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RESUMEN

Se utilizaron ocho loci microsatélites en la estimacion de relaciones genéticas y determinacion
de pedigries en rodaballo Scophthalmus maximus (L., 1758). Mediante el andlisis de los genotipos
de reproductores y descendientes de dos piscifactorias se investigo la capacidad de los loci para
clasificar correctamente a los individuos como emparentados o no. Las distribuciones de los
coeficientes de relacion genética (R) entre individuos emparentados y no relacionados exhi-
ben medias cercanas a las esperadas teéricamente y el porcentaje de individuos emparentados
que forman el total de coeficientes de relacion genética que se encuentran por debajo del va-
lor R = 0 oscilan entre el 0% (estacién A) y el 29 % (estacién B). Asi mismo, la identificacion
correcta de ambos parentales para cada descendiente fue posible en mas del 80 % de los casos
en la estacion Ay en sélo el 41 % en la estacién B.
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ABSTRACT

Application of microsatellite markers to the management of farmed stocks of turbot Scophthalmus
maximus (L., 1758)

In the present study, eight microsatellite loci were used to estimate genelic relatedness and pedigree deter-
mination in turbot Scophthalmus maximus (L., 1758). Through genotypic analysis of broodstocks and
their progenies, from two different turbot hatcheries, the capacity of these loci to correctly classify individuals
as related or non-related was examined. Relatedness coefficients among related and non-related individuals
presented means close to those theoretically expected, and the percentages of related individuals included in all
relatedness coefficients found to be below the R = 0 value ranged from 0 % (hatchery A) to 29 % (hatchery
B). The identification of both parents for each individual was possible in more than 80 % of the cases from
hatchery A, but only 41 % of those from hatchery B.

Keywords: Relatedness, parentage, paternity inferences, genelics, aquaculture.
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INTRODUCCION

Entre las mayores dificultades practicas que en-
trana la mejora genética en peces, se encuentran
los requerimientos de espacio para mantener sepa-
radas las distintas familias que configuran el diseno
experimental minimo requerido. Al contrario que
en otras especies animales utilizadas en ganaderia,
el marcado fisico identificativo de camada en peces
es practicamente imposible, tanto por el tamano
de los individuos durante las primeras etapas de su
desarrollo (larvas frecuentemente microscopicas),
como por el elevado nimero de descendientes que
generan las puestas de peces.

El actual desarrollo de las técnicas de genética
molecular han permitido sustituir el marcado fisico
por un marcado genético, mas eficiente en tanto
que se transmite a generaciones sucesivas. Durante
los altimos anos, un grupo de estos marcadores ge-
néticos, los denominados microsatélites, han sido
la herramienta mas utilizada para estudiar distintos
aspectos de interés, como son el éxito reproducti-
vo, la estructura social y el parentesco entre indivi-
duos en una amplia variedad de especies vegetales
y animales, incluidas algunas de peces (Queller,
Strassmann y Hughes, 1993; Bourke, Green y Bru-
ford, 1997; Alltmann et al., 1996; Schnabel, 1998;
Estoup y Anger, 1998).

Los microsatélites son secuencias de ADN nucle-
ar constituidas por repeticiones en tandem de en-
tre uno y seis nucleotidos (Tautz, 1989) y cuya lon-
gitud total es inferior a 0,2 kb. Las regiones flan-
queantes de los microsatélites son secuencias tni-
cas, lo que determina la especificidad de locus (Litt
y Luty, 1989; Weber y May, 1989). El polimorfismo
en la longitud del fragmento amplificado refleja la
existencia de variaciones en el namero de veces
que se encuentra repetido el motivo que origina el
microsatélite (Tautz y Renz, 1984; Litt y Luty, 1989;
Weber, 1990).

Los microsatélites presentan caracteristicas que
les hacen especialmente interesantes como marca-
dores genéticos: a) son muy abundantes en el ge-
noma, lo que, en principio, permite disponer de
tantos como sean necesarios para el trabajo con-
creto que se desarrolla; b) muestran niveles muy al-
tos de variabilidad (significativamente mayores que
los loci que codifican proteinas), lo que permite lle-
gar a la caracterizacion inequivoca del individuo;
¢) son marcadores codominantes que se heredan
de forma mendeliana, lo que les hace mas infor-
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mativos en estudios de pedigries; y d) para su ana-
lisis s6lo se necesitan cantidades minimas de tejido
(como un fragmento de aleta o unas escamas) v,
por tanto, obtenibles con técnicas no lesivas para el
individuo y que no afectan a su supervivencia.

La posibilidad de establecer de forma precisa la
relacion genética entre dos individuos depende
fundamentalmente del nivel de variabilidad de los
loci considerados, y también del nimero de éstos
(Chakraborty, Meagher y Smouse, 1988). Aun
aceptando que los microsatélites son la mejor he-
rramienta para este cometido, es importante ase-
gurar un namero minimo de loci informativos para
cada caso en funcion de los niveles de variacion
que presente (Blouin et al., 1996).

En este trabajo se pretende comprobar la utili-
dad de los loci microsatélites en el establecimiento
de relaciones de parentesco que puedan ser utili-
zadas para mejorar cuestiones practicas como:

® Fl establecimiento de pedigries no documen-
tados. Permitiria el cultivo conjunto de las descen-
dencias o, para caracteres de interés, el calculo de
la heredabilidad estimada por parecido entre pa-
rientes en condiciones ambientales homogéneas.

¢ La identificacion del grado de parentesco en-
tre los lotes de reproductores. Esta informacion
permitiria evitar 6ptimamente los procesos de en-
dogamia, tan negativos en los resultados a medio y
largo plazo.

® La evaluacién del éxito de cada reproductor
en cuanto a su aportacion a la generacion si-
guiente.

MATERIAL Y METODOS

El ADN se extrajo mediante la resina Chelex®
100 (Walsh, Metzger e Higuchi, 1991). En todos los
individuos se analizaron los loci Smax-01, Smax-02,
Smax-03 (Coughlan et al, 1998); Smal-125, Sma3-
8, Sma3-12, Sma3-129 (Estoup et al, 1998); y
F1OCA19 (Iyengar et al., 2000). Se amplificaron
mediante PCR siguiendo condiciones previamente
descritas (Coughlan et al., 1998; Estoup et al., 1998;
Iyengar et al., 2000). Posteriormente, los productos
de esta amplificacion se separaron mediante elec-
troforesis en un gel de poliacrilamida desnaturali-
zante (6 %). El revelado de los geles se realiz6 con
tincion de plata (comercializada como Promega
Silver Sequence DNA Staining).
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Asignacion de parentales

Se utilizaron reproductores de dos diferentes es-
taciones de cultivo (A y B) para crear familias de
hermanos completos y se analizaron estas descen-
dencias y el conjunto de reproductores para ocho
loci microsatélites.

Estacion A: el lote de reproductores estaba com-
puesto por 35 individuos (20 machos y 15 hem-
bras), y de los cruzamientos de 5 machos y 5 hem-
bras se obtuvieron cinco familias de las que se
analizaron, al menos, 10 descendientes por familia.

Estacion B: el lote de reproductores estaba com-
puesto por 28 individuos (9 machosy 19 hembras),
y de los cruzamientos utilizando 6 machosy 6 hem-
bras, se obtuvieron 10 familias de las que se anali-
zaron, en total, 108 descendientes.

Utilizando el programa Cervus 1.0 (Marshall et
al., 1998) se estimo la potencia de estos microsatéli-
tes para identificar correctamente, dentro del stock
de reproductores, a los parentales reales de cada
descendiente. Los resultados se complementaron
con los obtenidos mediante simulacion de descen-
dencias a partir de las frecuencias génicas de los pa-
rentales (Probmax 1.02) (Danzmann, 1997).

Relaciones de parentesco

Los coeficientes de relacion genética (R) entre
individuos se calcularon utilizando el programa
Relatedness 5.0.6 (Queller y Goodnight, 1989). Se
estim6 la capacidad de los loci para clasificar co-
rrectamente a los descendientes como hermanos
completos o no emparentados.

Como muestra se utilizaron las familias descritas
en el apartado anterior, y también ambos lotes de
reproductores.

RESULTADOS Y DISCUSION
Variabilidad de los loci microsatélites

El éxito de los estudios de parentesco depende
en gran medida de los niveles de variacion genéti-
ca que sean detectables en las muestras en estudio,
ya que las probabilidades de acierto aumentan con
el namero de loci ensayados, el nimero de alelos
por locus y las frecuencias génicas de éstos
(Chakraborty, Meagher y Smouse, 1988). La tabla I
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muestra los valores de PIC (contenidos de informa-
cién polimorfica) de cada uno de los 8 loci microsa-
télites en cada lote de reproductores. El lote de re-
productores de la estacion A presenta, en 5 de los 8
loci analizados, valores de PIC superiores al 70 %,
que se considera un valor informativo para este tipo
de analisis (Blouin et al., 1996). Sin embargo, los re-
productores de la estacion B presentan valores ba-
jos de PIC para todos los microsatélites y s6lo uno
de ellos se consideraria potencialmente informati-
vo. En la tabla I se incluyen otros descriptivos de va-
riabilidad, como la heterocigosidad media (He),
que oscila entre el 0,66 de la estacion By el 0,73 de
la estacion A.

Estos resultados apuntan a una primera conclu-
sion en el sentido de que, por la propia dinamica
de la acuicultura, en la que en cada estacion se cul-
tiva un stock de reproductores con caracteristicas
propias, los resultados generales obtenidos con loc:
microsatélites tienen que ser comprobados en cada
caso concreto.

Asignacion correcta de individuos a sus parentales

Se planteaba comprobar, como un objetivo den-
tro de este trabajo, la capacidad de asignacion de
un individuo a sus verdaderos padres considerando
la variabilidad genética de los loci microsatélites es-
tudiados. Para ello se utiliza el paquete informatico
Cervus (Marshall et al., 1998), que ha sido disenado

Tabla I. Resumen de estadisticos para la inferencia de pa-

ternidades de ocho loci microsatélites en las estaciones A 'y

B de cultivo de rodaballo. (PIC (m)): valor medio del con-

tenido de informacion polimorfica; (He): heterocigosidad;

(Na): nimero medio de alelos por locus; (N.?): namero de

reproductores analizados. Se destacan los valores de PIC su-
periores al 70 %.

PIC
Locus Estacion A Estacion B
Smax-01 0,718 0,639
Smax-02 0,537 0,700
Smax-03 0,807 0,614
Smal-125 0,723 0,606
Sma3-8 0,647 0,532
Sma3-12 0,516 0,480
Sma3-129 0,779 0,625
F1-OCA19 0,723 0,601
PIC (m) 0,681 0,600
He 0,730 0,659
Na 6,88 6,13
N.2 35 28
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para marcadores codominantes y que, a partir de
las frecuencias alélicas de los loci, utiliza procedi-
mientos de maxima probabilidad para asignar pa-
ternidades. La tabla II muestra los resultados de es-
ta asignacion en cada uno de los tres supuestos
siguientes.

1) Con los datos obtenidos de la situacién expe-
rimental real, en la estaciéon A se comprobo, traba-
jando con los 50 descendientes disponibles, que el
porcentaje de ellos es asignado correctamente a sus
padres dentro del total (n = 35) de reproductores
de la estacion. En el caso de la estacion B, los 108
descendientes se asignan entre los 28 reproducto-
res que constituyen el lote. En este caso se com-
prueba que la asignacion correcta a sus dos paren-
tales es del 81,2 % cuando se trabaja en la estacion
A, porcentaje que desciende al 40,7 % cuando nos
referimos a la estacion B (tabla Ila).

Para explicar estos resultados hay que recordar lo
comentado en el apartado anterior (tabla I) respec-
to a los bajos valores de PIC que presentaban en los
reproductores de la estacion B, 7 de los 8 loci mi-
crosatélites que aqui se analizan. Esta baja variabili-
dad justificaria las dificultades de asignaciéon encon-
tradas, sobre todo cuando se dispone de un numero
bajo de familias, como ocurre en nuestro estudio.

2) Cuando se realiza una simulacién mediante el
paquete informatico Probmax 1.02 (Danzman,
1997). En cada una de las dos estaciones se eligen
5 machos y 5 hembras de entre los reproductores
utilizados para obtener las familias y, con el pro-
grama, se simulan todos los cruzamientos posibles
entre ellos (aumentando el namero de familias: de
5a 25 en la estacion A, y de 10 a 25 en la estacion
B); posteriormente, se comprueba cuantos de estos
descendientes generados por simulacién (virtua-
les) son correctamente asignados a sus padres.

Los resultados de estas asignaciones (tabla IIb)
muestran que la bateria de microsatélites utilizada
es capaz de asignar correctamente a sus dos paren-
tales al 71,56 % de los descendientes virtuales de la
estacion Ay el 70,5 % en la estaciéon B. El porcen-
taje de asignacién correcta disminuye (el 10 %) en
la estacion A 'y aumenta (el 30 %) en la estacion B.
Estos resultados parecen indicar que el error en la
valoracién del potencial de estimacion del grado
de asignacion depende del ntimero de familias
analizadas, y es tanto mayor cuanto menor es el
PIC de los microsatélites en los reproductores.

3) En este caso se trata de realizar una predic-
cién tedrica sobre la capacidad de asignar correc-
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Tabla II. Porcentajes de asignacion correcta de descendien-
tes a ambos padres utilizando ocho loci microsatélites en
dos estaciones de cultivo de rodaballo. (a): descendencias
reales; (b): descendencias virtuales (generadas por simula-
cion); (c): 10000 ciclos de asignacion iterativos.

Estacion A Estacion B
a) Descendencias reales 81,2 % 40,7 %
N.? de familias 5 10
N.? de descendientes 50 108
b) Descendencias virtuales 71,5 % 70,5 %
N.? de familias 25 25
N.? de descendientes 200 200
c) 10000 ciclos iterativos 75,89 % 69,47 %

tamente los descendientes a sus genitores basados
en los genotipos de los individuos que componen
el lote de reproductores (35 en la estacion A 'y 28
en la B). La simulaciéon es un proceso iterativo en
el que, teniendo como base los genotipos de los re-
productores, se van generando descendencias vir-
tuales y comprobandose el porcentaje de aciertos
cuando se realiza la asignaciéon a sus parentales.
Luego de 10 000 ciclos de asignacién, el 75,89 %
fueron correctos para la estacion Ay el 69,47 % pa-
ra la estacion B (tabla IIc). Los resultados no difie-
ren significativamente de los observados en el se-
gundo supuesto y los niveles de asignacion correcta
se mantienen en torno al 70 %.

Estos resultados permiten concluir que el anali-
sis de estos ocho loci microsatélites permitiria, en
ambas estaciones, niveles de al menos el 70 % de
asignacion correcta de un individuo a sus parenta-
les. Mejorar estos resultados buscando el 100 % de
asignaciones correctas dependerad, en todo caso, de
aumentar el nimero de microsatélites utilizados si
el stock de reproductores en estudio es inamovible,
o si los niveles de variabilidad en el stock son sus-
ceptibles al aumento con la introduccion de nue-
vos reproductores.

Establecimiento de relaciones de parentesco

Con la informacién genética suministrada por
los ocho microsatélites en estudio y mediante el
paquete informatico Relatedness 5.0.6 (Queller y
Goodnight, 1989) se calcul6 el promedio de rela-
ciéon genética R entre individuos o grupos de in-
dividuos. Las expectativas tedricas en hermanos
completos son de R = 0,5, y en medio-hermanos
0,5>R=0,25.
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Los valores medios de R para hermanos comple-
tos, medio-hermanos y no emparentados obtenidos
para cada una de las dos estaciones, utilizando: a)
los datos de familias reales, y b) los obtenidos en la
simulacion, se muestran en las figuras 1a,b y 2a,b.
En todo caso se observan valores medios de R = 0
entre individuos no emparentados, y los valores me-
dios en hermanos completos no difieren de R = 0,5
en tres de los cuatro casos estudiados.

El porcentaje de individuos no emparentados
que forman el total de coeficientes de relacion ge-
nética que se encuentran por debajo del valor R =0
se muestran para cada caso en estudio en las fi-
guras la,b y 2a,b. Segtin estos resultados, elegir in-
dividuos con valores R < 0 entre ellos, permite se-
leccionar, con al menos el 71 % de probabilidad
(descendencias reales, estacion B) individuos no
emparentados, valores que ascienden al 81 % (des-
cendencias generadas por simulacion para la esta-

Loci microsatélites aplicados al cultivo de rodaballo

obtenido en cada caso para los individuos no em-
parentados.

Estos resultados tendrian una aplicacion practi-
ca en la eleccion de individuos no emparentados
como genitores con el objetivo de mantener bajos
niveles de endogamia en la generacion siguiente.

Cuando se aplica este tipo de analisis a los lotes
de reproductores (tabla III), se observa que, si con-
sideramos todos los cruzamientos posibles, el 19 %
en la estaciéon A 'y el 28 % en la B estarian utilizan-
do individuos con un alto grado de parentesco, lo
que, a corto plazo, acumularia altos niveles de en-
dogamia, potencialmente desfavorables para los
rendimientos del cultivo.

Tabla III. Distribucién por rangos de los coeficientes de re-
lacién genética (R) entre los individuos reproductores de
dos estaciones para el cultivo de rodaballo (%).

cion A), 87 % (descendencias generadas por simu- Estacion A Estacion B
lacion para la estacion B) y 100 % (descendencias R<0 55,2 49,5
reales en la estacion A) en los otros casos estudia- 0<R<=0,25 25,4 22,2
dos. Estos resultados mejoran si se utiliza como va- 0,25 <R 0,50 155 19,0
L. . R > 0,50 3,9 9,3
lor critico, en lugar de R = 0, el valor medio de R
R<0 44 g
100 % no emparentados 1 ] Q)
| |
R < Rm (no emparentados) r~ ~10wy N/ A
100 % no emparentados 7/ AL "
81
! \ ]
’l 6 . n
7 b9 S s
g B
// 2 1 " e '
[ \—-—-—\""‘-——k [

N )

)
Q3 NS .Q(?

N e AN T T BT TU R B (L TE I B

R
NI NI I N RIS

N QY QY

= Hermanos completos Rm = 0,4885

— —=—-No emparentados Rm = -0,0782

R<0 44 %

81 % no emparentados 12 | b)
Figura 1. Distribucién de coeficien- R < Rm (no emparentados) 10 1 .
tes de relacion genética entre pares 85 % no emparentados By arrkag, fonn
de individuos en la estacion A utili- e AL s L.

.. P > ~ u
zando ocho loci microsatélites. Se > » ‘!\ L
IR . P 2 "4 »

muestra, también, el porcentaje de ’ 4 e S 2 .,
individuos no emparentados que 4 ot 'y .2' " ‘g‘ x>, -
forman el total de coeficientes de re- [P ot 4Vl Sl BN Nt _—
lacion genética que se encuentran R) N N N
por debajo del valor R =0 o R <Rm Q\i” ,QQP §‘§° ,%(? S‘;f? ,@’ §§<«3 %&“ %'}i" Q %ﬂé’) Q Qq\.fﬁ

(no emparentados). (a): descenden-
cias reales (5 familias); (b) descen-
dencias generadas por simulacion

=——Hermanos completos Rm = 0,3630
= =a= =Medio-hermanosRm =0,1368

— —=—-No emparentados Rm = -0,0848
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Figura 2. Distribucién de coeficien-
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