 43 marcadores (SNPs e ILPs) en 

referencia al peso corporal de los individuos, no reveló ninguna asociación de interés, mientras 

que el análisis de diplotipos derivados de la combinación de diferentes marcadores localizados 

en un mismo gen, sí reportó asociaciones significativas entre gen y carácter.  

En nuestro caso, el análisis de asociación basado en diplotipos se vió fuertemente 

condicionado por la elevada cantidad de haplotipos detectada (Tablas 6h y 6i), pues incluso 

cuando los haplotipos se establecen a partir de tan solo 3 ó 4 posiciones polimórficas (SNPs e 

ILPs), el número de combinaciones diplotídicas obtenido continúa siendo elevado, por lo que 

en múltiples ocasiones dentro de los distintos grupos descendientes (C18F, C18S, D18F y 

D18S) no se observan todas las combinaciones de haplotipos posibles y/o algunas de ellas se 

encuentran representadas por un número muy reducido de individuos el cual limita el poder 

de los análisis estadísticos aplicados. No obstante, los análisis de asociación realizados 

permitieron establecer para los genes PRL, MyoD-1 y MyoD-2, correlaciones significativas entre 

determinados diplotipos y el peso corporal de los individuos. 

Concretamente, en el caso del gen PRL, el diplotipo GCDT/GCDT originado a partir de 

tres SNPs no-codificantes (SaPRL_G489C, SaPRL_C707T y SaPRL_C2958T) y un ILP de gran 

tamaño (aproximadamente 100pb) (SaPRL_ILP1524) mostró para las cuatro categorías de 
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crecimiento una significativa superioridad hacia la ganancia de peso respecto a otros 

diplotipos (Tabla 6k), conduciendo de media a un incremento del 18% sobre el peso medio de 

cada categoría. Anteriormente, son pocos estudios que han logrado establecer en peces 

asociaciones entre marcadores genéticos de PRL y características de crecimiento. Sin embargo, 

nuestros resultados se asemejan a los obtenidos por He X. y col. (2012) en el pez barramundi 

(Lates calcarifer, perteneciente al orden de los peciformes) donde diplotipos generados a partir 

del polimorfismo derivado de la interacción entre cuatro SNPs no codificantes y un SNP 

codificante (sinónimo) del gen PRL, se correlacionaron con variaciones en diversas 

características de crecimiento, entre las cuales se incluye el peso corporal de los individuos.  

Otras aproximaciones entre el polimorfismo del gen PRL y el crecimiento se establecen 

a través de los trabajos desarrollados inicialmente por Steelman y Kocher (2002) y de forma 

más reciente por Blel y col. (2010), donde se correlaciona la variación en la longitud de los 

alelos de loci microsatélites (localizados respectivamente en la región promotora y el primer 

intrón) de PRL con una respuesta diferencial de crecimiento, bajo ambientes con diferente 

salinidad, estableciéndose una conexión entre PRL, crecimiento y salinidad. Blel y col. (2010) 

postulan que la relación observada entre PRL y crecimiento no se debe interpretar como un 

marcaje directo del polimorfismo de PRL sobre el crecimiento, sino como un efecto secundario 

derivado de la actuación del polimorfismo de PRL como marcador genético de la capacidad de 

aclimatación de los individuos a ambientes con diferente salinidad. Este razonamiento se basa 

en el importante papel que desarrolla la hormona PRL en el proceso de osmoregulación, y en 

el elevado coste energético que supone para el organismo dicho proceso. Bajo este 

planteamiento, aquellos individuos que posean una capacidad de adaptación al medio superior, 

desarrollan un control osmótico más eficaz que se asocia con un gasto energético menor, 

permitiendo al organismo derivar una mayor cantidad de energía hacia el crecimiento; 

mientras que por el contrario, un menor grado de adaptación implica un gasto energético 

mayor comprometiendo la capacidad de crecimiento de los individuos. Por consiguiente, aquel 

genotipo del gen PRL que marque una mejor adaptación al medio, lleva implícito el marcaje de 

individuos con un crecimiento superior. 

Sin embargo, dado que en nuestro caso los valores de salinidad empleados se basaron 

siempre en condiciones de cultivo estándar, la relación establecida entre PRL y crecimiento 

parece más probable que sea el reflejo de la actuación de su polimorfismo como marcador 

genético indirecto del efecto desencadenado por variaciones localizadas en otro gen o genes 

próximos, que la mera existencia de un haplotipo que represente una mejor adaptación al 

medio de cultivo, o una consecuencia de un posible efecto biológico generado por el propio 

polimorfismo de PRL sobre el crecimiento, pues si bien las variantes SaPRL_G489C y 
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SaPRL_C707T se encuentran localizadas dentro de la región promotora del gen PRL, su posición 

inicialmente no compromete a ninguna de las secuencias reguladoras previamente descritas 

por Astola y col. (2003). Aunque a partir de nuestros datos no se ha deducido ningún 

desequilibrio de ligamiento entre el gen PRL y el resto de genes, los resultados obtenidos por 

Sarropoulou y col. (2007) en dorada, sitúan al gen PRL y a otros genes candidatos para 

crecimiento dentro del mismo grupo de ligamiento, hecho que podría justificar la posible 

capacidad del polimorfismo de PRL para actuar como marcador indirecto de la variación 

genética con verdadera influencia sobre el peso corporal presente en otros genes localizados 

dentro de su mismo grupo de ligamiento.  

Lo cierto es que, pese a que dentro del grupo de los peces se considera al gen PRL como 

un gen candidato para crecimiento (He X. y col., 2012; Sanchez-Ramos y col., 2012), existe muy 

poca información sobre la actuación directa de la hormona PRL sobre el eje somatotrópico, y 

aunque se ha demostrado una cierta capacidad de la hormona PRL para la inducción de la 

producción de IGF-I, todavía se desconoce cómo la hormona PRL se conecta con la cascada 

GH/IGF-I para activar dicha producción de IGF-I en el hígado y generar así un efecto sobre el 

crecimiento (Power, 2005).  

De igual modo, el polimorfismo presente en los genes MyoD-1 y MyoD-2 marcó 

diferencias en peso corporal de los individuos. Concretamente, el diplotipo DGG/DGG derivado 

de la combinación de tres SNPs (SaMyoD-1_D2100A, SaMyoD-1_A2143G y SaMyoD-1_A2404G) 

localizados en el segundo intrón de MyoD-1, reflejó un efecto negativo hacia el incremento en 

el peso corporal, ocasionando de media una reducción del 22,5% (Tabla 6l). De forma similar, 

el diplotipo ACA/CCA generado a partir de la asociación de tres SNP localizados 

respectivamente en la región promotora (SaMyoD-2_A785C), primer intrón (SaMyoD-

2_C1982T) y segundo exón (SaMyoD-2_A2031T) de MyoD-2, mostró una menor capacidad de 

crecimiento respecto a otros diplotipos, provocando de media una reducción del 16% (Tabla 

6l). En ambas isoformas, la asociación entre diplotipo y peso corporal se determinó para las 

categorías C18F, C18S y D18S, mientras que en D18F, aunque se aprecia esa misma tendencia, 

las diferencias no resultaron significativas (Tabla 6l). No obstante, la reiteración del efecto de 

estos diplotipos sobre el peso corporal en las categorías de crecimiento-lento C18S y D18S, 

donde se registran menores diferencias de peso corporal entre los individuos y por 

consiguiente, resultaría más complejo establecer grupos diferenciales, supone un buen 

refuerzo para considerar de interés estas relaciones entre polimorfismo y carácter.  

A diferencia del gen PRL, las isoformas MyoD-1 y MyoD-2 se vinculan directamente con 

el crecimiento, pues codifican factores miogénicos que juegan un papel clave en la 

diferenciación y desarrollo del tejido muscular, participando durante las fases tempranas del 
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desarrollo en la determinación de las líneas celulares del músculo esquelético a partir de las 

células del mesodermo (Biga, 2009). En la dorada, Tan y Du (2002), describen para estas 

isoformas un patrón de expresión diferencial en los dos tipos de tejido muscular que 

conforman el músculo: músculo lento o rojo (se emplea en movimientos de velocidad lenta o 

media), y músculo rápido o blanco (se emplea en movimientos rápidos que se mantiene un 

intervalo de tiempo muy corto debido al gran gasto energético que conlleva su actividad). Al 

comienzo del desarrollo, los dos genes MyoD se expresan de forma simultánea en las células 

precursoras de ambos tipos de tejido muscular, pero durante el desarrollo MyoD-2 va 

reduciendo progresivamente su expresión en el músculo lento, y en adulto su expresión queda 

limita al músculo rápido; mientras que MyoD-1 se expresa en ambos tejidos tanto a nivel 

embrionario como en el adulto (Tan y Du, 2002). Dado que este patrón de expresión 

diferenciado presenta variaciones entre las especies, Tan y Du (2002) proponen que las 

diferencias de expresión entre las dos isoformas, puedan estar reflejando modelos de 

crecimiento diferentes que permitan a cada especie desarrollar la estructura muscular que 

mejor se adecue a su hábitat.  

A pesar de la evidente participación de los genes MyoD en el control genético del 

desarrollo muscular, y a las correlaciones significativas detectadas entre SNPs no-codificantes 

y características de crecimiento en otros grupos de vertebrados como mamíferos (Verner y 

col., 2007; Bhuiyan y col., 2009; Chu y col., 2012) y ánades (Wu y col., 2012), los resultados 

obtenidos para dorada en este trabajo suponen la primera aproximación entre la posible 

asociación de las variantes alélicas de los genes MyoD-1 y MyoD-2 con el crecimiento en peces; 

aunque previamente algunos autores como De-Santis y col. (2007), Hemmer y col. (2011) o Yu 

y col. (2009), ya habrían indicado la posible potencialidad de su polimorfismo.  

Pese a la fuerte vinculación de los genes MyoD-1 y MyoD-2 con el desarrollo muscular y 

por consiguiente con el crecimiento, las correlaciones deducidas entre diplotipo y peso 

corporal, se plantean, al igual que en el caso de PRL, como una asociación indirecta entre 

marcador y carácter, pues si bien en MyoD-2 el SNP SaMyoD-2_A785C se localiza dentro de la 

región promotora, inicialmente no afecta a ninguna región reguladora (Tan y Du, 2002), y a 

pesar de que SaMyoD-2_A2031T supone el re-emplazamiento de aminoácidos serina (A)-

cisteína (T), dicha sustitución es altamente conservativa ya que se intercambian dos 

aminoácidos con similares características (Tabla 6d), por lo que solamente se vería afectada la 

estructura primaria de la proteína, sin verse afectado el dominio HLH (Hélice-Bucle-Hélice) 

altamente conservado (Tan y Du, 2002). Por otro lado, los SNPs SaMyoD-1_D2100A, SaMyoD-

1_A2143G, SaMyoD-1_A2404G y SaMyoD-2_C1982T, localizados todos ellos en regiones 

intrónicas, no afectan a ninguna región de corte y empalme exón-exón, por lo que en principio 
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tampoco implicarían modificaciones a nivel de regulación, pues si bien se sabe que MyoD se 

encuentra regulado por miARNs, sus dianas se localizan a nivel de la región 3’UTR (Yan B. y 

col., 2013), y hasta el momento no se ha descrito que sus intrones codifiquen para miARNs. 

En base a los resultados derivados del presente estudio de asociación, se evidencia el 

poder que presenta un diseño experimental basado en la identificación de posiciones 

polimórficas (principalmente variantes de tipo SNP) localizadas en genes candidatos, para 

vincular la presencia de determinadas variantes alélicas con una mayor predisposición a la 

obtención del fenotipo deseado. No obstante, estos resultados se deben entender como una 

aproximación hacia el establecimiento de marcadores genéticos asociados a características de 

crecimiento en dorada, sirviendo de base para el desarrollo de estudios de asociación dirigidos 

a corroborar la relación establecida entre los genes PRL, MyoD-1, MyoD-2 y el crecimiento, 

evaluando de forma específica el impacto individual de sus diplotipos sobre las variaciones en 

el crecimiento en los individuos, y valorando el efecto aditivo causado por las interacciones 

entre los diplotipos de dichos genes. Aunque la aceptación final de estos polimorfismos como 

marcador de crecimiento requiere de nuevos estudios que corroboren los resultados 

obtenidos, las asociaciones entre el peso corporal y el polimorfismo de los genes PRL, MyoD-1 

y MyoD-2 deducidas en este estudio, ofrecen expectativas prometedoras para el uso de estos 

marcadores como herramientas genéticas a emplear en futuros programas de selección 

destinados a la mejora de las características de crecimiento en dorada.
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Tabla 6c. Listado de los 164 SNPs que componen el panel final. 

SNP MAF He   SNP MAF He 

SaGH_C411T T=0,262 0,387  SaMyoD-1_D2100A A=0,474 0,499 

SaGH_G2215C C=0,111 0,198  SaMyoD-1_A2138C C=0,318 0,434 

SaGH_T2371A A=0,417 0,486  SaMyoD-1_G2143A A=0,455 0,496 

SaGH_C4450T T=0,140 0,241  SaMyoD-1_T2356A A=0,340 0,449 

SaGH_C4699T T=0,192 0,311  SaMyoD-1_C2385T T=0,180 0,295 

SaGH_A4719T T=0,115 0,204  SaMyoD-1_C2387T T=0,313 0,430 

SaGH_C4877T T=0,333 0,444  SaMyoD-1_G2404A A=0,460 0,497 

SaGHR-I_G936A A=0,375 0,469  SaMyoD-1_G2432A A=0,440 0,493 

SaGHR-II_A60T T=0,286 0,408  SaMyoD-1_A2450T T=0,460 0,497 

SaGHR-II_T102A A=0,214 0,337  SaMyoD-1_G2474A A=0,440 0,493 

SaGHR-II_T116C C=0,262 0,387  SaMyoD-1_T2524C C=0,440 0,493 

SaGHR-II_A216C C=0,262 0,387  SaMyoD-1_A2579G G=0,460 0,497 

SaGHR-II_G441C C=0,214 0,337  SaIGF1_T195C C=0,104 0,187 

SaGHR-II_C449T T=0,262 0,387  SaIGF1_T201C C=0,104 0,187 

SaGHR-II_C621T T=0,262 0,387  SaIGF1_A219T T=0,316 0,432 

SaGHR-II_T753C C=0,262 0,387  SaIGF1_A234T T=0,132 0,229 

SaGHR-II_C989T T=0,333 0,444  SaIGF1_G250A A=0,342 0,450 

SaGHR-II_AC277T T=0,262 0,387  SaIGF1_G251T T=0,079 0,145 

SaSL_A988T T=0,472 0,498  SaIGF1_T264A A=0,132 0,229 

SaMyoD-2_A785C C=0,429 0,490  SaIGF1_G342T T=0,105 0,188 

SaMyoD-2_G1066A A=0,385 0,473  SaIGF1_G344C C=0,417 0,486 

SaMyoD-2_A1692C C=0,433 0,491  SaIGF1_T1276C C=0,167 0,278 

SaMyoD-2_C1982T T=0,452 0,495  SaTf_G739A A=0,214 0,337 

SaMyoD-2_A2031T T=0,114 0,201  SaTf_G967T T=0,375 0,469 

SaMyoD-1_T104A A=0,235 0,360  SaTf_C992T T=0,500 0,500 

SaMyoD-1_T139A A=0,265 0,389  SaTf_G2125A A=0,400 0,480 

SaMyoD-1_A153G G=0,382 0,472  SaTf_A2436G G=0,395 0,478 

SaMyoD-1_A166T T=0,382 0,472  SaTf_A3223G G=0,231 0,355 

SaMyoD-1_A205T T=0,265 0,389  SaTf_C3321T T=0,250 0,375 

SaMyoD-1_G409T T=0,125 0,219  SaTf_A6100C C=0,200 0,320 

SaMyoD-1_A427G G=0,467 0,498  SaTf_A6433T T=0,233 0,358 

SaMyoD-1_T528C C=0,300 0,420  SaTf_C6782T T=0,225 0,349 

SaMyoD-1_C679G G=0,148 0,252  SaTf_A7431G G=0,500 0,500 

SaMyoD-1_C771T T=0,167 0,278  SaTf_C5681T T=0,132 0,229 

SaMyoD-1_G873A A=0,278 0,401  SaTf_C6702T T=0,200 0,320 

SaMyoD-1_T1873A A=0,263 0,388  SaTf_T6732C C=0,200 0,320 

SaMyoD-1_G1928A A=0,421 0,488  SaPRL_G284A A=0,250 0,375 
SaMyoD-1_T2061C C=0,368 0,465   SaPRL_A460G G=0,500 0,500 
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Tabla 6c. Continuación. 

SNP MAF He  SNP MAF He 

SaPRL_G489C C=0,056 0,105  SaPRL_A4190C C=0,448 0,495 

SaPRL_A538T T=0,444 0,494  SaMSTN-1_C90A A=0,346 0,453 

SaPRL_T565C C=0,444 0,494  SaMSTN-1_A93T T=0,154 0,260 

SaPRL_A629T T=0,500 0,500  SaMSTN-1_G132A A=0,385 0,473 

SaPRL_C707T T=0,313 0,430  SaMSTN-1_T134C C=0,231 0,355 

SaPRL_C994G G=0,417 0,486  SaMSTN-1_C142T T=0,231 0,355 

SaPRL_CS1002D D=0,145 0,248  SaMSTN-1_C144T T=0,308 0,426 

SaPRL_A1168T T=0,500 0,500  SaMSTN-1_C150A A=0,385 0,473 

SaPRL_T1191A A=0,094 0,170  SaMSTN-1_G172C C=0,231 0,355 

SaPRL_G1196C C=0,361 0,461  SaMSTN-1_A180T T=0,462 0,497 

SaPRL_T1199C C=0,353 0,457  SaMSTN-1_A299C C=0,231 0,355 

SaPRL_T1209C C=0,088 0,161  SaMSTN-1_A337C C=0,308 0,426 

SaPRL_A1212C C=0,389 0,475  SaMSTN-1_T342C C=0,346 0,453 

SaPRL_T1341C C=0,333 0,444  SaMSTN-1_G350T T=0,308 0,426 

SaPRL_A1370T T=0,375 0,469  SaMSTN-1_G352A A=0,308 0,426 

SaPRL_A1408G G=0,125 0,219  SaMSTN-1_A354G G=0,231 0,355 

SaPRL_A1430G G=0,150 0,255  SaMSTN-1_A364C C=0,346 0,453 

SaPRL_A1624G G=0,241 0,366  SaMSTN-1_T426A A=0,385 0,473 

SaPRL_G1919C C=0,313 0,430  SaMSTN-1_C437T T=0,423 0,488 

SaPRL_C2050G G=0,417 0,486  SaMSTN-1_C576T T=0,143 0,245 

SaPRL_C2204G/A* G=0,155 0,392  SaMSTN-1_A580C C=0,071 0,133 

A=0,086  SaMSTN-1_G657A A=0,167 0,278 

SaPRL_G2370A A=0,300 0,420  SaMSTN-1_A659T T=0,125 0,219 

SaPRL_T2422C C=0,156 0,264  SaMSTN-1_T687A A=0,469 0,498 

SaPRL_C2720G G=0,176 0,291  SaMSTN-1_A688C C=0,500 0,500 

SaPRL_C2729T T=0,156 0,264  SaMSTN-1_T694C C=0,250 0,375 

SaPRL_T2959G G=0,409 0,483  SaMSTN-1_G695T T=0,125 0,219 

SaPRL_G3108T T=0,125 0,219  SaMSTN-1_G714C C=0,344 0,451 

SaPRL_C3125A A=0,455 0,496  SaMSTN-1_C736A A=0,469 0,498 

SaPRL_C3144T T=0,152 0,258  SaMSTN-1_G760G G=0,471 0,498 

SaPRL_C3311T T=0,167 0,278  SaMSTN-1_T772A A=0,175 0,289 

SaPRL_C3322T T=0,204 0,324  SaMSTN-1_C778T T=0,206 0,327 

SaPRL_A3357C C=0,296 0,417  SaMSTN-1_G783C C=0,206 0,327 

SaPRL_T3378G G=0,241 0,366  SaMSTN-1_A804T T=0,382 0,472 

SaPRL_A3931T 
SaPRL_G3932T 

T=0,480 0,499 
0,499 

 SaMSTN-1_G827C C=0,353 0,457 

T=0,480  SaMSTN-1_G830A A=0,333 0,444 

SaPRL_A3933G G=0,480 0,499  SaMSTN-1_G884A A=0,184 0,301 

SaPRL_G4020C C=0,300 0,420   SaMSTN-1_G886T T=0,184 0,301 
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Tabla 6c. Continuación.  
 
SNP MAF He  SNP MAF He 

SaMSTN-1_A896G G=0,206 0,327  SaMSTN-1_A3181G G=0,200 0,320 

SaMSTN-1_C961T T=0,184 0,301  SaMSTN-1_A3891G G=0,107 0,191 

SaMSTN-1_A2251G G=0,350 0,455  SaMSTN-1_C4191T T=0,361 0,461 

SaMSTN-1_T2488C C=0,381 0,472  SaMSTN-1_T4318C C=0,278 0,401 

SaMSTN-1_C2545T T=0,400 0,480  SaMSTN-1_C4337T T=0,361 0,461 

SaMSTN-1_T3138G G=0,475 0,499  SaMSTN-1_C4372T T=0,083 0,153 
 
SNP: nombre del SNP (Sa=Sparus aurata + nombre del gen donde se localiza el polimorfismo +alelo más frecuente+ 
posición que ocupa el polimorfismo en la secuencia (pb)+alelo menos frecuente). MAF: Alelo menos frecuente; He: 
Heterocigosidad esperada. D: deleción; I: inserción. 

*SNP trialélico.  

 
 
 
 
Tabla 6d. SNPs codificantes identificados. 
 

 
En gris se remarcar los SNPs que implican un cambio de aminoácido con diferencias en las características 
principales de la cadena lateral.  

SNP Cambio 
nucleótido Posición aa Cambio aa 

SaMyoD-1_C679G 
T (molde) 

36 
W (Triptófano) Aromático-Apolar 

C R (Arginina) Básico-Apolar 
G G (Glicina) Alifático-Polar 

SaMyoD-1_C771T 
C 

66 S (Serina) Neutro-Polar 
T 

SaMyoD-1_G873A 
G 

100 K (Lisina) Básico (carga positiva) 
A 

SaMyoD-1_T2061C 
C 

219 F (Fenilalanina) Aromático-Apolar 
T 

SaMyoD-2_G1066A 
G 

65 
E (Glutamato) Ácido (carga negativa) 

A K (Lisina) Básico (carga positiva) 

SaMyoD-2_A2031T 
A 

196 
S ( Serina) 

Neutro-Polar 
T C (Cisteína) 

SaGH_G2215C 
G 

10 
V (Valina) 

Neutro -Apolar 
C L (Leucina) 

SaPRL_G2370A G 85 L (Leucina) Neutro -Apolar 
A 

SaMSTN-1_A2251G 
G 

182 L (Leucina) Neutro -Apolar 
A 
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Tabla 6f. Ensayos de genotipado múltiple diseñados utilizando el programa MassArray designeer 

v.4.0.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

SaOVI_1  SaOVI_2  SaOVI_3 
SaMSTN-1_A132G  SaMSTN-1_A180T  SaGH_A4696T 

SaMSTN-1_C364A  SaMSTN-1_A299C  SaGH_C4883T 

SaMSTN-1_C576T  SaMSTN-1_C437T  SaGHR-II_C114T 

SaMSTN-1_A3891G  SaMSTN-1_A687T  SaIGF-I_C1276T 

SaMSTN-1_C4191T  SaMSTN-1_G827C  SaMSTN-1_A337C 

SaMSTN-1_T4318C  SaMSTN-1_C961T  SaMSTN-1_A659T 

SaMSTN-1_A760G  SaMSTN-1_T3138G  SaMSTN-1_C2545T 

SaMSTN-1_A93T  SaMSTN-1_C4337T  SaMSTN-1_C783G 

SaMYOD-1_C679G  SaPRL_G460A  SaMSTN-1_G3138T 

SaMYOD-1_D2100A  SaPRL_A4190C  SaMyoD-1_A1873T 

SaMYOD-1_A2404G  SaPRL_INS1002C  SaMyoD-1_A2138C 

SaMYOD-2_A785C  SaPRL_C2050G  SaMyoD-1_A2356T 

SaMYOD-2_G1060A  SaMYOD-1_A104T  SaMyoD-1_A2579G 

SaMYOD-2_C1692A  SaMYOD-1_C528T  SaMyoD-2_ILP1954 

SaMYOD-2_A2031T  SaMYOD-1_A1928G  SaPRL_A3356C 

SaPRL_G284A  SaMYOD-1_A2143G  SaPRL_A629T 

SaPRL_G489C  SaMYOD-1_C2450T  SaPRL_ATA3930TGG 

SaPRL_C707T  SaMYOD-1_C2524T  SaPRL_C1339T 

SaPRL_C2958T  SaMYOD-2_C1982T  SaPRL_C1919G 

SaPRL_G4020C  SaTf_A2125G  SaTf_C3321T 

SaPRL_C565T  SaTf_A3223G  SaTf_C992T 

SaPRL_C994G  SaTf_A6433T   

SaIGF-I_G342T  SaTf_A7431G   

SaGH_C411T  SaGHR-I_A936G   

SaGH_C4705T  SaGHR-II_C275T   

SaSL_A988T  SaGHR-II_C987T   

SaGHR-II_C751T  SaGH_C2210G   

SNPs validados SNPs con más de tres 
clusters de genotipos 

SNPs con PCR fallida 

SNPs no  validados SNPs monomórficos  
en el lote C y D 
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Tabla 6g. Caracterización de los marcadores analizados en los reproductores de los lotes C y D.  

MARCADOR 
Parentales Lote C   Parentales Lote D 

MAF He   MAF He 

SaMSTN-1_A132G G=0,463 0,630  G=0,500 0,462 

SaMSTN-1_A299C C=0,296 0,593  C=0,327 0,500 

SaMSTN-1_C364A A=0,500 0,704  A=0,500 0,462 

SaMSTN-1_C437T T=0,352 0,630  T=0,365 0,500 

SaMSTN-1_C576T C=0,481 0,667  T=0,442 0,500 

SaMSTN-1_A687T T=0,241 0,407  T=0,288 0,346 

SaMSTN-1_G827C C=0,463 0,704  C=0,423 0,385 

SaMSTN-1_C961T T=0,315 0,630  T=0,231 0,462 

SaMSTN-1_T3138G G=0,463 0,630  T=0,481 0,577 

SaMSTN-1_A3891G G=0,185 0,148  G=0,250 0,423 

SaMSTN-1_C4191T T=0,167 0,333  T=0,192 0,308 

SaMSTN-1_T4318C C=0,389 0,481  T=0,462 0,538 

SaMSTN-1_C4337T T=0,407 0,444  T=0,192 0,385 

SaPRL_G284A A=0,444 0,519  A=0,346 0,308 

SaPRL_G460A A=0,426 0,630  A=0,462 0,538 

SaPRL_G489C C=0,259 0,444  C=0,212 0,192 

SaPRL_C707T T=0,241 0,407  T=0,192 0,231 

SaPRL_ILP1524-1621 I=0,037 0,074  I=0,096 0,192 

SaPRL_C2958T C=0,222 0,222  C=0,212 0,346 

SaPRL_ILP2993 D=0,370 0,370  D=0,404 0,500 

SaPRL_G4020C C=0,185 0,370  C=0,135 0,192 

SaPRL_A4190C C=0,407 0,667  C=0,308 0,538 

SaMyoD-1_A104T A=0,111 0,222  A=0,058 0,115 

SaMyoD-1_C528T C=0,111 0,222  C=0,192 0,385 

SaMyoD-1_C679G G=0,019 0,037  G=0,038 0,077 

SaMyoD-1_A1928G G=0,389 0,556  G=0,385 0,615 

SaMyoD-1_D2100A D=0,352 0,704  D=0,308 0,385 

SaMyoD-1_A2143G G=0,315 0,630  G=0,250 0,423 

SaMyoD-1_A2404G A=0,204 0,407  A=0,115 0,231 
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Tabla 6g. Continuación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
MAF: Alelo menos frecuente; He: Heterocigosidad observada; D: deleción; I: inserción. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 6h. Relación de haplotipos y diplotipos identificados en los lotes C y D. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Repro: reproductores; Descen: descendientes.  

 

MARCADOR 
Parentales Lote C   Parentales Lote D 
MAF He   MAF He 

SaMyoD-2_A785C C=0,389 0,630  C=0,423 0,615 

SaMyoD-2_G1060A A=0,019 0,037  A=0,058 0,115 

SaMyoD-2_C1692A A=0,074 0,148  A=0,096 0,192 

SaMyoD-2_C1982T T=0,056 0,111  T=0,154 0,308 

SaMyoD-2_A2031T T=0,111 0,222  T=0,115 0,231 

SaTf_A2125G A=0,481 0,519  A=0,385 0,462 

SaTf_A3223G G=0,370 0,444  G=0,212 0,269 

SaTf_A6433T T=0,111 0,222  T=0,173 0,346 

SaTf_A7431G A=0,352 0,481  A=0,423 0,538 

SaGH_C411T T=0,220 0,440  T=0,333 0,583 

SaGHR-I_A936G A=0,460 0,440  G=0,480 0,640 

SaGHR-II_C987T T=0,220 0,280  T=0,260 0,440 

SaIGF-I_G342T T=0,060 0,120  T=0,040 0,080 

SaSL_A988T A=0,420 0,600   A=0,500 0,520 

 

 

Gen  SNPs Haplotipos 
Total 

Lote C Lote D 

Haplotipos Diplotipos Haplotipos Diplotipos 

Repro Descen Descen Repro Descen Descen 

Tf 4 5 5 5 14 5 5 12 
MyoD-1 6 12 11 10 30 10 10 34 
MyoD-2 5 6 6 6 12 6 6 16 

PRL 9 35 26 19 67 23 18 62 
MSTN-1 13 40 28 24 71 27 22 64 
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Tabla 6i. Haplotipos identificados en los lotes C y D. 
 
 
  

 

Gen Haplotipo Repro_C Repro_D Gen Haplotipo Repro_C Repro_D 

PRL 

GAGCDTIGC 0,019 - 

Tf 

AGAG 0,315 0,192 

GAGCDCIGA 0,019 - AGAA 0,056 0,019 

AGGCDCIGA 0,019 - AATA 0,111 0,173 

AGCTDTIGC 0,019 - GAAG 0,333 0,385 

AAGCDTDCA 0,019 - GAAA 0,185 0,231 

AGGCDTIGC 0,037 - 

MyoD1 

ATCGAAA 0,037 - 

GAGCDTIGA 0,148 0,096 ATCAAAG 0,074 0,058 

GAGCDTDGA 0,148 0,135 TCCAAAG 0,019 0,096 

GAGCDCIGC 0,037 0,077 TCCADGG 0,074 0,038 

GAGCDCICA 0,019 0,038 TCGAAAA 0,019 0,038 

GGGCDTIGC 0,074 0,038 TTCAAAA 0,148 0,077 

GGGCDTDGA 0,037 0,096 TTCAAAG 0,222 0,250 

GGGCITIGC 0,019 0,058 TTCADAG 0,037 0,058 

GGCTDTIGA 0,037 0,019 TTCGAAG 0,130 0,173 

AGGCDTIGA 0,019 0,019 TTCGDGG 0,222 0,192 

AGGCDTICA 0,037 0,019 TCCGDGG - 0,019 

AGCTDTDCC 0,056 0,058 TTCADGG 0,019 - 

AGCTDCIGA 0,037 0,019 

MyoD2 

AGCCA 0,611 0,577 

AGCTDCIGC 0,056 0,038 CAACA 0,019 0,058 

GGGCDTIGA - 0,077 CGACA 0,056 0,038 

AGCCDTIGA - 0,019 CGCCA 0,148 0,058 

AGCTDTDGA - 0,019 CGCCT 0,111 0,115 

AGCTICIGA - 0,019 CGCTA 0,056 0,154 

AAGCDDAGA - 0,058 

MSTN1 

AACTTACCGACTT 0,037 - 

AAGCDTIGC* 0,019 - AACTCTCTGGCTC 0,019 - 

AGGCDTDCC* 0,037 - AAACCTGTTACTT 0,019 - 

AGGCDCDGA* 0,019 - AAATTAGCTACTT 0,019 - 

AGCCDTIGC* 0,019 - ACACCAGTTACCC 0,019 - 

AGCTDCDGA* 0,019 - GACCCAGTTACTT 0,019 - 

AGCTITDCC* 0,019 - GAATTTGCTACCC 0,019 - 

AGGCDTDGA* 0,019 0,019 GCACCTGCGACCC 0,019 - 

GGGCITIGA* - 0,019 GCATCAGTTACTT 0,019 - 

AGCTDTDGC* - 0,019 AACCTAGCTACTT 0,148 0,058 

AAGCDTICC* - 0,019 AACCTACCTACTT 0,056 0,038 

AAGCDCIGA* - 0,019 AACCTACCGATTC 0,019 0,019 
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 Tablas 

 

Tabla 6i. Continuación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Repr_C y D: frecuencia del haplotipo en los reproductores del lote C y D, respectivamente; D: deleción;  
I: inserción. 
 

 
Gen Haplotipo Reprod_C Reprod_D 

MSTN-1 

AACCCAGCTGCCC 0,019 0,038 

AACTTACCGACCC 0,093 0,096 

AACTTACCGGCCC 0,037 0,019 

AACTCTGTTACCC 0,019 0,058 

AAACCTCTTACTT 0,037 0,019 

GACTCACTTGCCC 0,019 0,019 

GAACCTCCTACCC 0,037 0,038 

GAATCAGTGACTT 0,037 0,019 

GCACTACCGATTC 0,093 0,135 

GCACCAGTTATTC 0,056 0,038 

GCACCTGCTGCCC 0,019 0,038 

GCACCTGCGGCCC 0,056 0,058 

GCACCTGCTACTT - 0,038 

AACCTAGCGACCC - 0,038 

AACCCTGTTACCC - 0,019 

AACTTACCGGCTC - 0,038 

GAACCTGCTGCTC - 0,019 

GAATCAGCTACCC - 0,019 

GACCCAGTTACCC - 0,019 

GACCCACCTACTT 0,019 - 

GAATCAGTGACCC 0,019 - 

GCACCAGTGGCCC 0,019 - 

GAATCAGTGACTC 0,019 0,019 

GCACCAGCTACCC - 0,019 

AACTCAGCGACCC - 0,038 

AAATCAGTGACTT - 0,019 

GAATCAGCGGCCC - 0,019 
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6.6. Figuras 

 
 



 

 
 



 Figuras 

 

Figura 6a. Espectro de masas obtenido para el ensayo SaOVI_1 mediante la tecnología ILPEXTM Gold 
MassArray® de Sequenom.  

 

 
 
 
A: representación del espectro de masas obtenido para el conjunto de 24 SNPs amplificados en el ensayo 1. Cada 
color representa un SNP; B: individuo heterocigoto AG para el SNP SaMyoD-2_A1060G remarcado en naranja; C: 
individuo homocigoto GG para el SNP SaMyoD-2_A1060G remarcado en naranja. 
 
 
  

A 

C 

B 

187 
 



Capítulo IV  

  

Figura 6b. ILPs identificadas en los genes PRL y MyoD-2. 
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D: deleción; I: inserción.  

                       2960      2970      2980      2990      3000    
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D     TAAAAGACGAGATCATTTTTGGCATCATCAAATCATTGGGGTTTTTTAAT  
Variante_I     TAAAAGATGAGATCATTTTTGGCATCATCAAATCATTGGGG---------  
 
                       3010      3020      3030      3040      3050    
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D     GAGCTATCTCAGCCTTCACCTGCATCCATAAGTTCTAACTAAAGCAATCT  
Variante_I     --------------------------------------------CAATCT  
 
                       3060      3070      3080      3090      3100    
               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D     GCAAAAGAGGTGCAAACCACAAGAGAACGTGTTTTAATTAACAGTAGCTT  
Variante_I     GCAAAAGAGGCGCAAACCACAAGAGAACCTGTTTTAATTAACAGTAGCTT 

                        1910      1920      1930      1940      1950    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      AGTATTTTTTTAAACACGAATCATGTGCCCACTCATTGATCATTGATGCA  
Variante_I      AGTATTTTTTTAAACACGAATCATGTGCCCACTCATTGATCATTGATGCA  
 
                        1960      1970      1980      1990      2000    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      AAGTTCCTTGACTGAAACTGTCTTTATTGATCTGTTTCCAGATGGATTTC  
Variante_I      AAG-----------------------TTGATTTGTTTCCAGATGGATTTC  
  
                       2010      2020      2030      2040      2050    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      ATCTCTCCGTGTTCGAGCACAAGTGAAAACTGTGACGGCTCCTTCAGCAA  
Variante_I      ATCTCTCCGTGTTCGAGCACAAGTGAAAACAGTGACGGCTCCTTCAGCAA 

SaMyoD2_ILP1954-1976  

                   14     60      1470      1480      1490      1500    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      TTTAGAAAACTTGTATTATCTTGGAGAAGGTACAAAAGATACCAAATATG  
Variante_I      TTTAGAAAACTTGTATTATCTTGGAGAAGGTATAAAAGATACCAAATATG 
 
                        1510      1520      1530      1540      1550    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      GTGCTGCATTGATATCAGCTGCAAAGCTATTACAGCTGCTGTTTATAATA  
Variante_I      GTGCTGCATTGATATCAGCTGC---------------------------  
 
                        1560      1570      1580      1590      1600    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      GACTCACCTACTATCAAGGCACATATAAACAAATGACCACTTGCGATGTA  
Variante_I      --------------------------------------------------  
 
                        1610      1620      1630      1640      1650    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      ACATCTGTGCTGGGATTACTAAAGCAAAGGATAATGAAGACTCTCTCAGC  
Variante_I      --------------------AAAACAAAGGATAATGAAGACTCTCTCAGC 
 
                        1660      1670      1680      1690      1700    
                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Variante_D      TCATTGGTGTGTTTCACTTCTGTTGGTTGTTGACCTCAGGCTTTACCATT  
Variante_I      TCATTGGTGTGTTTCACTTCTGTTGGTTGTTGACCTCAGGCTTTACCATT 

SaPRL_ILP1524-1621  

SaPRL_ILP2993-3039 
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Figura 6c. Modelos de clusters obtenidos para los ensayos SaOVI-1 y SaOVI-2. 
 
 

 
 
A: cluster estándar donde se observan los dos grupos de individuos homocigotos (en naranja y azul) separados por 
el grupo de individuos heterocigotos (en verde); B: cluster correspondiente a un SNP monomórfico; C: cluster 
anómalo donde se identifican dos grupos de heterocigotos (remarcados en rojo); D: cluster anómalo donde se 
identifican dos grupos de genotipo indefinido (remarcaos en rojo) entre el grupo de homocigoto CC (naranja) y el 
de heterocigoto CT (verde). 
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Figura 6d. Continuación 
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7. Conclusiones 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 Conclusiones 

 

En base a los resultados obtenidos a partir del presente trabajo de investigación, se concluye 

que: 

1. El protocolo de análisis desarrollado para llevar a cabo asignaciones de parentesco a 

partir de descendientes en estadio de desarrollo embrionario, unido a la creación de una 

PCR mutliplex con capacidad para combinar óptimamente un número variable de loci 

microsatélites (OVIDOPLEX-R y OVIDOPLEX), permite, tal y como demanda la empresa, 

conocer de forma precoz, rápida y sencilla, la dinámica reproductiva del lote de cultivo a 

un coste económico reducido. 

2. A lo largo del periodo reproductivo, se evidencia la existencia de patrones de 

contribución parental muy diversos, marcados por fluctuaciones en el número de 

reproductores activos y variaciones en los porcentajes de contribución de los 

reproductores, que conducen a un incremento de endogamia superior al esperado.  

3. De acuerdo a su capacidad para potenciar la participación parental y atenuar las 

diferencias en los porcentajes de contribución entre reproductores, se recomienda la 

reunificación de varias puestas independientes y el manejo reproductivo basado en mini-

lotes, como medidas correctoras de interés para maximizar el tamaño efectivo del lote.  

4. El acoplamiento de un análisis de parentesco a un sistema de selección fenotípica de 

descendencias, resulta de gran utilidad para identificar reproductores que contribuyen 

significativamente a producir descendientes con fenotipo de interés. Asumiendo que tras 

la existencia de una contribución parental diferencial hacia fenotipos opuestos subyacen 

componentes genéticos diferentes, la selección de aquellos reproductores que 

contribuyan en mayor medida a potenciar el fenotipo de interés, conducirá a una mejora 

genética del cultivo.  

5. En base al patrón de expresión maternal obtenido, se propone a los genes gapdh-1, 

catepsina-L, catepsina-D, catepsina-Z, ferritina-M, tubulina-β, p38-α, p38-δ, erk-1, jnk-1, 

ppar-β y ciclina-A2, como candidatos para calidad de huevo en la especie.  

6. El gen Tf de dorada presenta una estructura génica altamente conservada respecto a 

otras especies de peces, acompañada de un patrón de expresión específico de tejido y 

dependiente de ontogenia. 

7. El análisis genómico de 11 genes candidatos para crecimiento permitió identificar un 

total de 398 posibles SNPs y 3 ILPs. A través de herramientas bioinformáticas, se generó 

un panel de 164 SNPs altamente probables, deduciéndose para la especie una densidad 
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genómica media de 1 SNP cada 185pb, con fuertes variaciones intra and intergénicas. 

8.  El análisis de la transmisión hereditaria de los dos ILPs localizados en el gen PRL 

(SaPRL_ILP1524 y SaILP_2993) y 41 SNPs procedentes de los genes GH, GHR-I, GHR-II, 

IGF-I, SL, PRL, MSTN, Tf, MyoD-1 y MyoD-2, no detectó desequilibrio de ligamiento alguno 

entre estos genes. No obstante, dentro de los genes PRL, Tf y MyoD-1 se confirma la 

presencia de bloques haplotípicos originados a consecuencia de la segregación conjunta 

de SNPs próximos. 

9. Los diplotipos GCDT/GCDT del gen PRL, DGG/DGG del gen MyoD-1 y ACA/CCA del gen 

MyoD-2, debido a su asociación significativa con el peso corporal de los individuos, 

representan marcadores potenciales para crecimiento en la especie.  
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 Conclusions 

 

Based on the obtained results is concluded that: 

1. The analysis protocol developed to carry out parentage assignment from embrionary 

development stage, together with the designed PCR multiplex assay (OVIPLEX-R and 

OVIPLEX) which allows to analyse simultaneously a variable number of microsatellite 

loci, provides an early, fast, easy and low cost method to assess the reproduction 

dynamics of the broodstock in the hatchery as demand by the industry. 

2. Along reproductive period, parental contributions pattern marked by fluctuations in the 

number of active breeders and variable parental contributions are evidenced, giving rise 

to higher than expected inbreeding. 

3. According to the ability to enhance the potential contribution and attenuate the different 

of parent contribution between breeders, the unification of offspring from independent 

spawning events and the mini-broodstock management constitute corrective 

measurements to maximize effective broodstock size. 

4. The connection between pedigree analysis and phenotype selection process represents a 

useful tool for detecting breeders that preferentially contribute to offspring with a 

desirable phenotype. Assuming that after a preferential parental contribution to 

opposite phenotypes different genetic components are hidden, the selection of breeders 

that contribute primarily to the phenotype of interest will lead to genetic improvement 

for the trait.  

5. According to the observed maternal expression pattern, the gapdh-1, cathepsin-L, 

cathepsin-D, cathepsin-Z, ferritin-M, tubulin –β, p38-α, p38-δ, erk-1, jnk-1, ppar-β and 

cyclin-2 are proposed as candidate genes for egg quality in gilthead sea bream. 

6. Gilthead sea bream Tf shows a highly preserved gene structure with a typical 

arrangement of seventeen exons/sixteen introns, which is accompanied by tissue- and 

stage-specific expression. 

7. Genomic sequence analysis of 11 candidate growth genes detected 398 putative SNPs and 

3 ILPs. Bioinformatic tools accepted 164 of them as highly probable SNPs, from which is 

established a mean density of 1SNP per 185bp with strong intra- and intergenic 

variations. 
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8. No linkage disequilibrium between analysed candidate growth genes is evidenced. 

However, inside the PRL, Tf and MyoD-1 gene, are detected SNP haplotype blocks come 

from linked SNPs. 

9. The GCDT/GCDT, DGG/DGG and DGG/DGG diplotype from PRL MyoD-1 and MyoD-2 gene, 

respectively, are significantly associated with body weight thus being potential 

molecular genetic markers for future breeding selection. 
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