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Abstract

The study proposes the identification of genetic markers to differentiate between wild and captive-bred
gilthead sea bream, as well as distinguishing between different populations of gilthead sea bream. A nucleus
of wild breeders and two batches of young gilthead sea bream will be used: one wild and one raised in
aquaculture cages. DNA extraction will be performed from the caudal fins, followed by quantification and
integrity analysis. Two multiplex PCRs containing 11 microsatellites each will be used for genotyping all
DNA samples, resulting in genotyping for 22 microsatellite markers. Additionally, genomic DNA
sequencing and bioinformatic analysis will be carried out for a subset of 60 animals to further characterize
genetic differences. As for phenotypic characterization, the batches of young gilthead sea bream will be
sacrificed to measure growth characteristics, morphology, canal quality, and meat quality. The study is
based on previous scientific references, including multiplex PCR methodologies, DNA sequencing,
bioinformatics analysis, as well as analysis of meat quality and fatty acid profiles in fish. The ultimate goal
is to establish genetic markers and phenotypic characteristics to differentiate between wild and captive-
bred gilthead sea bream, as well as to characterize gilthead sea bream populations in the Mediterranean
Sea.

Resumen

El estudio propone la identificacion de marcadores genéticos para diferenciar entre doradas salvajes y
criadas en cautividad, asi como para distinguir entre diferentes poblaciones de doradas. Se utilizara un
nucleo de reproductores salvajes y dos lotes de doradas jovenes: uno salvaje y otro criado en jaulas de
acuicultura. La extraccion de ADN se realizara de las aletas caudales, seguida de su cuantificacion y analisis
de integridad. Se utilizaran dos PCR multiplex que contienen 11 microsatélites cada una para el genotipado
de todas las muestras de ADN, lo que resultara en el genotipado de 22 marcadores microsatélites. Ademas,
se llevara a cabo la secuenciacion del ADN gendmico y su analisis bioinformatico para un subconjunto de
60 animales, con el objetivo de caracterizar ain mas las diferencias genéticas. En cuanto a la caracterizacion
fenotipica, se sacrificaran los lotes de doradas jovenes para medir caracteristicas de crecimiento,
morfologia, calidad del canal y de la carne. El estudio se fundamenta en referencias cientificas previas,
incluyendo metodologias de PCR multiplex, secuenciacion de ADN y analisis bioinformaticos, asi como
analisis de calidad de carne y perfil de 4cidos grasos en peces. El objetivo final es establecer marcadores
genéticos y caracteristicas fenotipicas que permitan diferenciar entre doradas salvajes y criadas en
cautividad, caracterizar las poblaciones de doradas en el Mar Mediterraneo, asi como identificar peces
escapados desde instalaciones de acuicultura en capturas de la pesca extractiva.

Introduccién

La dorada (Sparus aurata) es la tercera especie de mayor produccion en acuicultura en Espafa, ya que
supuso el 95,8% del total de la oferta en el mundo, frente al 4,2% de la pesca extractiva (APROMAR,
2023). Uno de los principales problemas que tiene el consumidor es la trazabilidad de la especie, que, en
ocasiones, provoca que se tengan dudas sobre la procedencia (cultivada vs. salvaje) de las doradas que
llegan a los puntos de venta. Esta problematica se potencia por la ocurrencia de escapes masivos y la entrada
en el mercado de doradas procedentes de instalaciones de acuicultura capturadas por la pesca extractiva y
etiquetadas como salvajes, afectando a las poblaciones salvajes en la competencia por el alimento, la
transferencia de parasitos y enfermedades (Grigorakis and Rigos 2011). Este tultimo punto es
particularmente importante en casos en los que los peces de cultivo son genéticamente divergentes porque
provienen de diferentes areas geograficas o han sido domesticados (Segvi¢-Bubi¢ et al., 2014). Varias
décadas de eventos de escape en las poblaciones silvestres de dorada en el Mar Adriatico, han provocado
cambios genéticos en numerosas poblaciones silvestres como resultado de la introgresion genética de peces
de cultivo (Segvi¢-Bubi¢ et al., 2014). Es por ello por lo que hemos de tener en cuenta, que estos escapes
de las jaulas pueden llegar a producir un aumento de la diversidad genética y/o la descomposicion de los
complejos genéticos adaptados localmente, reduciendo asi la capacidad competitiva y la aptitud general
(Segvi¢-Bubi¢ ef al. 2017). Una de las herramientas que nos pueden dar unos conocimientos sobre las
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poblaciones, son los marcadores microsatélites (Lee-Montero et al. 2013). El objetivo del presente estudio
es establecer marcadores genéticos y caracteristicas fenotipicas que permitan diferenciar entre doradas
salvajes y criadas en cautividad, asi como caracterizar las poblaciones de doradas en el Mar Mediterraneo.

Materiales y métodos

Para llevar a cabo este estudio se van a utilizar reproductores salvajes (ReproWild, n=27), pertenecientes
al Instituto Espafiol de Oceanografia (Planta de Cultivos de Mazarron), que provienen del Mar
Mediterraneo y que nunca han sido seleccionados. Ademads, se emplearan dos lotes de doradas jovenes de
tamafio comercial: uno salvaje (YoungWild, n = 150) procedente del Mar Mediterraneo, y otro lote
proveniente de jaulas de engorde de acuicultura (YoungCage, n = 150). Para todos los individuos se
realizara la extraccion de ADN de la aleta caudal mediante el kit DNeasy (QIAGEN®), seguida de su
cuantificacion mediante NanoDrop™ y Qubit. La integridad del ADN se verificard mediante un gel de
agarosa al 1% con visualizacion mediante tincion con bromuro de etidio bajo iluminacion UV. Las muestras
se conservaran a -80°C para analisis posteriores.

Para el genotipado, se llevara a cabo el uso de dos PCR multiplex, cada una compuesta por 11
microsatélites, como se describe en Lee-Montero et al. (2013), denominadas SMsal y SMsa2
(SuperMultiplex Sparus aurata), 1o que resultara en el genotipado de 22 marcadores microsatélites para un
total de 327 doradas. Ademas, se realizara la secuenciacion del ADN gendmico y su analisis bioinformatico
segun el protocolo descrito por Suarez-Mesa et al. (2023), utilizando un minimo de 20 Gb de datos de
secuenciacion por muestra, con un total de 60 animales, distribuidos en grupos de 20 animales cada uno.

Los lotes de doradas jovenes (n=300) seran sacrificados para la medicion de caracteres de crecimiento (peso
y talla) y morfologia del pescado utilizando IMAFISH. También se evaluard la calidad del canal
(rendimiento canal y rendimiento filete) y de la carne (contenido de humedad, grasa y proteina, asi como
el perfil de acidos grasos), segiin el método descrito por Vallecillos ef al. (2023).
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