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RESUMEN EJECUTIVO (MAXIMO 10 PAGINAS)

PROGENSA® es un proyecto que solo puede llevarse a cabo desde la integracion
coordinada del trabajo en su conjunto, debido a que todas las CCAA hacen engorde y
mantenimiento de las mismas familias en sus propias condiciones, especialmente en su
altimo afio de desarrollo, 2011. En este sentido, los resultados no pueden ser
analizados por CCAA sino de todas en su conjunto.

Durante el desarrollo del proyecto se han llevado a cabo Reuniones Cientifico-
Técnicas, con el fin de matizar las actuaciones a seguir y desarrollar adecuadamente
los objetivos del proyecto, a la vez que el desarrollo de la parte comprometida de los
objetivos mediante la realizacidon de diversas Actividades.

Reuniones Cientifico-Técnicas

e Durante 2009 (primera anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes

reuniones, tal y como se indicé en el informe de 2009:

o

O

Reunion en Gran Canaria el 16-17 de julio de 2009 (ver; Acta reunion
PROGENSA® del 16 al 17.07.09)

Reunién en el Xll Congreso Nacional de Acuicultura - Madrid el 25 de
noviembre de 2009 (ver; Acta reunion PROGENSA® del 25.11.09)

e Durante 2010 (segunda anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes

reuniones, tal y como se indic6 en el informe de 2010:

o

o

Reunién en Gran Canaria el 3-5 de febrero de 2010 (ver; Acta reunion
PROGENSA® del 3 al 5.02.10)

Reunion en mediante SKYPE el 26 de noviembre de 2010 (ver; Acta
reuniéon PROGENSA® del 26.11.10)

e Durante 2011 (segunda anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes

reuniones, tal y como se indica en el presente informe final, que engloba los
resultados de 2011:

o

O

Actividades

Reunién en el XIIl Congreso Nacional de Acuicultura - Casteldefells del
21-24 de noviembre de 2011 (ver; Acta reunion PROGENSA® del 21-
24.11.2011)

Reunién en Oviedo del 22-23 de febrero de 2012 (ver; ACTA reunién
PROGENSA® del 22-23.02.2012)

e Durante 2009 (primera anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes

actividades:

o

o
(@]
(@]
(@]

Reproductores y Obtencién de Puestas

Cultivo Larvario

Crecimiento, Recepcion y Traslado de Alevines

Marcaje y Traslado de Peces a la Empresa

Engorde de peces en centros de investigacion de las CCAA, las empresas y
muestreos



o Disefio de reacciones multiplex de PCR de marcadores microsatélites

e Durante 2010 (segunda anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes
actividades:

Puesta a punto de multiplex de PCR

Engorde y muestreo de alevines

Sacrificio de los peces

Convenio PROGENSA®

Bases de Datos (BD"ROCENSA®)

Banco de muestras

Patentabilidad

Catélogo de malformaciones

Propuesta de renovacién de PROGENSA®-2011

O

O O O O O O O O

e Durante 2011 (tercera anualidad del proyecto), ser realizaron las siguientes
actividades:

o Engorde de juveniles en empresas y centros de investigacion.

o Caracterizacion genética de reproductores y descendientes (Genotipado)

o Andlisis de caracteres de crecimiento, rendimiento, calidad del pez y de la
carne.

o Analisis estadistico de los caracteres dentro de CCAA y entre CCAA

o Estudio de la interaccion Genotipo-Ambiente en el conjunto de todas CCAA..

o Estudio de parametros genéticos para los caracteres de crecimiento,
rendimiento, calidad del pez y de la carne en el conjunto de las CCAA,
considerando las heredabilidades, las correlaciones genéticas y fenotipicas.

Resultados mas destacables

e Que los objetivos comprometidos en PROGENSA® se han consiguiendo en
formay plazo.

e Que se ha desarrollado metodologia y organizacion que permite imbricar la
mejora genética en el sistema de produccion de dorada en Espafia, poniendo en
valor para las empresas la explotacién adicional del talento genético de los
peces para caracteres de interés comercial.

e Que los desarrollos llevados a cabo en el contexto de PROGENSA® constituyen
en si mismos transferencia de conocimiento, ya que han sido realizados con las
propias empresas del sector y bajo sus condiciones de produccion industrial.

e Que PROGENSA® ha generado una red, desde la perspectiva de la genética
aplicada, entre los centros autonémicos con competencia en acuicultura de
aquellas CCAA donde se lleva a cabo el cultivo de dorada, promocionando
capacitacién y formacion especifica al efecto.



1.-DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Desarrollo de un prO%rama piloto de mejora genética en dorada
(Sparus aurata L.) (PROGENSA"™)

FECHAS DE REALIZACION: 2009 — 2010 - 2011

PRESUPUESTO TOTAL EN EUROS:

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO
Nombre y Apellidos: JUAN MANUEL AFONSO LOPEZ
Organismo/ Centro: UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN
CANARIA / INSTITUTO UNIVERSITARIO DE SANIDAD ANIMAL Y

SEGURIDAD ALIMENTARIA
Correo electrénico: jafonso@dpat.ulpgc.es

Comunidades Auténomas participantes
o CCAA de Andalucia
o CCAA de Canarias
o CCAA de Catalufia
o CCAA de Murcia

2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL
2.1. OBJETIVOS

Con la presente propuesta se pretende protocolizar metodologia que ponga al
alcance del sector industrial de dorada de nuestro pais la posibilidad de
desarrollar esquemas de seleccion en esta especie mediante la definicion de
caracteres de interés comercial, el estudio de parametros genéticos, la
estimacion de la interaccion genotipo-ambiente y la gestién de reproductores
bajo los propios condicionantes de la industria, dando asi un valor afiadido a
los productos de acuicultura.

2.3. METODOLOGIA (muy resumida)

Para abordar los objetivos propuestos se ha hecho una labor fundamental de
coordinacion en; a) cuales y como deben ser medidos los caracteres, b)
utilizando como referencia de los procesos los sistemas empleados por el
sector industrial, c) las propias empresas y sus sistemas de produccion para
llevar a cabo el proyecto, d) cuantificacion de los caracteres de forma
simultdnea en todos los sistemas de produccion probados (jaulas y esteros,
continentales e insulares).
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2.4. RESULTADOS

e Que los objetivos comprometidos en PROGENSA® se han consiguiendo en
forma y plazo.

e Que se ha desarrollado metodologia y organizacion que permite imbricar la
mejora genética en el sistema de produccibn de dorada en Espafa,
poniendo en valor para las empresas la explotacion adicional del talento
genético de los peces para caracteres de interés comercial.

e Que los desarrollos llevados a cabo en el contexto de PROGENSA®
constituyen en si mismos transferencia de conocimiento, ya que han sido
realizados con las propias empresas del sector y bajo sus condiciones de
produccion industrial.

¢ Que PROGENSA ha generado una red, desde la perspectiva de la
genética aplicada, entre los centros autonOmicos con competencia en
acuicultura de aquellas CCAA donde se lleva a cabo el cultivo de dorada,
promocionando capacitacion y formacion especifica al efecto.

2.5. CONCLUSIONES/APLICABILIDAD DE LOS RESULTADOS DEL PLAN

La conclusién mas importante de PROGENSA® es que a través del desarrollo
e integracion de herramientas de biologia molecular, sistemas fisicos de
marcaje, o identificacion individual, e integracion de la trazabilidad genética de
los animales dentro del propio sistema de produccion de dorada en Espafa,
ha sido demostrado que es posible la imbricacion de esquemas de seleccién
genética en la industria, sin modificar en modo alguno el sistema de
produccion de dorada de nuestras empresas espafolas, proporcionando
beneficios econdmicos adicionales a éstas y por ende valor afadido al
producto final.

2.6. VALORACION

Todos los miembros del consorcio PROGENSA® consideramos que el
proyecto ha sido en si mismo un hito, por el modo de organizacion de la
informacion de cara a poder cumplir con todos los objetivos propuestos en el
proyecto, no soélo desde el punto de vista cientifico y técnico sino también
desde el punto de vista administrativo, ya que todos los niveles han sido de
gran importancia.

PROGENSA® es un proyecto multidisciplinar, en el que la sincronizacién es
basica para desarrollar muchos aspectos de la biologia y caracterizacion de
dorada como son la madurez sexual de los reproductores en latitudes y
longitudes diferentes, las condiciones de cultivo larvario, el trasiego de larvas
entre Centros de Investigacion de cada CCAA, etc.., lo que demanda un gran
despliegue logistico y profesionalidad por parte de todos los agentes. Decir
qgque ninguna de las CCAA autdnomas participantes ha escatimado en



esfuerzo para conseguir que los objetivos propuestos en el proyecto se
cumpliesen en plazo y forma. Valgan como ejemplo;

e La rigurosidad con la que cada una de las CCAA aplico el protocolo de
transporte de larvas entre CCAA, uno de los puntos criticos del proyecto.
En el caso del intercambio de larvas entre centros ubicados en la
peninsula, los propios investigadores (Alicia Estévez de Catalufia) han sido
quienes han transportado las larvas (Cataluifia-Andalucia-Murcia), debido a
la imposibilidad de que las empresas de transporte urgente garantizaran la
ejecucion del protocolo de transporte disefiado. Como resultado, la
mortalidad larvaria debido al transporte fue despreciable (1 — 5 larvas de
entre ~ 1.400 peces por lote).

e El cambio de empresas que garantizaran el éxito del proyecto. Este fue el
caso de la empresa CUPIMAR que fue cambiada por la empresa PIMSA,
tal y como fue sugerido por Manuel Manchado (Andalucia), por varias
razones: 1) Condiciones singulares en cuanto caracteristicas fisico-
quimicas del agua y caracteristicas de los esteros; 2) Disponibilidad de
esteros en exclusiva para el desarrollo del proyecto hasta tallas grandes; 3)
Existencia previa de convenios de colaboracién para el desarrollo de tareas
de investigacion.

¢ La unificacion de criterios para el analisis de caracteres.

e La unificacién de criterios para la puesta a punto de PCR multiplex de
marcadores microsatélites en la caracterizacién genética de reproductores
y descendientes, incluso mediante la disponibilidad para llevar a cabo un
seminario experimental en Gran Canaria, durante la reunién del 3-5 de
febrero de 2010.

e La unificacién de criterios para el establecimiento de las bases de datos.

e La perfecta sincronizacion de las fechas de muestreo y/o sacrificio en
centros de investigacion y empresas participantes, a pesar de la gran
diversidad entre instituciones en cuanto a logistica y disponibilidad.

e La distribucion de competencias por grupo de investigacion, analisis de
variables, segun nivel de especializacion.

e La oportunidad de constituir bancos de muestras genealégicamente
controladas y rendimientos productivos asociados, como un preambulo
para la constitucibn de un repositorio biolégico a disposicion de la
comunidad investigadora.

e EIl andlisis unificado de mas de 4000 peces al sacrificio para todo el
volumen de caracteres comprometidos en el proyecto.



Por otro lado, resefiar que el caracter multidisciplinar del proyecto ha sido una
gran ventaja para el desarrollo del mismo ya que nos ha permitido disponer de
profesionales de la maxima calidad. Esto ha sido muy importante porque un
estudio de las caracteristicas del proyecto PROGENSA® requiere de una
perfecta coordinacion de todas las CCAA y agentes que participen en el
mismo; desde los Jefes de Servicio de las CCAA, quienes han apoyado y
ajustado sus decisiones a los requerimientos necesarios para poder
desarrollar el proyecto, hasta las empresas colaboradoras, quienes han
sincronizado sus esquemas de produccion con la evolucion del proyecto e
incorporado los lotes S-Empresa en forma y plazo.

2.7. DIFUSION

Se han llevado a cabo diversas acciones de difusion a través de distintas vias
como son paginas web, revistas divulgativas, conferencias, congresos
nacionales e internacionales y revistas con indice de impacto.

2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

El proyecto ha salido bien, en forma y plazo, habiéndose detectado
Gnicamente una disfuncion en la ejecucion del presupuesto del ultimo afio en:

e la CCAA de Murcia, como es la incorporacion a los presupuestos corrientes
de dicha CCAA y su posterior transferencia a los organismos de
investigacion adscritos a la misma.

e la CCAA de Andalucia, tales como es la paralizacion de la gestion
administrativa de su presupuesto en la segunda parte del afio 2011, por
falta de fondos en la administracion gestora.



INFORME FINAL EXTENSO

1.-DATOS ADMINISTRATIVOS

TITULO: Desarrollo de un programa piloto de mejora genética en dorada (Sparus
aurata L.) (PROGENSA®)

FECHAS DE REALIZACION

Inicio: 2009
Finalizacion: 2011

PRESUPUESTO TOTAL EN EUROS

DATOS DEL COORDINADOR DEL PROYECTO

Nombre y Apellidos: JUAN MANUEL AFONSO LOPEZ

Organismo/ Centro: UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA /
INSTITUTO UNIVERSITARIO DE SANIDAD ANIMAL Y SEGURIDAD
ALIMENTARIA

Departamento: DIVISION DE ACUICULTURA Y GENETICA MARINA

Teléfono: 928 459735

Fax: 928 459288

Correo electronico: jafonso@dpat.ulpgc.es

Direccion postal completa: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas



PARTICIPANTES por cada Comunidad Autdnoma
CENTROS DE INVESTIGACION

CCAA de CANARIAS

Tipo de centro: UNIVERSIDAD

Nombre: UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA
CIF: Q-3518001-G

Nombre Representante Legal: JOSE REGIDOR GARCIA

Tipo de centro: INVESTIGACION

Nombre: INSITUTO CANARIO DE CIENCIAS MARINAS

CIF: S-3511001-D

Nombre Representante Legal: HIPOLITO FERNANDEZ-PALACIOS

Tipo de centro: EMPRESA

Nombre: CANARIAS DE EXPLOTACIONES MARINAS S.L.
CIF: B-35508431

Nombre Representante Legal: CARLOS RENDON

Tipo de centro: UNIVERSIDAD

Nombre: UNIVERSIDAD POLITECNICA DE MADRID

CIF: Q-2818015-F

Nombre Representante Legal: JAVIER UCEDA ANTOLIN

CCAA de ANDALUCIA

Tipo de centro: INVESTIGACION

Nombre: INSTITUTO ANDALUZ DE INVESTIGACION Y FORMACION
AGRARIA, PESQUERA, ALIMENTARIA Y DE LA PRODUCCION
ECOLOGICA

CIF: Q-41006892-A

Ngmbre Representante Legal: FRANCISCO JAVIER DE LAS NIEVES
LOPEZ

Tipo de centro: EMPRESA

Nombre: CULTIVOS MARINOS DEL SUR S.A.

CIF: A-41134487

Nombre Representante Legal: ALBERTI BETI LLORENTE

Tipo de centro: EMPRESA

Nombre: PESQUERIAS ISLA MAYOR S.A.

CIF: A-28029247

Nombre Representante Legal: LUIS CONTRERAS MANRIQUE



CCAA de MURCIA

Tipo de centro: UNIVERSIDAD

Nombre: UNIVERSIDAD DE MURCIA

CIF: Q-3018001-B

Nombre Representante Legal: JOSE ANTONIO COBACHO GOMEZ

Tipo de centro: UNIVERSIDAD

Nombre: UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CARTAGENA
CIF: Q-8050013-E

Nombre Representante Legal: FELIX FAURA MATEU

Tipo de centro: INVESTIGACION

Nombre: CONSEJERIA DE AGRICULTURA Y AGUA

CIF: S-30110001-|

Nombre Representante Legal: ANTONIO CERDA CERDA

Tipo de centro: EMPRESA

Nombre: SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO S.L.
CIF: B-73083875

Nombre Representante Legal: ANGEL MARIA LOPEZ SANCHEZ

CCAA de CATALUNA

Tipo de centro: INVESTIGACION

Nombre: INSTITUT DE RECERCA I TECNOLOGIA
AGROALIMENTARIES

CIF: Q-5855049-B

Nombre Representante Legal: JOSEP M. MONFORT | BOLIVAR

Tipo de centro: UNIVERSIDAD

Nombre: UNIVERSIDAD DE OVIEDO

CIF: Q-3318001-

Nombre Representante Legal: VICENTE GOTOR SANTAMARIA

Tipo de centro: EMPRESA

Nombre: CULTIVOS MARINOS DEL MARESME S.A.

CIF: A-60198728

Nombre Representante Legal: ANTONIO MARZOA NOTLEVSEN



DATOS DE LOS INVESTIGADORES

CCAA de CANARIAS

Apellidos: Afonso Lopez

Nombre: Juan Manuel

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Division de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928459735

Fax.: 928459822

Correo electrdnico: jafonso@dpat.ulpgc.es

Direccion Postal: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas

Apellidos: Zamorano Serrano

Nombre: Maria Jesus

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Division de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928454354

Fax.: 928459822

Correo electréonico: mzamorano@dpat.ulpgc.es

Direccion Postal: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas

Apellidos: Ginés Ruiz

Nombre: Rafael

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Division de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928454361

Fax.: 928459822

Correo electrénico: rgines@dpat.ulpgc.es

Direccion Postal: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas

Apellidos: Navarro y Guerra del Rio

Nombre: Ana

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Divisién de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928459734

Fax.: 928459822

Correo electrénico: anadeagaete@gmail.com

Direccion Postal: C/. Trasmontafa s/n. 35413 - Arucas
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Apellidos: Negrin Baez

Nombre: Davinia

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Division de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928459734

Fax.: 928459822

Correo electrénico: davineba@gmail.com

Direccion Postal: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas

Apellidos: Roo Filgueiras

Nombre: Francisco Javier

Organismo: Gobierno de Canarias

Centro: Instituto Canario de Ciencias Marinas

Departamento: Cultivos Marinos

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928132900

Fax.: 928132909

Correo electrénico: jroo@iccm.rcanaria.es

Direccion Postal: Carretera de Taliarte, s/n. 35200 Telde - Gran Canaria

Apellidos: Lee Montero

Nombre: lvonne

Organismo: Universidad de Las Palmas de Gran Canaria

Centro: Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria
Departamento: Division de Acuicultura y Genética Marina

Equipo: Grupo de Investigacion en Acuicultura

Teléfono: 928459734

Fax.: 928459822

Correo electrénico: ivodani@gmail.com

Direccion Postal: C/. Trasmontafia s/n. 35413 - Arucas

Apellidos: Sanchez Sanchez

Nombre: Juan

Organismo: Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses
Centro: INTCF - San Cristobal de La Laguna

Departamento: Departamento de canarias

Equipo: --

Teléfono: 922651380

Fax.: 922633536

Correo electrénico: jjsanchz@ull.es

Direccion Postal: Campus de Ciencias de la Salud. 38320. La Laguna.
Tenerife
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Apellidos: Toro Ibafiez

Nombre: Miguel Angel

Organismo: Universidad Politécnica de Madrid
Centro: Escuela de Ingenieros Agronomos
Departamento: Genética

Equipo: --

Teléfono: 922651380

Fax.: 922633536

Correo electrénico: jjsanchz@ull.es
Direccion Postal: Campus de Ciencias de la Salud. 38320. La Laguna.
Tenerife

CCAA de ANDALUCIA

Apellidos: Manchado Campafa

Nombre: Manuel

Organismo: Junta de Andalucia

Centro: IFAPA "El Torufio"

Departamento: Laboratorio de Biologia Molecular

Equipo: Laboratorio de Biologia Molecular

Teléfono: 956011315

Fax.: 956011324

Correo electrénico: manuel.manchado.ext@juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Nacional IV 654a Camino Tiro de Pichén - 11500
El Puerto de Santa Maria (Cadiz)

Apellidos: Aparicio Puertas

Nombre: Manuel

Organismo: Junta de Andalucia

Centro: IFAPA "El Torufio"

Departamento: Laboratorio de Biologia Molecular

Equipo: Laboratorio de Biologia Molecular

Teléfono: 956011315

Fax.: 956011324

Correo electrénico: manuel.aparicio.ext@juntadeandalucia.es
Direccion Postal: Ctra. Nacional IV 654a Camino Tiro de Pichén - 11500
El Puerto de Santa Maria (Cadiz)

Apellidos: Crespo Rodriguez

Nombre: Ana Manuela

Organismo: Junta de Andalucia

Centro: IFAPA "El Torufio"

Departamento: Laboratorio de Biologia Molecular
Equipo: Laboratorio de Biologia Molecular

Teléfono: 956011315

Fax.: 956011324

Correo electronico: ana.crespo.ext@juntadeandalucia.es
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Direccién Postal: Ctra. Nacional IV 654a Camino Tiro de Pichén - 11500
El Puerto de Santa Maria (Cadiz)

Apellidos: Martin

Nombre: Nuria

Organismo: Junta de Andalucia

Centro: IFAPA "El Torufio"

Departamento: Laboratorio de Biologia Molecular

Equipo: Laboratorio de Biologia Molecular

Teléfono: 956011315

Fax.: 956011324

Correo electronico: nuria.martin.ext@juntadeandalucia.es
Direccién Postal: Ctra. Nacional IV 654a Camino Tiro de Pichon - 11500
El Puerto de Santa Maria (Cadiz)

CCAA de CATALUNA

Apellidos: Estévez Garcia

Nombre: Alicia

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries (IRTA)
Centro: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries
Departamento: Unidad de Cultivos Experimentales

Equipo: Unidad de Cultivos Experimentales

Teléfono: 977745427

Fax.. 977744138

Correo electrénico: alicia.estevez@irta.es

Direccién Postal: Ctra. Poble Nou Km 6. San Carlos de la Rapita. 43540
Tarragona

Apellidos: Duncan

Nombre: Neil John

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries (IRTA)
Centro: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries
Departamento: Unidad de Cultivos Experimentales

Equipo: Unidad de Cultivos Experimentales

Teléfono: 977745427

Fax.: 977744138

Correo electrénico: Neil.Duncan@irta.cat

Direccion Postal: Ctra. Poble Nou Km 6. San Carlos de la Réapita. 43540
Tarragona

Apellidos: Gisbert Casas

Nombre: Enric

Organismo: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries (IRTA)
Centro: Institut de Recerca i Tecnologia Agrolimentaries
Departamento: Unidad de Cultivos Experimentales

Equipo: Unidad de Cultivos Experimentales

Teléfono: 977745427
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Fax.: 977744138

Correo electrénico: enric.gisbert@irta.es

Direccién Postal: Ctra. Poble Nou Km 6. San Carlos de la Rapita. 43540
Tarragona

Apellidos: Aguilera
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2.- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL
2.1. OBJETIVOS INICIALES

 Disefiar PCRs multiplex de marcadores genéticos, microsatélites, que permitan
caracterizar de forma mas rapida y econdmica stocks de reproductores y
descendientes de dorada e inferir sus relaciones de parentesco bajo puesta
masal.

* Maximizar la contribucion en términos del numero de familias a través de
puestas masales controladas que desemboquen en el establecimiento de un
modelo de cruzamientos en los nucleos de reproductores que armonice los
intereses comerciales de la industria con la obtencién de informacién genética en
sus lotes de produccion.

 Cuantificar la interaccion genotipo-ambiente a través de cultivo de distintos lotes
de descendientes provenientes de distintos stocks de reproductores en diferentes
sistemas de cultivo (intensivo y mesocosmos), sistemas de engorde (jaulas
flotantes y esteros) y regiones (insular y continental).

» Estimar las heredabilidades de los caracteres de interés y las correlaciones
genéticas y fenotipicas entre éstos, con el fin de que el sector industrial disponga
de una informacién que le permita tomar decisiones mas adecuadas de cara a
explotar la rentabilidad de sus poblaciones sin modificar sustancialmente su
idiosincrasia de produccion.

2.2. OBJETIVOS REALIZADOS
Todos los objetivos inicialmente propuestos han sido conseguidos.
2.3. METODOLOGIA

Para desarrollar todos los objetivos propuestos se ha desplegado el siguiente
esquema de trabajo que es ilustrado en la figura 1.
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Figura 1. Esquema organizativo y de interrelaciones funcionales entre instituciones participantes (Centros de Investigacion y
Empresas).

2.3.1. Reproductores y Obtencidon de Puestas

Se establecieron tres lotes de reproductores a escala industrial (ICCM,
CULMASUR, PISCIMAR), los cuales fueron marcados con el sistema de marcaje
fisico PIT (TROVAN) y obtenido muestras de aleta caudal para ser conservadas
en alcohol hasta su analisis genético posterior.

Se obtuvieron puestas masales sucesivas con el fin de obtener una mayor
contribucion familiar, que fueron sembradas en cada una de las CCAA, en
condiciones estandar de cultivo intensivo:

o Puestas de los reproductores del ICCM en el ICCM.

o Puestas de los reproductores de CULMASUR en el IFAPA.

o Puestas de los reproductores de PISCIMAR en el IRTA.




2.3.2. Cultivo Larvario

El cultivo larvario se realiz6 en cada uno de los centros de Canarias, Catalufia y
Andalucia (ICCM, IRTA, IFAPA, respectivamente) en Abril de 2009, usando la
metodologia aplicada por Roo et al (2009) desde la etapa de huevos hasta la de
alevines.

El crecimiento y estado general de las larvas se midio a los dias 5, 10, 20, 30, 40,
50 y 65 dia post eclosion del cultivo. Para el proyecto se utilizaron muestras al
azar de la distribucion total.

2.3.3. Crecimiento, Recepciéon y Traslado de Alevines

A dia 84 post eclosion, una muestra de los peces de cada centro fue remitida al
resto de las CCAA, por via aérea o transporte por carretera, utilizando un
protocolo establecido por Javier Roo; cubitainers de 20 litros de agua esterilizada
(UV), con 30 ppt de salinidad, una saturacién de oxigeno de entre 25-30 ppm y
una biomasa de entre 75-85 gramos de dorada (1.400 peces aproximadamente).

Los traslados de las larvas fueron llevadas a cabo entre la segunda quincena de
julio y primera quincena de agosto de 2009.

Los peces recepcionados en cada CCAA a partir de cada una de las CCAA
productoras de alevines (Canaria, Catalufia, Andalucia), se mantuvieron por
separado hasta la talla de marcaje fisico (~ 3 gramos). Durante dicho proceso se
realizaron muestreos para controlar el crecimiento y la mortalidad de los peces.

2.3.4. Marcaje vy Traslado de Peces a la Empresa

Una vez que los alevines de dorada alcanzaron la talla minima de los 3 gramos,
fueron marcados fisicamente con el sistema PIT, siguiendo la metodologia
descrita por Navarro et al (2006). Cada CCAA marcé unos 2.400, entre los cuales
estaban representados proporcionalmente alevines provenientes de cada una de
las CCAA productoras de alevines (Canarias, Catalufia y Andalucia).
Paralelamente, a los alevines marcados se les cortd un trozo de aleta caudal que
fue conservada en etanol hasta el momento de su caracterizacién genética y se
les midieron variables de crecimiento y calidad del pez (deformidades corporales).

Una vez cicatrizada la incision hecha a los peces durante el marcaje, éstos fueron
divididos en dos lotes de aproximadamente 500 peces (S-Estacion) y 1.900 peces
(S-Empresa). En ambos tipos de lotes estuvieron igualmente representadas todas
las CCAA productoras de alevines (1/3 de cada).

Cada CCAA conservo un S-Estacion en sus propias instalaciones con doble
finalidad: a) disponer de un stock de reposicion y b) asegurar el proyecto en caso
de catastrofe en las empresas.



Cada CCAA remitio el resto de los peces marcados, S-Empresa, a la empresa
colaboradora de su comunidad (CANEXMAR, CULTIMAR, PIMSA o SERVICIOS
ATUNEROS DEL MEDITERRANEO).

2.3.5. Engorde de peces en centros de investigacion de las CCAA, las empresas y
muestreos.

Segun las disponibilidades de instalacion de cada CCAA, el lote de peces
S-Estacion fue criado en 1 - 3 tanques, hasta el sacrificio de sus hermanos
criados en las empresas. Durante este periodo han sido medidos caracteres de
crecimiento, malformacion corporal, tasas de retencion del PIT y mortalidad de los
peces.

El lote de peces en las empresas, S-Empresa, es engordado hasta el sacrificio en
condiciones totalmente industriales (esteros, jaulas insulares y jaulas
continentales), los cuales fueron muestreados por primera vez en la primavera de
2010, previamente al sacrificio. Durante todo este periodo los grupos de
investigacion han realizado un seguimiento pormenorizado del control que las
empresas han llevado a cabo sobre los lotes S-Empresa, con el fin de asegurar
gue el tratamiento dado a los lotes ha sido el adecuado.

2.3.6. Disefio de reacciones multiplex de PCR de marcadores microsatélites

Se han disefiado 12 reacciones multiplex de PCR utilizando para ello los
marcadores microsatélites descritos en el mapa genético de dorada BRIDGEMAP
(Franch et al., 2006; Senger et al., 2006), y de otras especies de esparidos con
los siguientes criterios:

o No solapamiento con los marcadores ya puestos a punto en los laboratorios de
la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC) y de la Universidad de
Oviedo (UNIOVI).

o Las distancias de mapa entre marcadores.

o Las temperaturas de fusién de cada cebador.

o El tamafio del amplicon que permita una eficienciente amplificacion de todos los
fragmentos de ADN (Sanchez et al., 2003).

o La distribucién homogénea sobre los brazos cromosomicos.
o Evitando la formacion de estructuras secundarias (Yuryev et al., 2002).

2.3.7. Puesta a punto de multiplex de PCR

Las reacciones multiplex que fueron disefiadas a finales de 2009, usando el mapa
genético de baja densidad descrito para dorada (Senger et al., 2006; Franch et al.,
2006), fueron repartidas entre las CCAA, concretamente 2 multiplex por CCAA.



Para la puesta a punto, inicialmente se hizo una estandarizacion de
procedimientos de las reacciones multiplex, del modo siguiente:

0 Cada CCAA utiliz6 5 muestras suyas y también una muestra de Referencia
definida al efecto, y preparada por la CCAA de Canarias (Ref-A PROGENSA®).

o Cada CCAA hizo una puesta a punto inicial “grosera”, entendiendo por ello
modificaciones de la concentracién de los primers, si bien los laboratorios de la
UNIOVI y UM-UPCT también consideraron la posibilidad de cambiar los
componentes de las PCRs, pero con las limitaciones técnicas especificadas en el
acta de la reunion del 3-5.02.10. (pagina 21).

o Con todas las multiplexs, se hizo un estudio de variabilidad genética sobre 15
muestras no relacionadas entre si, preparadas por la CCAA de Canarias y la
muestra Ref-APROGENSA®. A partir de éste se redisefiaron mas adecuadamente
las reacciones.

o La lectura de los genotipos se hizo en términos del numero de repeticiones y no
del nimero de pares de bases.

0 Se establecieron los cuadros de variabilidad y usabilidad (nUmero de alelos,
dificultad de lectura, rango alélico, heterocigosidades observada y esperada, y
PIC).

o Con toda la informacion anterior se establecieron 3 supermdltiplex de PCR
(SMs-PROGENSA®), con las que caracterizar los nucleos de reproductores y
descendientes intervinientes en el proyecto.

2.3.8. Engorde y muestreo de alevines

Durante el 2010 fueron engordados todos los descendientes provenientes de los
tres nucleos empresariales de reproductores (CULMASUR, PISCIMAR, ICCM),
tanto en empresas de engorde (PIMSA, CULTIMAR, CANEXMAR, SERVICIOS
ATUNEROS DEL MEDITERRANEO), como en los centros autonémicos con
competencia en acuicultura (ICCM, IRTA, IFAPA, IMIDA-ENA), acorde a los
propios condicionantes industriales (biomasa, densidad, sistemas de
alimentacion, etc.). Los muestreos y sacrificio, este ultimo sélo en la CCAA de
Canarias, fueron llevados a cabo siguiendo el siguiente cuadro:

Fecha Talla Tipo  Canarias Catalufia Andalucia  Murcia
~abr. 2010 Juvenil m Si Si Si Si
~sept. 2010 racion / juvenil s/m Si/Si No /Si* No/Si* No/Si*
~dic. 2010 Racién s Si Si Si Si

m = muestreo; s = sacrificio; ¥ = si procede dependiendo de la temperatura y la empresa



2.3.9. Sacrificio de peces

En la CCAA de Canarias se hizo un sacrificio de una muestra de 776 peces
engordados en jaulas flotantes, a tenor de que en Canarias la edad al sacrificio
llega antes que en el Mediterraneo. Este sacrificio persiguid varios fines:

o Disponer de datos de los distintos caracteres comprometidos en el proyecto
(crecimiento, calidad del pez y de la carne), a edades mas tempranas.

o Unificar criterios de analisis de variables en fresco entre todas las CCAA y
grupos de investigacion, y secuenciacion de las mismas para mantener los
estandares de calidad debido al alto nUmero de peces, tal y como requiere el
proyecto. Para facilitar la labor a todos los grupos de investigacién del proyecto,
se hicieron dos videos, con los que a su vez se generd un soporte de divulgacion:

- Uno donde se describié graficamente la secuenciacion de variables a
analizar: (http://www.youtube.com/watch?v=baYgIEECAbU).

- Otro donde el coordinador del proyecto relata los objetivos del mismo, su la
aplicacion, asi como otros detalles de interés:
(http://www.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0).

2.3.10. Convenio PROGENSA®

Debido al numero de instituciones implicadas y posibles derivaciones tecnolégicas
y de patentes del proyecto, se establecié un procedimiento para elaborar un
convenio que definiese:

0 Los compromisos de las partes

o El seguimiento del convenio

o La duracion del Convenio

o La confidencialidad de la informacién

o Los resultados del proyecto

o La propiedad intelectual

0 La propiedad industrial

0 La colaboracion en la proteccion de resultados
o La confidencialidad y publicacion de los resultados
o La jurisdiccion

o Los Interlocutores

o La colaboracion entre los firmantes

Dicho convenio se encuentra en fase de firma por todas las instituciones
intervinientes.

2.3.11. Bases de Datos (BDPROCENSA®y

Para la generacién de so6lo una base de datos global, que permita el analisis
integral y particular de la informacion, se generd un sistema unificado de datos en
Excel y Access, el cual fue distribuido en un seminario realizado al efecto dentro
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del contexto de la reunidn celebrada en Gran Canaria entre 2-5 de febrero de
2010.

2.3.12. Banco de muestras

Aprovechando la conexion genealégica de las poblaciones estudiadas en el
presente proyecto (centros y empresas), se ha comenzado con la generacion de
un banco de muestras a partir sangre obtenida durante el sacrificio de los peces.
Durante la anualidad de 2010, s6lo se ha podido obtener muestra de los 776
descendientes sacrificados en la CCAA de Canarias, a las cuales se incluyeron
las sacrificadas durante la anualidad de 2011 por las restantes CCAA, incluyendo
nuevamente la CCAA de Canarias, quien también sacrificO a la par que las
restantes. Cada CCAA es responsable de la conservacién de las muestras de
sangre de sus animales incluidos en la BD"ROSENA® en condiciones de
temperatura ambiente y exenta de humedad. Todas las muestras poseen la
codificacion definida al efecto para el desarrollo del proyecto.

2.3.13. Patentabilidad

PROGENSA® es un proyecto que potencialmente puede generar patentes de
gendmica asi como tecnoldgicas. En este sentido, se realizé un primer estudio de
patentes para gendémica, con la Unidad de Propiedad Industrial e Intelectual de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, el cual fue expuesto y discutido en
la reunion celebrada en Gran Canaria entre 2-5 de febrero de 2010. A partir de
ello se estableci6 un protocolo o procedimiento de actuacion al objeto de
compatibilizar la publicacién y patentabilidad de desarrollos y resultados de
investigacion, y diferenciar o contextualizar adecuadamente las patentes en el
seno de las instituciones publicas, previa consulta y/o consenso con las empresas
privadas intervinientes en el proyecto. En este sentido, parte de la informacion
expuesta en la presente memoria final es susceptible de ser patentable por lo que
se agradece enormemente a las personas con acceso a este documento respeten
las expectativas y esfuerzo realizado hasta el momento.

2.3.14. Catalogo de malformaciones

El analisis del caracter presencia — ausencia de malformaciones con
repercusiones econdémicas para el sector industrial, el cual requiere de una
armonizacién de criterios a la hora de establecer el tipo y grado de deformidad
con el fin de que los datos sean comparables e extrapolables, todo ello a partir del
importante un volumen de muestras manejado en PROGENSA® las distintas
fases del desarrollo, ha permitido establecer un catalogo de malformaciones (Roo
y Afonso, 2010).

2.3.15. Engorde de juveniles en empresas y centros de investigacion

Durante el ultimo afio del proyecto ha sido llevado a cabo el engorde de todos los
descendientes presentes tanto en los centros con competencia en acuicultura de
cada una de las CCAA, como en las empresas participantes. El engorde ha sido



por tanto llevado a cabo en las mismas condiciones que regularmente son
ejecutadas en las empresas, todo lo cual hace que los condicionantes del
programa de seleccion sean los propios del sector. De este modo, los resultados
obtenidos al final del proyecto son totalmente transferibles.

2.3.16. Caracterizacion genética de reproductores y descendientes (Genotipado)

Al sacrificio de los peces, todos los descendientes del proyecto, los sacrificados y
criados en las empresas y los mantenidos vivos en los centros con competencia
en acuicultura, fueron caracterizados genéticamente para la Supermdultiplex-1
(SMs-1) a efectos de reconstruir la matriz de parentesco entre reproductores y
descendientes provenientes de puestas masales.

2.3.17. Andlisis de caracteres de crecimiento, rendimiento, calidad del pez vy de la
carne

Cuando los peces alcanzaron la talla de racién, todas las CCAA sacrificaron sus
descendencias criadas en las empresas, asi como parte de los stocks
preservados en los centros con competencia en acuicultura, cuando procedié por
el numero de animales supervivientes, de forma simultanea. En dicho momento
se valoraron; el peso, la longitud, la compacidad, el peso canal, el peso filete, el
rendimiento canal, el rendimiento filete, la textura, la grasa visceral, la ceniza, la
grasa muscular, la proteina muscular, la humedad muscular y la presencia de
malformaciones corporales, generando asi la matriz de rendimientos fenotipicos
del proyecto.

2.3.18. Andlisis estadistico de los caracteres dentro de CCAA y entre CCAA

Con la matriz de rendimientos fenotipicos se procedié a la comprobacién de la
normalidad, homocedasticidad e independencia de todos los datos, a efectos de
llevar a cabo el andlisis descriptivo de los datos asi como el estudio de efectos
fijos presentes mediante modelos lineales generales.

2.3.19. Estudio de la interaccion Genotipo-Ambiente en el conjunto de todas
CCAA.

Finalmente se procedio, con toda la informacion de aquellas familias que
presentaron descendientes en cada una de los centros de aplicacién y empresas,
al analisis de comportamiento de los registros productivos de las mismas familias
en el espectro de sistemas de engorde y tipo de empresas implicadas en el
proyecto, a efectos de valorar hasta qué punto el comportamiento genético de las
familias es independiente del lugar de destino o engorde. Para ello, se utilizé el
siguiente modelo lineal general:

Yy U+ ai +B; +0jj +&ijk

donde y es el valor fenotipico de los caracteres evaluados (crecimiento y calidad),
y es la media de la poblacion, a; es la familia y/o stock, B; es el ambiente



(localizacion, sistema de produccion), §;; es la interaccion familia/stock y ambiente,
&k es el error del modelo. También se valoro la contribucion del peso inicial de los
peces (covariable) para explicar parte de la variacion, considerando como tal el
peso de los peces en el momento del marcaje con el sistema PIT.

2.3.20. Estudio de parametros genéticos para los caracteres de crecimiento,
rendimiento, calidad del pez v de la carne en el conjunto de las CCAA,
considerando las heredabilidades, las correlaciones genéticas vy fenotipicas.

Con las matrices de rendimientos y de parentesco se llevo a cabo la estima de los
parametros genéticos para el conjunto de todos los centros de aplicacion. Primero
se estudiaron los factores, y se utilizé el siguiente modelo lineal:

y=XB+Zu+e

Siendo y los valores fenotipicos, B los efectos fijos: la media general, sistema de
produccion, tanque, localizacion, estacion de engorde, u el valor genético aditivo,
X'y Z las matrices correspondientes y e las desviaciones residuales. El modelo se
resolvio con el programa VCE (v5.1.2.) (Kovac et al., 2002) y/o ASReml 2 (vsni).

2.4. RESULTADOS

Objetivo 1: Diseflar PCRs multiplex de marcadores genéticos, microsatélites, que
permitan caracterizar de forma mas rapida y econémica stocks de reproductores y
descendientes de dorada e inferir sus relaciones de parentesco bajo puesta
masal.

El objetivo se consiguidé completamente, para lo cual a continuacion se ilustra la
nomenclatura de cada una las las multiplex puestas a punto por cada CCAA, asi
como los marcadores utilizados sobre el mapa genético de dorada
(BRIDGEMAP), y finalmente las Supermultiplex-1 y 2. La ventaja selectiva de los
marcadores seleccionados, es que funcionan bajo las mismas condiciones fisico-
quimicas. Ademas, se ilustran las cualidades genéticas de cada una de las
multiplex y supermdltiplex.

2.4.1. Condiciones del disefio de multiplex especificas e interespecificas

>Rediseino de cebadores - especificos: A—-B-C-D-E-F-G-H-1

A

MULTIPLEX

9 reacciones

93 marcadores

10,33 marcadores/PCR

Amplicon 60— 170 pb

Tm60°C

Contenido GC: 30— 60%

Evitarestructuras secundarias alrededor del SRT
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=>Conjuncion de cebadores - interespecificos: X5— X7 — X9I

» MULTIPLEX

¥ 3 reacciones

¥ 21marcadores

¥ 7 marcadores/PCR
¥ Amplicon 90— 470 pb

2.4.2. Marcadores microsatélites especificos seleccionados con los criterios
mencionados en el apartado anterior, sobre el mapa genético de dorada

LinkageGroup1 LinkageGroup2 LinkageGroup3 LinkageGroup4 LinkageGroup5
0,0
£ 0,0 - Hd-25-F | 0.0 —=TRaTEF
29— Bd31 gL
7.0 DId-07-H 9,3 ——— Bd-08-H
0 83—
2B 9~ Big-39-T
352 _Cﬁ?b
'57,0-\.:.- FZEP
40,1 ——— P56
415 - Dd-68-T
75~ E_]
54,6
75,5 Bd-86-T
905+ Cld—32—F
/
93 ?'\\_"r 8T8
a89 B13b
104,0 5256
| | Ad-29-H Ed-02-F
1041 A ‘I Did-18-H Gd-64-H
1054 [\-54GT21
1071+ “ EdBg
1274 ——SAI15
LinkageGroup6 LinkageGroup7 LinkageGroup8 LinkageGroup9 LinkageGroup10
0,0~ C94b 0.0~ e e - -
28— f 42~ [ABd0aF Ci-g1- 900 Hd-01-F 8.0 ’5‘2 -
51-T B 52— Bd-35-T 6,8 B1Bb T
e O AN
ws—HH{ETH] vs—H{EET)
CId-89-H|SAID
26_?__34 28— FER ]
31,4 —— 349~ | | ASaimbka] Bld-10-T
T 37 3 a4 H 262 Dig18.T s ~L{EETST]
317 S D22 E Ad-20-F - 408 1 Gd-78-F 379 - OmFTe
38 ?jf - Bld-09-T ' 41,1~ [~ caob
1 = 398 :E;%CQD: 1d-02-T ST 483 —~Fa81F ]
94— EEET] 0 1 cigess 475 Bl 14 49z
77—
88,3 —=—{ Cld-35-H
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LinkageGroup11 LinkageGroup12 LinkageGroup13 LinkageGroup14 LinkageGroup15
- 00~ AB2 ]
—_— 631 - ra -10-
0,0 He-91-F 0,0 Bab | a4~ crm 0.0 Hd-10-F
6.3 B8&Zb
9.4 ;_t SAGT1
173— Baaag] 12,6 SaGT3z
25,9 ——— Effb
30,2 —— P&z 298 [F1s ]
| - 354-L L-3AN2
SOTTERE e sooonEm ]
' 462 ~L - Cld-11-T 445 EId-D6-F JBd-48-T
51,1~ Fd10 Fd& 48 3T 17T2EP
53,3 54,1 4 Id-14-F
73,0 ~| L{Eld-11-H Eld-13-H
?'sn_'-J_'\-\_ ad-14-
82,0 —H
86,2 —{—— 1d-42-H
90,3 ——Bt-34.H )
S5 = (11
6,5 1 :
'
LinkageGroup16 LinkageGroup17 LinkageGroup18 LinkageGroup19
00 De-56-F Pd-55-H
00— P33 o0—yEasz | = 0.0 —FrEART
105 Gd-60-T Cld-84-T
11,6~V Saimbb20 89~
14,0 ——tSaimibd Dd-57-T 126 Ad-21-T 4.5~ |- Bo-fa-H
18,2 —=—|Cld-21-F 126 @ 15,7 Dd-63-H
27,0 Eld-04-T
26,6 —|-{— EdB4 20,1 '
485 —5—2G
70,3 — Sauld7
76,0 ———{B26b
108 4 ——1 Dd-10-H
111,7 =+~ Cld48-
_ || |Bid-36-H Hd-28-H
121,1 Dot T
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LinkageGroup20 LinkageGroup21 LinkageGroup22 LinkageGroup23 LinkageGroup24

00~pkoza 00— |HEIE TR 36 F oo Bd6i-HDId24T 0,0 —-{Cig31T] 0.0
13 I~ Did-03-T| Bt-14-F Id-13-F Did-12-F 57
6.8

13,1 —-{Eld-38-F]
242

a8 Eid-41-H

40,4 40,3 —o—{Bd-68.T

LinkageGroup25 LinkageGroup26

Nmo
ww o

321
370
421
46,5

2.4.3. Puesta a punto de multiplex de microsatélites por CCAA

=>Rediseio Canarias - especificos. A-B-C-D-E-F-G-H-1
> Rediseno Cataluiia - especificos: A-B-C-D-E-F-G-H-1

=>Rediseio Andalucia -especificos:A—-B-C-D-E-F-G-H-1

=>Rediseio \A Murcia - especificos: A~-B-C-D-E-F-G-H-1

L
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locus

Cld-35-H

48EP

Bd-75-H
Hd-46-T 21
Bt-14-F 20
B6b 12
Gt82 +
C90b 8
Ad-07-H 2
Cld-21-F 16
Dd-16-T
Ad-12-F

5*NED
5*NED

Motivo Rango k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
capor o878 5 0571 0483 1
(CAy12* 92:96 2 0250 0,359 1
(TG)28
(GT)12 87-97 3 0,500 0,428 1
(CA)15 104-110 4 0,813 0,608 1 v
(CA)27 107-133 8 0,214 0,832 1
(CT)13 86-90 3 0,200 0,26 1
(AC)30 94-118 10 0,733 0,844 1 v
(TG)31* 132-152 8 0,667 0,74 1 v
(CA)16 87-93 3 0,500 0,489 1

(CA)23(GA)5 97-135 11 0,750 0,874 1 v
(TG)15 128-172 10 0,875 0,804 1 v

68-172

locus LG Color Motivo Rango k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
Did-14-H 9 (CAY12 75103 0,375 0,763 1 v
Fd-48-F 1 (CAY3 99131 0,867 0,683 1 v
Eld-39-T 6 (TG)27 106-140 13 0,933 0,879 1 v
142-186

Saimbb16 17 [ (CA)1 8 0,667 0574 1 v
Hd-10-F 15 5*NED (CAT)9

ld-14-H & 5*NED (CAY15 97-103 4 0,313 0,375 1

DId-04-T 11 (CA)30 105-117 6 0,933 0,743 0

P48 12 (TG)13 89-94 2 0,125 011 1

Id-39-H 7 (GT)16 109-121 5 0,400 0,603 1 v
Eld-38-F 23 (AC)21(CT)y7  127-157 9 0,800 0,821 1 v
Saimbb1 16 (CTG)10 87-90 2 0,125 0,371 1

Dt47 18 (CT)19* 119-133 6 0.813 0,652 1 v

RANGO 75-186 2-13 10.12-0.93/0.11-0.87]

locus Motivo Rango k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
Saimbb3 (GCT)7 o1-63 5 0,750 0,557 0
Saimbb26 (CAY19 87-120 10 0,938 0,856 1 v
Dt93 (CT)21
P3 (TG)25 183-20 7 0,800 0,76 1 v
Gd-46-F (CcA)8 70-88 5 0,313 0,348 1
Fd-42-T 11 5*NED (GT)26 81-112 11 1,000 0811 1 v
SAGT41a 4 (GT)35* 102-171 19 0,875 0,932 0
Eld-17-T 13 (GTH11
Cld-44-T 3 (GT)14 (GA)4*  115-140 7 0,750 0,687 1 \
SAGT26 18 (CA)40* 126-155 8 0,563 0,734 1 v
Cld-29-T 5 (GT)16 73-90 8 0938 0,823 1 v
Eld-41-H 23 (AC)27 88-117 10 1,000 0,842 1 v
Saimbb18 (AC)29* 123-172 11 0.600 0,853 1 v

51-205

15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref-A PROGENSAZ®.
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LG Motivo Rango k H-obs PIC___ Legible Facilidad lectura
81-119

1 P19 145 (GT)16 11 0813 0767 1 v

- 106-190
2 Dd-56-F 18 |5 6-FA (GT)28 15 0733 0909 1 v
3 Cc67h 5 (AC)34*
4 B26b 17 (CAN15* 92-104 6 0,875 0,692 1 v
5 Hd-15H 25 (AC)25 103-121 7 0,600 0,644 1 v
6 DId-09-F 26 (GT)17 83-141 13 0438 0876 1 v
7 DId-07-H 1 (GT)23* 123-123 4 0625 0,654 1 v
& P60 19 (TGH16* 108-116 3 0875 0582 1 v

Bd-61-H (G‘L\G(i)sﬁ)gm)2 140186 44 0938 084 0
RANGO 81-190 | 3-15  |0.43-0,93/0,64-0,87

15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref-A PROGENSA®C.

LG _ Color Motivo Rango k H-obs PIC___ Legible Facilidadlectura
96-102
Cld-31-T (TGG)3(TG)9 3 0188 0327 1
121-161
2 Fd78H 20 (GT)8 12 0,038 0885 1 v
3 EI-06-F 15 5*NED (GT)18 101113 0,600 0597 0
4 Bd-08-F 26 (CA)16 105-119 6 0,867 0,749 1 v
5 Cld-71-T 2 (GT)11 102110 ¢ 0500 0551 1 v
6 Bd-58-F 7 (CA)24 o122 4 0938 081 1 v
7 Fd-90H 24 (GT)17 97-128 7 0,750 0686 1 v
8 B13b (GT)24 126-142 7 0,938 0,697 1 v
9 At37 (TAGA)13 153169 4 0,500 0,551 1 v
RANGO 96-169 0. 10-0.94l0 23.0 88
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Rango
locus LG Color Motivo k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
80-138
Bt96 5 (TATC)13 12 0,833 0,892 1 v
108-148
Cld-26-H 13 |5 (CA)31 9 0,636 0,734 1 v
98-134
Saimbb25 14 5*NED (TAGA)10 9 0,923 0,863 1 v
P54 14 (AC)14 72-88 7 0,667 0,701 1 v
Id-11-H 6 (GT)13 114-136 6 0,500 0,663 1 v
Hd-25-F 3 (GT)15* 124-142 6 0,938 0,506 1 v
Hd-77-F 25 (TG)15 96-108 6 0,583 0,643 1 v
Dd-91-F 11 (AC)30 105-137 5 0,400 0,665 0
RANGO 72-148 5.12 0,4-0,94 | 0,51-0,89

G| [n

locus LG __ Color Motivo Rango k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
82-136
Dd-10-H 17 (TG)15 12 0900 0,893 0
113-135
Cld-03-F 13 (CA)15 8 0,700 0,739 1 v
150-172
Hd-23-T 26 (TG)19 8 0,867 0,736 1 v
Cld-14-F 15 5*NED (AC)17 83-93 6 0909 0,768 1 v
Gd-67-H 24 (AC)22 113-147 8 0,800 0,808 1 v
Cld-52-T 18 (AC)17* 84-112 6 0.800 0,694 1 v
Eld-11-H 14 (CA)11 13-131 8 1000 0,785 1 v
DId-30b-T 9 (CA)14 78-88 5 0.818 0,649 0
Did-31-H 1 (CA)15* 106-124 8 0917 0,716 1 v
RANGO 82-172 512 | 0,7-0,92 | 0,65-0,89

© 00 N O O s~ W

-
o

-
-

locus Motivo Rango k H-obs PIC Legible Facilidad lectura
79-115

Cld-24-H (CA)16 9 0,733 0,762 1 v
103-105

Cld-89-H (AC)12 2 0,143 0,124 1
116-139

Gt57 (CT)34 7 0,467 0,544 1 v

Eld-05-F (GT)15 78-111 13 1,000 0,902 0

Eld-37-T (TCC)12 102-117 2 0,077 0,35 1

Dt23 20 (AGAT)13 138-200 12 1,000 0877 1 v

Bld-15-F 10 (GT)Y11* 91-113 6 0,500 0,493 1

Hd-33-F 4 (CA)27* 101-137 8 0667 5 sgg 1 v

Dd-63-H 19 (CA)31

co4b 6 (GT)18 97-135 5 0467 0388 0

(CA)13(GA)3
Bd-71-F__ 3 (TG)18*
RANGO 79-200 2-13 0,14-1,0 | 0,12-0,90

15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref-A PROGENSA®,
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1 Bd-6&-T (GT)10 778 5 0733 0,649 1 v
90-101
2 Bd-54-F (AC)13 3 0333 0271 1
129-166
3 Fd-81-F (TG)30* 12 0.867 0,869 1 v
4 Bld-18-F 11 5*NED (AC)13* 63-90 10 0,867 0,819 1 v
5 Ef6 13 5*NED (CA)20 90-112 9 0,875 0,844 1 v
6 Sai21 7 (AC)41 99-197 21 0929 0938 1 v
7 P33 16 (GT)15
& Hd-70-H 4 (GT)11 114-139 6 0,363 0,544 1 v
9 Fd-92H 12 (GT)13 84-105 9 0733 083 1 v
10 Simbb9 (ATA)9 114-119 3 0,533 0,407 1
RANGO 84-197 3-21 0,33-0,93 | 0,27-0,94
15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref-A PROGENSA®C.
2.4.4. Redisefo de Supermultiplex de microsatélites especificos
> MULTIPLEX
v Distinto grupo de ligamiento (LG)
vI Color del fluorocromo
I Rango alélico
I Ndamero de alelos
I Heterocigosidad (>0,3)
¥ PIC (>0,7)
vl Facilidad de lectura
PROGENSA®
N LG Motivo Rango k H-obs PIC
; o (GT)10 77-85 5 0,733 0,649
" . (TG)27 106-140 13 0,933 0,879
5 . (TG)25 183-205 7 0.8 0,76
. » (AC)13* 63-90 10 0,867 0,819
5 20 (CA)15 104-110 4 0.813 0,608
. 04 (TAGA)15 134-204 13 0,999 0,855
. 10 (GT)14 101-111 5 0,75 0,606
. s (GT)15* 124-142 6 0,563 0,506
o s (GT)16 73-90 8 0,938 0,823
10 1 (CTH9* 119-133 6 0,813 0,652
" 1o (TAGA)13 153-169 5 0.5 0,551
RANGO 63-205 7,455 0,792 0,701

15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref-A PROGENSA®.
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N LG Rango k H-obs PIC
] 5 74-98 7 0,938 0,748
) 13 113-135 8 0,7 0,739
150-172 8 0,867 :
5 - 0,736
74-78 3 0,75 0,412
4 16
103-121 7 0,6 0,644
5 25
6 20 (AGAT)13 138-200 12 1 0,877
; s (AC)14 72-86 7 0,667 0,701
. - (AC)21 (CT)7 127-157 9 0,8 0,821
o ; (CA)16 81-93 6 0,667 0,601
10 1 (TG)16* 108-116 3 0,875 0,582
» N (GT)24 126-142 7 0,938 0,697
RANGO 72-200 7 0.8 0,687

15 muestras no relacionadas entre si y la muestra Ref~A PROGENSA?®.

2.4.5. Rediseio de Supermultiplex de microsatélites interespecificos

-IVIl'JItipIex-XS: Heterocigosidad N°Alelos Rango de alelos (pb)
G4 0,83 17 171-234
*aGHR2pGCT 0,53 7 194-242
*saPROpCA 0,89 20 197-241
esaMT1pQ - 232-332
*saMD2pAC 0,87 14 377-405

-Mt’xltiplex-X?: Heterocigosidad NC°Alelos Rango de alelos (pb)
esaMD1pCA - 133-233
*2G 0,81 15 164-196
*saMGpCA 0,74 8 175-257
*saGHpCA 0,88 14 238-270
*saGHR1pCTC 0,60 5 307-343
esaMT2pCA 0,76 1 332-368
esaGHR2PpAC - 373-473

-Multiplex-X9: Heterocigosidad N°Alelos Rango de alelos (pb)
*M190 0,92 23 92-144
*SaGT1 0,91 23 119-163
eDxd44 0,90 20 122-164
*SaGT41b 0,90 23 144-204
*Pb-OVID102 0,91 21 153-257
*SaGT26 0,81 17 205-261
*Dpt3 0,85 12 222-250
*M184 0,81 21 268-316

*Pb-OVI-D106 0,87 19 314-398
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Objetivo 2: Maximizar la contribucion en términos del nimero de familias a través
de puestas masales controladas que desemboquen en el establecimiento de un
modelo de cruzamientos en los nucleos de reproductores que armonice los
intereses comerciales de la industria con la obtencion de informacién genética en
sus lotes de produccion.

El objetivo se consiguid completamente, a tenor de los tipos de cruzamientos y
éxitos de contribucion familiar.

§:19)

.' J.m!j.!: Proporcion (1

-1 Tanque

PROMEDIO / TOTAL
Tamaio familiar medio 2,96 16,35 7,56 591
Coef, Variacion (%) 110,24 116,37 161,76 128,26
N2 de familias
contributivas 91 17 55 163
% Asignacion con SMs-1 99,7 100 99,3 99,6

Como ponen de manifiesto los resultados, la Supermdltiplex SMs-1 es altamente
eficaz para asignar descendientes de dorada provenientes de puestas masales de
hasta 98 reproductores. Teniendo en consideracion que los lotes en las empresas
se organizan con un rango que va desde los 30 animales hasta los 60, esta
supermultiplex ademas de mostrar que es capaz de asignar el parentesco con
una altisimas fiabilidad, lo hace a un coste muy por debajo que lo procedimientos
convencionales, ademas de minimizar los errores de interpretacion por permitir la
automatizacion de lectura e interpretacion de genotipos.

Por otro lado, los resultados ponen de relieve que el manejo del lote es de gran
importancia para maximizar la contribucion, ya que los lotes mas grandes
(Andalucia y Canarias) contribuyeron con los mayores nameros de familias, si
bien las proporciones sexuales fueron diferentes. Sin embargo, Cataluiia, con



inferior nimero de reproductores presentdé un menor numero de familias
contributivas.

Todos estos resultados indican que si bien las puestas masales son adecuadas
para soportar un esquema de seleccién genética en dorada, respetando asi la
idiosincrasia del sistema productivo de la especie, esfuerzos importantes por
controlar de forma pormenorizada los stocks de reproductores deberian ser
tenidos en cuenta por las empresas y evitar asi altos niveles de consanguinidad
por unidad de tiempo.

Objetivo 3: Cuantificar la interaccion genotipo-ambiente a través de cultivo de
distintos lotes de descendientes provenientes de distintos stocks de reproductores
en diferentes sistemas de cultivo, sistemas de engorde y regiones.

El andlisis de resultados de descriptivos e interaccion genotipo-ambiente, se
presenta considerando:

e Grupo de caracteres: crecimiento, rendimiento y calidad
e CCAA de engorde: Canarias, Andalucia, Catalufia y Murcia.
e Origen de la puesta 0 Procedencia: Canarias (ICCM), Andalucia (IFAPA) y
Catalufia (IRTA)
e Estacién de engorde: Centro de Investigacion o empresa.
e Estadios del crecimiento:
o 0 = marcaje septiembre 2009
o 1 = muestreo diciembre 2009
o 2 = muestreo abril 2010
o 3 = sacrificio en septiembre 2010. Este solo fue realizado en
Canarias atendiendo que el crecimiento es méas rapido que en otras
CCAA.
o 5 = sacrificio en febrero 2011. Este se corresponde con el momento
final del proyecto, en el que todas las CCAA hicieron el sacrificio a la
talla de racion.

ANALISIS DE LOS VALORES FENOTIPICOS DE CRECIMIENTO

Si bien los datos fueron normales e independientes, si mostraron covariacion
entre las varianzas y las medias por lo que los datos fueron transformado para
evitar los inconvenientes de la falta de homocedasticidad.

La informacion sera presentada en una serie sucesiva de tablas dentro de cada
grupo de caracteres, si bien en la primera tabla-0 se presenta el volumen de datos
con los cuales han sido llevados a cabo los analisis de los resultados, una vez
valorados todos los que son validos y robustos.
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Tabla 0. Numero de individuos por muestreo, segiin CCAA, Procedencia y Estacion.

Muestreo 0 | Muestreo 1 | Muestreo 2 | Muestreo 3
CCAA
Canaria 2660 561 738 1280
Andalucia 2514 518 835 437
Catalufia 1247 508 653 506
Murcia 2489 386 643 686
PROCEDENCIA
Canaria 3321 655 1074 1236
Andalucia 2914 627 898 741
Cataluiia 2672 660 864 859
Desconocido* 3 31 33 73
ESTACION
ICCM 534 561 536 504
Canexmar 2126 - 202 776
IFAPA 539 518 515 425
Esteros 1975 - 320 12
IRTA 526 508 517 506
CULTIMAR 721 - 136 -
IMIDA 277 269 269 300
ENA 120 117 111 88
Atuneros 2092 - 263 298
TOTAL 8910 1973 2869 2909

(*) Los individuos desconocidos no se consideraron para los analisis de Procedencia.

MUESTREOS 0, 1, 2y SACRIFICIO 3

1. PESO, LONGITUD y FACTOR DE COMPACIDAD (FC)

l.a. ORIGEN

En la Tabla 1 se presentan los datos por origen (promedio, error tipico y
diferencias significativas) de Peso, Longitud y Factor de Condicion (FC) por punto
de muestreo (0= Marcaje Septiembre 2009, 1= muestreo diciembre 2009, 2= abril
2010, 3= Sacrificio Septiembre 2010).



Variables Canaria Andalucia Cataluiia
Peso 0 15,46+0,152  12,77+0,162  20,54+0,162
Longitud 0 9,41+0,032b 8,650,032 10,03%0,03P
FCO 1,830,012 1,930,012 1,98+0,01
Peso 1 45,32+0,712  34,29+0,75>  55,00+0,70¢
Longitud 1  13,54+0,06a  12,11+0,07> 14,010,062
FC1 1,78+0,01a 1,91+0,01b 1,94+0,01b
Peso 2 89,35+1,062  66,80+1,19> 104,95+1,37¢
Longitud 2 16,84+0,06a  15,26+0,06> 17,43+0,07¢
FC 2 1,65+0,012 1,72+0,01b 1,80+0,01¢
Peso 3 258,48+3,792 218,42+5,39>  313,4046,2¢
Longitud 3 23,650,112  21,97+0,15> 24,46+0,18¢
FC3 1,81+0,01 1,94+0,02b 2,00+0,02b

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

1.b. CCAA

Tabla 2. Datos por CCAA (promedio, error tipico y diferencias significativas) de
Peso, Longitud y Factor de Condicion (FC) por punto de muestreo (0= Marcaje
Septiembre 2009, 1= muestreo diciembre 2009, 2= abril 2010, 3= Sacrificio

Septiembre 2010).

Variables Canaria Andalucia Cataluiia Murcia
Peso 0 15,77+0,14=  16,84+0,81>  19,12+0,17¢  13,48+0,74d
Longitud0 9,050,032 9,95+0,15b 8,73+0,03¢ 9,50+0,144
FCO 2,00£0,012 1,62+0,03> 2,68+0,01¢ 1,51+0,034
Peso 1 62,06£0,892  55,33+2,79>  42,11+0,69¢ 35,17+2,344d
Longitud 1 14,13+0,08=  15,06+0,25>  11,31+0,06¢c 13,010,214
FC1 2,06%0,01a 1,54+0,04> 2,77+0,01c¢ 1,54+0,03P
Peso 2 148,40+1,51=  109,55+2,35>  53,10+1,61c 57,17+3,25d
Longitud 2 18,70+0,082  18,57+0,13>  13,90+0,09¢  15,72+0,174
FC2 2,11+0,01a 1,53+0,02b 2,04+0,01¢ 1,38+0,024
Peso 3 328,66+1,952 373,75£10,82b 275,00+2,892 144,50+3,44c¢
Longitud 3 24,260,062  27,56+0,31>  20,24+0,08c 21,010,104
FC3 2,10+0,012 1,72+0,04b 3,30+0,01¢ 1,46+0,014

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)



1.c. ESTACION

Tabla 3. Datos por Estacién (promedio, error tipico y diferencias significativas) de Peso, Longitud y Factor de Condicién (FC)
por punto de muestreo (1= muestreo diciembre 2009, 2= abril 2010, 3= Sacrificio Septiembre 2010). Se muestran los datos a
partir del punto 1, porque fue cuando los peces se mandaron a las empresas. Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Variables ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR IMIDA ENA ATUNEROS
Peso 1 62,06+0,892 - 55,33+2,79b - 42,11+0,69¢ - 38,10+3,944 31,27+1,44¢ -
Longitud
14,13+0,08a - 15,06+0,25b - 11,31+0,064 - 13,08+0,35¢ 12,92+0,13¢ -
FC1 2,06+0,012 - 1,54+0,044 - 2,77+0,01b - 1,64+0,05¢  1,40+0,02¢ -
Peso2  194,41+1,312= 113,90+2,46c 149,50+3,9>  56,27+1,70c  52,73%#1,33¢  53,47+2,94f 76,86+7,69¢ 41,20+2,87¢ 46,88+2,06f
Longitud
20,47+0,072=  17,38+0,13>  20,88+0,21=  15,49+0,09¢  12,37+0,078 15,42+0,16¢f 17,01+0,41c 14,57+0,16f 15,16+0,11de
FC2 2,170,012 2,07+0,02¢ 1,59+0,034 1,46+0,01¢ 2,69+0,01b 1,40+0,02f 1,52+0,05¢  1,29+0,02¢  1,29%0,01s
Peso3  456,29+2902 201,03+2,60c 438,35+3,20a 309,15+21,40> 275,00+2,90> - 198,71+£3,85¢ 79,04+7,57¢ 155,76+5,874
Longitud
27,26+0,082  21,25+0,07¢  29,16+0,09>  25,97+0,61c¢ 20,24+0,08f - 23,39+0,11¢ 17,4040,21s 22,25+0,17de
FC3 2,20+0,012 2,00+0,01¢ 1,74+0,014 1,73+0,084 3,30+0,01b - 1,54+0,01¢  1,47£0,03¢ 1,39+0,02f




2. TASA DE CRECIMIENTO (SGR)

.............
ASESORA DB CULTIVOS MARI

El SGR se calcul6 utilizando la siguiente formula:

wos

SGR =

(Ln Peso 1 —Ln Peso 0)

Dias entre Peso 1y Peso 0

x 100

Los dias entre muestreos se estimaron para el calculo de toda la base de datos,
pero hay que considerar que las fechas de muestreo entre las CCAA no fueron
exactamente las mismas.

Muestreos
Muestreo | Fecha Estimada Dias de | 0-2 0-3 0-5 0-6
Diferencia
0 30 Septiembre 2009 | -
1 30 Diciembre de 2009 | 90 dias
2 30 Abril de 2010 120 dias 210
dias
3 30 Septiembre de | 150 dias 360
2010 dias
5 28 Febrero 2011 150 dias 510
dias
6 30 Noviembre de | 270 dias 780
2011 dias

Los valores descriptivos para esta variable se calcularon de dos formas: tomando
los dias entre muestreos, es decir, restando los dias existentes entre el muestreo
3y 2, por ejemplo (A); y restando los dias de todos los muestreos al muestreo 0

(B).

2.a. ORIGEN (A)

Tabla 4. SGR por origen.

Relacion Canaria Andalucia Cataluiia
Muestreos
1-0 1,1940,03* 1,07+0,02° 1,13%0,02°
2-1 0,60+0,02°°® 0,70+0,01° 0,60+0,01°
3-2 0,73+0,02° 0,79+0,01° 0,71+0,01°
5-3 0,27+0,01°® 0,26+0,01° 0,27+0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)




2.b. CCAA (A)

Tabla 5. SGR por CCAA.

Relacién Canaria Andalucia Cataluiia Murcia
Muestreos
1-0 1,5740,03° 1,10+0,02° 0,90+0,02° 1,04+0,03°
2-1 0,93+0,02° 0,92+0,02° 0,20+0,01° 0,45+0,02°
3-2 0,49+0,01° 0,75+0,01° 1,11+0,01° 0,62+0,02°
5-3 0,29+0,01° 0,26+0,01° 0,20+0,02° 0,31+0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

2.c. ESTACION (A)

Tabla 6. SGR por estacion.

l\ﬁf;i‘gggs ICCM CANEXMAR IFAPA  ESTEROS IRTA  CULTIMAR IMIDA ENA  ATUNEROS
1-0 1,2840,06° 1,27+0,03° 1,00£0,02° 1,16+0,01° 1,12+0,03° 1,19+0,02° 0,99+0,04™ 0,95+0,05° 1,14+0,05¢
2-1 0,67+0,05° 0,75+0,02° 0,62+0,02° 0,76x0,01° 0,64+0,02% 0,66+0,02° 0,45+0,03“ 0,49+0,03“ 0,65+0,04°
3-2 0,59+0,04° 0,56+0,01° 0,77¢0,03"° 0,87+0,01* 0,80+0,02° 0,79+0,01“ 0,71+0,02° 0,82+0,04" 0,69+0,03%
5-3 0,29+0,02° 0,28+0,01*° 0,22+0,02*° 0,29+0,02° 0,26+0,01° 0,25+0,01° 0,28+0,03% 0,24+0,04° 0,26%0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)



2.d. ORIGEN (B)
Tabla 7. SGR por origen.

Relacion Canaria Andalucia Cataluiia
Muestreos
01 1,19+0,03° 1,07+0,02° 1,13+0,02°
02 0,75+0,02° O,80i0,01b 0,80+0,02°
0.3 0,75+0,02° 0,8210,01b 0,75+0,01°
0.5 0,60+0,01° 0,63+0,01° 0,58+0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

2.e. CCAA (B)

Tabla 8. SGR por CCAA.

Relacion Canaria Andalucia Cataluia Murcia
Muestreos
0.1 1,5740,03° 1,10+0,02° 0,90+0,02° 1,04+0,03°
02 1,10+0,03° 0,87+0,02° 0,49+0,02° 0,67+0,03°
0.3 0,76+0,01° 0,89+0,01° 0,75+0,01° 0,66+0,02°
0.5 0,65+0,01° 0,64+0,01° 0,58+0,01° 0,53+0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)



2.f. ESTACION (B)

Tabla 9. SGR por estacion.

lﬁi‘;‘gggg ICCM CANEXMAR IFAPA  ESTEROS IRTA  CULTIMAR IMIDA ENA ATUNEROS
01 1,2840,06° 1,27+0,03™ 1,00+0,02¢ 1,16+0,01° 1,12+0,03°° 1,19+0,02° 0,99+0,04*® 0,95+0,05°  1,14+0,05°
02 0,85+0,05° 0,80+0,01°“ 0,77+0,02°" 0,85+0,01° 0,81+0,02°° 0,86+0,02°° 0,76+0,06™ 0,66+0,04° 0,77+0,04°
03 0,78+0,03* 0,74+0,01° 0,80+0,01% 0,79+0,03° 0,80+0,02°* 0,82+0,01%° 0,73+0,02° 0,73+0,03**“ 0,73+0,03¢
05 0,64+0,02° 0,58+0,00° 0,61+0,01™ 0,62+0,02° 0,63+0,02° 0,65+0,01 0,57+0,01° 0,55+0,02° 0,57+0,01°

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)
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SACRIFICIO 5 (Talla comercial)
1. PESO

El muestreo correspondiente a la talla comercial se realiz6 en Febrero de 2010,
obteniendo un total de 4214 casos, tanto de peces sacrificados como de peces
conservados (pre-reproductores). Para el estudio del peso se tuvieron en cuenta la
CCAA, el origen y la estacion de engorde. Los resultados son mostrados en las
siguientes tablas:

Tabla 10. Pesos por CCAA y numero de casos analizados

CCAA® PESO (g) N
CAN 546,78 + 5,292 883
AND 432,92 + 3,99 1556
CAT 331,11 + 5,43¢ 841
MUR 231,59 + 5,15¢ 934

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 11. Pesos por estacion y numero de casos analizados

ESTACION* PESO (g) N
ICCM 717,21 £ 4,572 498
CANEX 326,32 +5,19b 385
IFAPA 649,35 + 4,97¢ 421
ESTEROS 352,65 + 3,024 1135
IRTA 374,15 + 8,29¢ 151
CULTIMAR 321,69 + 3,88b 690
ATUNEROS 231,59 + 3,33f 934

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 12. Pesos por origen y niumero de casos analizados

ORIGEN™ PESO (g) N
CAN 383,59 + 4,42a 1729
AND 328,81 +5,12P 1289
CAT 480,85 + 5,47¢ 1129

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0,05)
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2. LONGITUD

En el caso de la longitud se obtuvieron un total de 4214 casos a la talla comercial, tanto
de peces sacrificados como de peces conservados (pre-reproductores). Para el estudio
de la longitud se tuvieron en cuenta la CCAA, el origen y la estacién de engorde. Los
resultados son mostrados en las siguientes tablas:

Tabla 13. Longitudes por CCAA y niumero de casos analizados

LONGITUD

CCAA’ N
(cm)
CAN 28,36 +0,11a 883
AND 29,51 + 0,08b 1555
CAT 22,57 +0,11¢ 841
MUR 24,21 +0,1d 936

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 14. Longitudes por estacién y numero de casos analizados

ESTACION’ LONGITUD N
(cm)

ICCM 31,44 + 0,102 498
CANEX 24,38+ 0,11 385
IFAPA 34,20 +0,10¢ 420
ESTEROS 27,77 +0,064 1135
IRTA 23,21 +0,17¢ 151
CULTIMAR 22,42 +0,08f 690
ATUNEROS 24,21 +0,07b 936

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 15. Longitudes por origen y nUmero de casos analizados

ORIGEN™ LONGITUD N
(cm)
CAN 26,97 + 0,102 1729
AND 24,97 £ 0,11 1291
CAT 28,43 +0,12¢ 1128

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)
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3. FACTOR DE CONDICION (FC)

El factor de condicion fue calculado atendiendo a la férmula:

PESO x 100

FC=
LONGITUD3

Tabla 16. FC por CCAA y numero de casos analizados

CCAA’ FC N
CAN 2(;’203131 882
AND 10"6021;-' 1555
CAT 26?05; 841
MUR 10"6021;" 935

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 17. FC por estacién y niumero de casos analizados

ESTACION® FC N
IcCMm 2,27 £ 0,012 497
CANEX 2,18 +0,01b 385
IFAPA 1,60 + 0,01¢ 420
ESTEROS 1,62 +0,01¢ 1135
IRTA 2,99 + 0,024 151
CULTIMAR 2,83 +0,01¢ 690
ATUNEROS 1,62 +0,01¢ 935

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 18. FC por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN ™™ FC N
CAN 1,90 £ 0,01- 1728
AND 2,07 £0,01b 1290
CAT 2,04 £ 0,02b 1128
Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

" Los datos no cumplieron el test de homogenicidad de varianza (test de Levene), por lo
gue se realizaron test no paramétricos. ~ S6lo se tomaron los datos de origen conocido,
por lo que el total de casos descendi6 a 4148



RAAUMENTACION ~ crania enana:

4. ANALISIS DE LA INTERACCION GENOTIPO-AMBIENTE (G x E) PARA
CARACTERES DE CRECIMIENTO A TALLA COMERCIAL

El nimero total de familias obtenidas en el proyecto fueron 301, de las cuales 274 estan
representadas en el punto de sacrificio. La distribucion de las familias y del nimero de
individuos en cada CCAA Yy estacion de engorde, se representan en la siguiente tabla:

Tabla 19. Namero de familias e individuos presentes en cada estacion

CCAA Estacion Individuos  Familias
CANARIAS ICCM 469 111
CANEXMAR 368 107
ANDALUCIA IFAPA 383 112
ESTEROS 926 170
CATALUNA IRTA 131 72
CULTIMAR 617 158
MURCIA ATUNEROS 799 167

Para calcular la interaccion G x E, fueron utilizadas so6lo aquellas familias que estuvieron
representadas en todos las estaciones (ambientes), es decir, un total de 30 familias. De
esta forma, haciendo un analisis general entre CCAA, y por tanto, entre estaciones,
observamos que existe interaccion G x E para las tres variables. Para determinar qué
estacion es la responsable de dicha interaccion, se hizo un estudio par a par entre
estaciones incluyendo en ese caso las familias de esas estaciones (pudiendo ser mas de
30), mostrandose los resultados en las siguientes tablas:

Tabla 20. Analisis de la interaccion GXE para el peso en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,85 P=0,89 * P=0,95 * *
CANEXMAR - P=0,11 * P=0,91 P=0,09 *
IFAPA = * P=0,91 * *
ESTEROS - P=0.32 * *
IRTA = * P=0.48
CULTIMAR - *

ATUNEROS 5

* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)
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Tabla 21. Andlisis de la interaccidn GXE para la longitud en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = * P=0,17 * P=0,86 * *
CANEXMAR - P=0,06 * P=0,19 * *
IFAPA = * P=0,89 * *
ESTEROS - * * *
IRTA = * P=0,17
CULTIMAR - P=0,29
ATUNEROS =

* Indica existencia de interaccién GxE (P<0.05)

Tabla 22. Analisis de la interacciéon GxE para el FC en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,178 * * * P=0,07 *
CANEXMAR - * * * * *
IFAPA = * * P=0,06 *
ESTEROS - * * *
IRTA = * *
CULTIMAR - *
ATUNEROS =

* Indica existencia de interaccion GXE (P<0.05)

Figura . Analisis de la interaccién GxE para el peso en las diferentes estaciones
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ANALISIS DE LOS VALORES FENOTIPICOS DE RENDIMIENTO
SACRIFICIO 5 (Talla comercial)

En este apartado hay que tener en cuenta que no se tienen datos ni del IFAPA ni del
IMIDA, ya que no se sacrificaron peces de estas estaciones para no arriesgar el numero
de animales para la reposicion de reproductores, debido a que hubieron mortalidades
inesperadas.

1. GRASA VISCERAL (GV)

Tabla 23. GV por CCAA y numero de casos analizados

CCAA GV (g) N
CAN 2,92 + 0,182 449
AND 5,79 + 0,12b 992
CAT 4,43 +0,13¢ 828
MUR 14,53 + 0,13¢ 932

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 24. GV por estacion y nUmero de casos analizados

ESTACION GV (g) N
ICCM 5,92 + 0,34bc 121
CANEX 1,82 £ 0,212 328
ESTEROS 5,79 +0,12P 992
IRTA 4,44 +0,31¢ 151
CULTIMAR 4,42 + 0,14¢ 677
ATUNEROS 14,53 +0,12¢ 932

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 25. GV por origen y niumero de casos analizados

ORIGEN™ GV (g) N
CAN 7,98 £ 0,162 1339
AND 5,57 + 0,180 977
CAT 9,29 £ 0,20¢ 824

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total de 3201 para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 3140.



2. PORCENTAJE DE GRASA VISCERAL (%GV)

Calculada a partir de la siguiente formula:

GV x 100
%GV=

PESO

Tabla 26 . %GV por CCAA y nimero de casos analizados

CCAA %GV N
CAN 0,58 * 0,042 449
AND 1,58 + 0,03b 991
CAT 1,28 £ 0,03¢ 828
MUR 6,20 + 0,03d 902

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 27. %GV por estacion y niumero de casos analizados

ESTACION’ %GV N
ICCM 0,75 + 0,082 121
CANEX 0,51 + 0,05b 328
ESTEROS 1,58 +0,03¢ 991
IRTA 1,15 + 0,074 151
CULTIMAR 1,31 +0,03¢ 677
ATUNEROS 6,20 + 0,03f 902

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 28. %GV por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™™ %GV N
CAN 2,87 £0,07a 1324
AND 2,31+ 0,080 970
CAT 2,76 0,082 817

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total de 3170 para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendio a 3111



3. PESO CANAL (PC)

Tabla 29. PC por CCAA y numero de casos analizados

CCAA PC (g) N
CAN 389,10 + 4,232 532
AND 321,56 + 3,00 1061
CAT 302,06 + 3,38¢ 834
MUR 208,61+ 3,204 933

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 30. PC por estacion y numero de casos analizados

ESTACION’ PC (g) N
ICCM 650,97 + 5,972 148
CANEX 288,17 £ 3,71b 384
ESTEROS 321,56 +2,23¢ 1061
IRTA 340,16 +5,914 151
CULTIMAR 293,64 2,78 683
ATUNEROS 208,61 + 2,38¢ 933

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 31. PC por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN ™ PC (g) N
CAN 2%%%2 = 1403
AND 2532’:'3271 * 1026
CAT 353?'697% * 865

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total de 3360 para el andlisis por origen, s6lo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 3294



4. RENDIMIENTO CANAL (RC)

El RC se calcul6 a partir de la férmula:

PC x 100
RC=
PESO

Los datos, aun corregidos por el arcoseno, no cumplieron con la normalidad.

Tabla 32. RC por origen y numero de casos analizados

CCAA RC (%) N

CAN 90,78+ 0,172 532
AND 92,77 +0,12b 1060
CAT 91,28 +0,13¢ 834
MUR 92,35 + 0,13b 903

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 33 . RC por estacion y nUmero de casos analizados

ESTACION’ RC (%) N
ICCM 91,34 + 0,32a 148
CANEX 90,57 +0,20b 384
ESTEROS 92,77 +0,12¢ 1067
IRTA 90,90 +0,31ab 151
CULTIMAR 91,36 +0,15a 683
ATUNEROS 92,35 +0,13¢ 917

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 34. RC por origen y numero de casos analizados

ORIGEN™™ RC (%) N
CAN 9(},'3(?: 1388
Ao o

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total de 3329 para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 3265.



5. PESO FILETE (PF)

Tabla 35. PF por origen y nUmero de casos analizados

CCAA’ PF (g) N
CAN 164,11 + 1,852 533
AND 111,63 +1,31° 1068
CAT 115,21 + 1,48¢ 832
MUR 85,29 *1,38¢ 956

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 36. PF por estacion y numero de casos analizados

ESTACION PF (g) N
ICCM 273,76 + 2,712 148
CANEX 121,96 +1,68° 385

ESTEROS 111,63 £1,01¢ 1068

IRTA 128,87 + 2,704 150
112,20 +

CULTIMAR 1.26be 5

ATUNEROS 85,29 % 1,07¢ 956

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 37. PF por estacion y numero de casos analizados

ORIGEN "™ PF (g) N
CAN 112,77 £ 1,252 1414
AND 93,95 + 1,460 1043
CAT 138,06 * 1,60¢ 866

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“Del total de 3389 para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 3323.



6. RENDIMIENTO FILETE (RF)

El RC se calcul6 a partir de la férmula:

PF x 100
RF=
PESO

Los datos fueron corregidos, con el arcoseno, pero la curtosis no se corrigio.

Tabla 38. RF por CCAA y nimero de casos analizados

CCAA RF (%) N
CAN 37,13 +0,19a 533
AND 31,63 + 0,13V 1067
CAT 34,71 +0,15¢ 832
MUR 36,69 +0,14a 926

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 39. RF por estacién y nimero de casos analizados

ESTACION RF (%) N
ICCM 37,22+ 0,352 148
CANEX 37,09 0,222 385
ESTEROS 31,63 +0,13b 1067
IRTA 34,35+ 0,35¢ 150
CULTIMAR 34,79 0,16¢ 682
ATUNEROS 36,69 +0,142 926

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 40. RF por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™™ RF (%) N
CAN 35,23 +0,13a 1399
AND 33,97 + 0,15b 1036
CAT 34,55 +0,16¢ 859

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 3358 de para el andlisis por origen, s6lo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 3294.



7. EE

En este punto hay que tener en cuenta que soélo se tienen datos de FFM de los peces
sacrificados en ESTEROS y CULTIMAR, ya que inicialmente esta medida no estaba
programada ni comprometida en el proyecto, pero surgio la oportunidad de adquirir un
equipo de medicion de la grasa muscular mediante frecuencias, por lo que se hizo una
cronologia de cesion del FFM entre laboratorios, con la mala suerte de que éste se
estroped cuando se estaban muestreando los peces cultivados en CULTIMAR, haciendo
imposible su cuantificacion en el resto de los peces.

Tabla 41. FFM por CCAA y estacion y numero de casos analizados

CCAA ESTACION FFM (%) N
AND ESTEROS 15,12 + 0,102 690
CAT CULTIMAR 12,22 +0,16b 276

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 42. FFM por origen y numero de casos analizados

ORIGEN™ FFM (%) N
CAN 14,46 + 0,152 359
AND 13,74 £ 0,16 328
CAT 14,82 + 0,182 262

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 966 de para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 949

" Los datos no cumplieron el test de homogeneidad de varianza (test de Levene), por lo
gue se realizaron test no parameétricos.

8. ANALISIS DE LA INTERACCION GENOTIPO-AMBIENTE (G x E) PARA LOS
CARACTERES DE RENDIMIENTO A TALLA COMERCIAL

Existe interaccion GxE para todos los caracteres de sacrificio, a excepcion del FFM (P=
0,17) y el RF (P=0,59). La responsabilidad de dicha interaccion en el resto de variables,
se muestra a continuacion:
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Tabla 43. Andlisis de la interacciéon GXE para la GV en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,88 * P=0,97 * *
CANEXMAR - P=0,3 P=0,98 P=0,37 *
ESTEROS = P=0,8 P=0,54 P=0,7
IRTA - P=0,1 *
CULTIMAR = *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)

Tabla 44. Andlisis de la interaccién GXE para el %GV en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,39 P=0,28 P=0,93 * P=0,78
CANEXMAR - P=0,98 * P=0,32 P=0,67
ESTEROS = P=0,99 P=0,64 *
IRTA - P=0,49 P=0,93
CULTIMAR = *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GXE (P<0.05)

Tabla 45. Analisis de la interaccion GxE para el PC en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = * * P=0,1 * *
CANEXMAR - * P=0,7 * *
ESTEROS = P=0,08 * *
IRTA - * P=0,19
CULTIMAR = *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)

Tabla 46. Analisis de la interaccion GxE para el RC en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,23 * * * P=0,91
CANEXMAR - * * P=0,98 P=0,85
ESTEROS = * P=0,18 *
IRTA - P=0,99 P =0,99
CULTIMAR = *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)




Tabla 47. Analisis de la interaccion GxE para el PF en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,06 * P=0,2 * *
CANEXMAR - * P=0,79 P=0,16 *
ESTEROS = P=0,63 * *
IRTA - * P=0,39
CULTIMAR - *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)

ANALISIS DE LOS VALORES FENOTIPICOS DE CALIDAD DE LA CARNE
SACRIFICIO 5 (Talla comercial)

Para dicho analisis se estudiaron variables de bioquimica; colageno, grasa muscular,
humedad y proteinas, mediante el método NIT; y variables de textura, fuerza méaxima,

elasticidad y recuperacion.

1. COLAGENO (CLG)

Tabla 48. CLG por CCAA y numero de casos analizados

CCAA CLG (%) N
CAN 2,40 + 0,032 522
AND 1,06 + 0,02V 952
CAT 0,89 £ 0,03¢ 800
MUR 1,80 + 0,034 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 49. CLG por estaciéon y niumero de casos analizados

ESTACION’ CLG (%) N
ICCM 2,19 + 0,060 148
CANEX 2,48 + 0,04b 374
ESTEROS 1,06 + 0,02¢ 952
IRTA 0,79 + 0,064 141
CULTIMAR 0,91 +0,03¢ 659
ATUNEROS 1,80 + 0,03f 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)
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Tabla 50. CLG por origen y niumero de casos analizados

ORIGEN™ CLG (%) N
CAN 1,49 + 0,032 1260
AND 1,39 £ 0,03b 910

1,40 £
CAT 0,034 799

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“Del total 3023 de para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendio a 2969

2. GRASA MUSCULAR (GM)

Tabla 51. GM por CCAA y numero de casos analizados

CCAA GM (%) N
CAN 5,12 + 0,072 533
AND 6,17 + 0,05b 952
CAT 4,34 + 0,05¢ 800
MUR 4,86 + 0,064 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 52. GM por estacién y nimero de casos analizados

ESTACION GM (%) N
ICCM 5,21+ 0,122 148
CANEX 5,08 + 0,082 385
ESTEROS 6,17 + 0,05b 952
IRTA 3,77 + 0,13¢ 141
CULTIMAR 4,46 + 0,06¢ 659
ATUNEROS 4,86+ 0,052 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 53. GM por origen y numero de casos analizados

ORIGEN™™ GM (%) N
CAN 5,18 + 0,052 1265
AND 5,21 + 0,062 915
CAT 5,19+ 0,062 800

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“Del total 3034 de para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 2980



3. HUMEDAD (HUM)

Tabla 54 . HUM por CCAA y nimero de casos analizados

CCAA’ HUM (%) N
CAN 71,86 % 0,072 533
AND 73,02 +0,05P 952
CAT 74,05 0,06¢ 800
MUR 72,92 +0,06P 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 55. HUM por estacion y nUmero de casos analizados

ESTACION’ HUM (%) N
IcCM 71,71 + 0,132 148
CANEX 71,92 + 0,082 385
ESTEROS 73,02 + 0,05P 952
IRTA 74,30 +0,13¢ 141
CULTIMAR 73,99 +0,06¢ 659
ATUNEROS 72,92 +0,06b 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 56. HUM por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™™ HUM (%) N
CAN 72,99 + 0,052 1265
AND 73,11+ 0,062 915
CAT 73,08+ 0,062 800

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 3034 de para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendié a 2980

4. PROTEINA (PROT)

Los datos de proteinas no cumplen las propiedades de normalidad, por lo que fueron
transformados al arcoseno. Sin embargo, los valores de asimetria y curtosis empeoran
tras la correccion, por lo que se hacen los analisis con los datos sin transformar.



Tabla 57. PROT por CCAA y nimero de casos analizados

CCAA PROT (%) N
CAN 24,09 + 0,062 533
AND 21,00 £0,05b 952
CAT 21,71 £0,05¢ 800
MUR 21,90 +0,054 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 58. PROT por estacion y nimero de casos analizados

ESTACION’ PROT (%) N
IcCM 24,64 + 0,122 148
CANEX 23,88 +0,07b 385
ESTEROS 21,00 +0,05¢ 952
IRTA 21,89 0,124 141
CULTIMAR 21,67 +0,05¢ 659
ATUNEROS 21,90 0,054 749

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 59. PROT por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™™ PROT (%) N
CAN 22,03 + 0,05° 1265
AND 21,75+ 0,06" 915
CAT 22,07 + 0,06° 800

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 3034 de para el andlisis por origen, s6lo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendid a 2980

5. EUERZA MAXIMA (F MAX)

Tabla 60. F MAX por CCAA y nimero de casos analizados

CCAA F MAX (g) N
CAN 8863,54 + 66,922 520
AND 6098,14 + 48,430 993
CAT 4869,68 + 53,26¢ 821
MUR 8489,03+ 49,23 961

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)



Tabla 61. F MAX por estacion y nimero de casos analizados

ESTACION’ F MAX (g) N
8591,06 +

ICCM 124,634 148
CANEX 8971,94 + 78,610 372
ESTEROS 6098,14 + 48,11¢ 993
IRTA 5557,33 + 123,39d 151
CULTIMAR 4714,70 + 58,58¢ 670
ATUNEROS 8489,03 + 48,91f 961

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 62. F MAX por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN ™™ F MAX (g) N
CAN 7‘;‘25"2612 * 1385
AND 666?'531?) * 1000
CAT 6‘;?2;}292 * 846

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 3295 de para el andlisis por origen, s6lo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendi6 a 3231.

6. ELASTICIDAD (ELAST)

Tabla 63. ELAST por CCAA y niumero de casos analizados

CCAA ELAST N

CAN 0,54 + 0,002 520
AND 0,52 + 0,000 993
CAT 0,58 + 0,00¢ 821

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 64. ELAST por estacién y numero de casos analizados

ESTACION® ELAST N
IcCM 0,57 + 0,002 148
CANEX 0,53 +0,00b 372
ESTEROS 0,52 + 0,00¢ 993
IRTA 0,61 % 0,004 151
CULTIMAR 0,57 + 0,002 670

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)
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Tabla 65. ELAST por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™ ELAST N
CAN 0,54 +0,00a 935
AND 0,54 + 0,002 745
CAT 0,56 +0,00° 612

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

“ Del total 2334 de para el andlisis por origen, s6lo se tomaron los datos de origen
conocido, por lo que el total de casos descendio a 2292

7. RECUPERACION (REC)

Tabla 66. REC por CCAA y numero de casos analizados

CCAA’ REC (seg) N
CAN 0,94 + 0,012 531
AND 0,93 + 0,000 993
CAT 0,95 + 0,01¢ 821

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 67. REC por estacion y numero de casos analizados

ESTACION"  REC (seg) N
ICCM 0,98 £ 0,01a 146
CANEX 0,93 +0,01b 385
ESTEROS 0,93 + 0,000 993
IRTA 0,97 +£0,01a 151
CULTIMAR 0,94 +0,01¢c 670
Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

Tabla 68. REC por origen y nimero de casos analizados

ORIGEN™  REC (seg) N
CAN 0,93 0,002 939
AND 0,94 + 0,00V 750
CAT 0,95 + 0,00¢ 614

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05)

" Los datos no cumplieron el test de homogeneidad de varianzaz (test de Levene), por lo
gue se realizaron test no paramétricos.

“ Del 2345 total para el andlisis por origen, sélo se tomaron los datos de origen conocido,
por lo que el total de casos descendio a 2303.



8. ANALISIS DE LA INTERACCION GENOTIPO-AMBIENTE (G x E) PARA LOS
CARACTERES DE CALIDAD DE LA CARNE A TALLA COMERCIAL

Al hacer el estudio de la interaccibn GxE para los caracteres de sacrificio, se observo
gue para los siguientes caracteres no existia dicha interaccion: CLG (P= 0,21), GM (P=
0,06) y HUM (P= 0,11). En el caso de los otros caracteres, la responsabilidad de la
interaccidon se expone a continuacion:

Tabla 69. Analisis de la interaccién GxE para el F MAX en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,16 * P=0,13 * *
CANEXMAR - * P=0,24 * P=0,17
ESTEROS = * P=0,38 P=0,06
IRTA - * *
CULTIMAR = P=0,59

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)

Tabla 70. Analisis de la interaccion GXE para el ELAST en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR
ICCM = P=0,89 P=0,91 P=0,27 P=0,46
CANEXMAR - P=0,27 * P=0,77
ESTEROS = * P=0,84
IRTA - P=0,28

CULTIMAR -
* Indica existencia de interaccion GXE (P<0.05)




Tabla 71. Analisis de la interaccion GxE para el REC en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR
ICCM = P=0,33 P=0,99 P=0,5 P=0,99
CANEXMAR - * * *
ESTEROS = * *
IRTA - P=0,88

CULTIMAR =
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)

Tabla 72. Andlisis de la interaccion GXE para el PROT en las diferentes estaciones

ICCM CANEXMAR  ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
ICCM = P=0,24 * P=0,97 * *
CANEXMAR - * P=1 * *
ESTEROS = P=0,97 * *
IRTA - P=0,08 P=0,98
CULTIMAR = *

ATUNEROS -
* Indica existencia de interaccion GxE (P<0.05)




Tabla 73. Andlisis descriptivos de los valores fenotipicos de sacrificio a talla comercial agrupados por estaciones. N= nimero total
de peces analizados por estacion

ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
PESO (g) 717,21 4,572 326,32 £5,19> 649,35 +4,97¢ 352,65+ 3,024 374,15+ 8,29¢ 321,69 +3,88> 231,59 * 3,33f
LONGITUD (cm) 31,44+0,1020 24,38%0,11> 34,20 +0,10¢ 27,77 £0,064 23,21 £0,17¢ 22,42 £0,08f 24,21 +0,07"
FC 2,27 £0,012 2,18 £0,01b 1,60 £ 0,01¢ 1,62 £0,01¢ 2,99 £ 0,024 1,62 +0,01¢ 1,62 +0,01¢
N 498 385 421 1135 151 690 934

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05) entre estaciones

Tabla 74. Analisis descriptivos de los valores fenotipicos de calidad de la carne a talla comercial agrupados por estaciones. GV=
peso de grasa visceral; %GV= % de grasa visceral; PC= peso canal; RC= rendimiento canal; PF= peso filiete; RF= rendimiento
filete; FFM= fat fish meter; CLG= coladgeno; GM= grasa muscular; HUM: humedad; PROT= proteina; F MAX= fuerza maxima;

ELAST= elasticidad; REC= recuperacion.

ICCM CANEXMAR IFAPA ESTEROS IRTA CULTIMAR ATUNEROS
GV (g) 5,92 +0,34° 1,82+0,21° - 5,79 0,12° 4,44 + 0,31 4,42 +0,14°¢ 14,53+ 0,12
%GV 0,75 + 0,08’ 0,51 +0,05° - 1,58 +0,03¢ 1,15 + 0,07° 1,31 +0,03° 6,20 + 0,03’
PC (g) 650,97 + 5,97° 288,17 +3,71° - 321,56 +2,23° 340,16 +5,91¢ 293,64 +2,78° 208,61t 2,38°
RC (%) 91,34 +0,32° 90,57 + 0,20" - 92,77 +0,12° 90,90 + 0,31%" 91,36 + 0,15° 92,35+ 0,13°
PF (g) 273,76  2,71° 121,96 +1,68° - 111,63 + 1,01° 128,87 +2,70° 112,20+ 1,26 85,29 +1,07°
RF (%) 37,22+ 0,35° 37,09+0,22° - 31,63 +0,13" 34,35+ 0,35° 34,79 +0,16° 36,69 +0,14°
FFM (%) ; 15,12 +0,10a ; 12,22 +0,16b ;

CLG (%) 2,19 +0,06" 2,48 +0,04° 1,06 +0,02° 0,79 % 0,06° 0,91 40,03° 1,80 + 0,03'
GM (%) 5,21+ 0,12° 5,08 + 0,08° 2 6,17 + 0,05" 3,77 +0,13° 4,46 + 0,06° 4,86+ 0,05°
HUM (%) 71,71+0,13° 71,92 +0,08° - 73,02 + 0,05° 74,30 £0,13¢ 73,99 + 0,06° 72,92 + 0,06"
PROT (%) 24,64 +0,12° 23,88 +0,07° 2 21,00 + 0,05° 21,89 +0,12° 21,67 +0,05° 21,90 + 0,05°
F MAX (g) 8591,06 +124,63° 8971,94 + 78,61° - 6098,14 + 48,11° 5557,33 +123,39° 4714,70 +58,58° 8489,03 + 48,91
ELAST 0,57 +0,00° 0,53 +0,00° 0,52 +0,00° 0,61 + 0,00° 0,57 +0,00° 5

REC (seg) 0,98 +0,01° 0,93 +0,01° - 0,93 + 0,00° 0,97 + 0,01° 0,94 + 0,01° -
N 121 328 2 992 151 677 932

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05) entre estaciones
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Tabla 75. Analisis descriptivos de los valores fenotipicos de sacrificio a talla comercial
agrupados por origen

CAN AND CAT
PESO (g) 383,59 +4,42° 328,81+5,12° 480,85+ 5,47°
LONGITUD (cm) 26,97+0,10° 24,97 +0,11° 28,43+0,12°
FC 1,90+0,01°  2,07+0,01°  2,04+0,02°
N 1729 1289 1129

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05) entre origenes

Tabla 76. Andlisis descriptivos de los valores fenotipicos de calidad de la carne a talla
comercial agrupados por origen. GV= peso de grasa visceral;, %GV= % de grasa
visceral; PC= peso canal; RC= rendimiento canal; PF= peso filiete; RF= rendimiento
filete; FFM= fat fish meter; CLG= colageno; GM= grasa muscular; HUM: humedad;
PROT= proteina; F MAX= fuerza maxima; ELAST= elasticidad; REC= recuperacion.

CAN AND CAT
GV (g) 7,98 £ 0,16 5,57 +0,18" 9,29 +0,20°
%GV 2,87 +0,07° 2,31+ 0,08" 2,76 +0,08°
PC (g) 289,60 £2,89°  252,21+3,37° 359,92 +3,67°
RC (%) 91,95+ 0,10 92,16+ 0,12 91,90+ 0,13°

PF (g) 112,77 +1,25°  93,95+1,46° 138,06 +1,60°
RF (%) 35,23 +0,13° 33,97 + 0,15 34,55 + 0,16°
FFM (%) 14,46 +0,15° 13,74 +0,16" 14,82 +0,18°

CLG (%) 1,49 0,03’ 1,39 + 0,03° 1,40 +0,03%°
GM (%) 5,18 + 0,05 5,21 + 0,06 5,19+ 0,06°
HUM (%) 72,99 +0,05° 73,11+ 0,06° 73,08+ 0,06°

PROT (%) 22,03 +0,05° 21,75 + 0,06" 22,07 +0,06°
FMAX (g) 7445,68+58,21° 6639,35+68,51° 6439,26 + 74,49"

ELAST 0,54 +0,00° 0,54 +0,00° 0,56 0,00
REC (seg) 0,93 £ 0,002 0,94 £ 0,000 0,95 + 0,00¢
N 1339 977 824

Letras diferentes indican diferencian significativas (P<0,05) entre origenes

Objetivo 4: Estimar las heredabilidades de los caracteres de interés y las correlaciones
genéticas y fenotipicas entre éstos, con el fin de que el sector industrial disponga de una
informacion que le permita tomar decisiones mas adecuadas de cara a explotar la
rentabilidad de sus poblaciones sin modificar sustancialmente su idiosincrasia de
produccion.

Con el conocimiento previo de factores importantes a considerar en los analisis de
pardmetros genéticos, a efectos de que estos sean corregidos, se hizo el andlisis
conjunto de todos los datos genealdgicamente conectados dentro y entre CCAA, los
cuales se muestran en la siguiente tabla;
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Con la informacién proporcionada por la tabla 77, los intereses de las empresas y las
consideraciones de homogeneidad en el analisis de cada uno de los caracteres, se llego
al acuerdo de hacer la seleccién para crecimiento y deformidades, siempre dentro de
CCAA para evitar los problemas de criterio que aparecieron entre laboratorios, a pesar del
gran esfuerzo realizado por los grupos de investigacion en armonizar los sistemas de
medicion.

En el caso del crecimiento, se consider6 hacer la seleccién a través de la longitud sobre
aquellos animales que eran fenotipicamente normales, teniendo en cuenta que la
deformidad no esta correlacionada genéticamente, de forma robusta, con el crecimiento.

Ademas, en cuanto al tamanio del nucleo de animales de élite seleccionables, la
proporcién sexual y la intensidad de la seleccion se consideré:

- Utilizar lotes en tamafo similares a los llevados a cabo en el sector industrial, a
efectos de demostrar que la reposicidon con criterios de talento genético y
consanguinidad en los nucleos de reproductores industriales es factible. Es decir,
de entre 60 — 66 animales.

- Utilizar una proporcién 1:1 macho:hembra, debido a que al ser los animales
coetaneos, ambos sexos pesan practicamente o mismo, a la vez que la conclusion
de que la proporcion 1:1 dio los mejores resultados de contribucion familiar bajo
puesta masal. Esta estructura, permite evitar un aumento de la consanguinidad por
unidad de tiempo debido a la asimetria de contribucién de sexos.

- Utilizar un tamafio suficiente de animales tal que una vez cuantificada la
contribucion real, que siempre sera menor que el numero de animales
establecidos, y que puede llegar alrededor del 50%, éste sea aun lo
suficientemente amplio para no caer en procesos incontrolados de deriva genética.

- Utilizar como criterios de seleccién; la maximizacién del valor mejorante promedio y
la minimizacion del parentesco en la descendencia potencial.

Debido a que en la presente freza no se encontr6 maduracién de animales como macho y
hembra, y por lo tanto con posibilidades de establecer lotes de animales reproductores, en
las CCAA de Catalufia y Murcia, donde todos eran machos, sélo se establecieron lotes
para las CCAA de Canarias y Andalucia.

Se establecieron tanto lotes de animales de élite como de control, es decir, animales del
centro de la distribucion para el caracter longitud.

En las tablas dadas a continuacion se muestran los animales seleccionados para formar
parte de los lotes de ELITE y CONTROL para las CCAA de Canarias y Andalucia, con los
cuales se obtendran F2 dentro de PROGENSA®, y que serd criada en los centros de
investigacion de las distintas CCAA y de las empresas implicadas en el proyecto.



Tabla 78. Hembras seleccionadas para el lote de ELITE de la CCAA de Canarias, indicando sus Valores Genéticos Aditivos para
la longitud y la deformidad.

PROCEDENCIA PESO_6 OBSERVACIONES_6 SEXO_6 TANQUESG VGA_long_can VGA_def_can

3 956000002144844 Canarias 1300 INDETERMINADO R14 1,363 0,050
4 956000002144923 Andalucia 1380 INDETERMINADO RY 0,653 -0,047
5 956000002145041 Canarias 1620 INDETERMINADO R4 0,586 0,068
6 956000002146141 Andalucia 1425 INDETERMINADO R4 2,987 -0.081
7 956000002146353 Andalucia 855 INDETERMINADO R4 0,735 0,051
8 956000002146367 Andalucia 840 C /HUEVOS HEMBRA R4 0,670 0,039
9 956000002146481 Catalufia 1610 INDETERMINADO R7 0,954 0,049
10 | 956000002148141 Andalucia 785 INDETERMINADO RY 0,609 0,037
11 956000002148759 Andalucia 1080 INDETERMINADO R4 1,812 -0,032
12 | 956000002148046 Andalucia 1005 INDETERMINADO RY 2,710 -0,012
13 | 956000002149442 Andalucia 900 INDETERMINADO R4 0,655 0,136
14 | 956000002149866 Andalucia 1100 INDETERMINADO R14 0,895 0,093
15 | 956000002152523 Catalufia 1440 INDETERMINADO RY 0,615 0,067
16 | 956000002152702 Canarias 1380 INDETERMINADO R14 1,085 0,045
17 | 956000002152748 Canarias 1415 INDETERMINADO R4 0,759 0,054
18 | 956000002155344 Andalucia 1035 INDETERMINADO R14 2,398 -0,025
19 | 956000002157481 Andalucia 1165 INDETERMINADO R4 1,668 -0,066
20 | 956000002158239 Andalucia 880 INDETERMINADO R7 0,894 0,083
21 956000002159212 Andalucia 1020 INDETERMINADO RY 1,261 -0,003
22 | 956000002160535 Canarias 1205 INDETERMINADO R4 0,887 0,085
23 | 956000002160546 Canarias 1350 INDETERMINADO R4 0,794 0,058
24 | 956000002162572 Andalucia 1210 INDETERMINADO R4 1,657 0,053
25 | 956000002162896 Andalucia 1450 INDETERMINADO R14 1,873 0,052
26 | 956000002163144 Andalucia 730 INDETERMINADO R4 0,732 0,046
27 | 956000002163561 Catalufia 1965 INDETERMINADO RY 1,077 0,060
28 | 956000002163608 Catalufia 1865 INDETERMINADO R14 0,989 0,061
29 | 956000002164690 Catalufia 1395 INDETERMINADO R4 1,174 0,054
30 | 956000002165009 Catalufia 1350 INDETERMINADO R4 1,670 0,051




Tabla 79. Machos seleccionadOs para el lote de ELITE de la CCAA de Canarias, indicando sus Valores Genéticos Aditivos para la
longitud y la deformidad.

PROCEDENCIA PESO_6 OBSERVACIONES_6 SEXO_6 TANQUEG6 VGA_long_can VGA_def_can

1 9560000021472863 Andalucia 540 MACHO R4 2,303 0,028
2 956000002153251 Andalucia 590 MACHO R4 2,159 -0,019
3 956000002159114 Andalucia 865 MACHO R14 1,846 -0,050
4 956000002150041 Andalucia 920 MACHO R7 1,831 0,001
5 956000002147191 Andalucia 950 MACHO R4 1,543 -0,027
6 956000002159459 Canarias 1580 MACHO R4 1,477 0,044
7 956000002154638 Canarias 1735 MACHO R14 1,026 -0,057
8 956000002162193 Cataluiia 1680 MACHO R4 0,887 0,042
g 956000002161136 Catalufia 1340 MACHO R4 0,825 0,061
10 | 956000002152285 Andalucia 655 MACHO RY 0,771 0,059
11 956000002146745 Canarias 860 MACHO R14 0,770 0,051
12 | 956000002147166 Cataluiia 995 MACHO RY 0,759 0,062
13 | 956000002155035 Andalucia 875 MACHO R7 0,750 0,037
14 | 956000002147558 Cataluiia 1245 MACHO R4 0,731 0,060
15 | 956000002153024 Andalucia 1100 MACHO R4 0,723 0,058
16 | 956000002163580 Andalucia 605 MACHO R4 0,721 0,052
17 | 956000002073440 Catalufia 820 MACHO R14 0,701 0,054
18 | 956000002152368 Andalucia 615 MACHO RY 0,637 0,085
19 | 956000002150288 Catalufia 1275 MACHO R14 0,637 0,041
20 | 956000002162415 Andalucia 1035 MACHO R4 0,535 0,026
21 956000002153208 Cataluiia 1100 MACHO RY 0,525 0,057
22 | 956000002144950 Canarias 1280 MACHO R14 0,491 0,071
23 9560’0000215826? Andalucia 700 MACHO RY 0,488 -0,026



Tabla 80. Hembras seleccionadas para el lote de CONTROL de la CCAA de Canarias, indicando sus Valores Genéticos Aditivos

para la longitud y la deformidad.

PIT PROCEDENCIA PESO 6 OBSERVACIONES 6 SEXO & TANQUEG VGA long canVGA def ca
1 |956000002065583| Catalufia 1230 LORDOSIS INDETERMINADO R7 -0.20 -0.03
2 |956000002060943|  Catalufia 1270 LORD/ESCOLIOSIS| INDETERMINADO R7 0.02 -0.16
3 |956000002070355| Catalufia 1260 INDETERMINADO R14 -0.19 0.24
4 |956000002070901| Canarias 1410 INDETERMINADO R4 -0.09 0.03
5 |956000002074740| Catalufia 1290 LORDOTICO| INDETERMINADO R7 -0.42 0.08
6 |0956000002074800| Catalufia 1335 LORDOTICO| INDETERMINADO R14 0.14 0.15
7 |956000002145473|  Canarias 1085 INDETERMINADO R4 0.01 -0.03
8 |956000002146315|  Canarias 1360 INDETERMINADO R7 0.23 0.09
0 |956000002147418|  Catalufia 1330 INDETERMINADO R7 0.07 0.06
10 |956000002150012|  Catalufia 1045 INDETERMINADO R7 -0.35 0.15
11 |956000002150334|  Catalufia 1250 INDETERMINADO R4 0.27 0.03
12 |956000002150494|  Catalufia 1195 INDETERMINADO R4 -0.02 0.06
13 |956000002150674|  Catalufia 1165 INDETERMINADO R4 -0.19 0.18
14 |956000002151038|  Catalufia 1200 INDETERMINADO R14 -0.20 0.10
15 |956000002151137|  Catalufia 1100 INDETERMINADO R7 0.01 -0.06
16 |956000002152242|  Andalucia 1020 INDETERMINADO R7 0.14 0.05
17 |956000002152457|  Catalufia 1150 OPERCULO| INDETERMINADO R4 0.02 -0.16
18 |956000002152711|  Catalufia 1430 INDETERMINADO R14 -0.05 0.25
10 |956000002153072|  Canarias 1505 INDETERMINADO R7 -0.01 0.03
20 |956000002156476|  Canarias 895 INDETERMINADO R7 -0.21 0.04
21 |956000002157399|  Canarias 855 INDETERMINADO R14 -0.43 0.09
22 |956000002159309|  Canarias 795 INDETERMINADO R14 0.27 -0.05
23 |956000002159351|  Catalufia 1285 INDETERMINADO R4 0.01 0.15
24 |956000002160154|  Canarias 960 INDETERMINADO R4 -0.41 0.04
25 |956000002160173|  Catalufia 950 INDETERMINADO R4 -0.10 0.24
26 |956000002160449|  Canarias 1075 INDETERMINADO R4 0.02 0.07
27 |956000002161728|  Catalufia 1080 INDETERMINADO R7 0.13 0.23
25 |956000002161747|  Catalufia 1150 INDETERMINADO R14 -0.37 0.14
20 |956000002162480|  Catalufia 1390 INDETERMINADO R14 0.07 0.24
30 |956000002162635|  Canarias 1245 INDETERMINADO R7 -0.28 -0.05
31 |956000002163159|  Canarias 1215 OPERCULO| INDETERMINADO R7 0.22 -0.04
32 |956000002163171|  Catalufia 650 INDETERMINADO R7 0.01 0.15
33 |956000002166725| Catalufia 1045 INDETERMINADO R4 0,06 0.06




Tabla 81. Machos seleccionados para el lote de CONTROL de la CCAA de Canarias, indicando sus Valores Genéticos Aditivos
para la longitud y la deformidad.

PIT PROCEDENCIA PESO 6 OBSERVACIONES 6 SEXO & TANQUEG VGA_long_canVGA_def_canl]
1 |956000002064231|  Catalufia 1125 ALETA COGIDA MACHO R4 -0.28 0.24
2 |956000002067165|  Catalufia 1115 MACHO R4 0.00 0.19
3 |956000002069573|  Catalufia 1110 MACHO R4 -0.42 0.16
4 |956000002070133| Andalucia 650 MACHO R7 0.12 0.06
5 |956000002072053|  Catalufia 1130 MACHO R14 0.17 -0.16
6 |956000002145212| Andalucia 700 LORDOTICO MACHO R14 -0.10 0.15
7 |956000002146126| Andalucia 980 LORDOTICO MACHO R7 0.23 -0.08
5 |956000002147049|  Catalufia 870 MACHO R4 -0.45 0.25
0 |956000002148555|  Catalufia 1210 MACHO R14 -0.04 0.06
10 |956000002149069|  Andalucia 530 MACHO R14 -0.10 -0.05
11 |956000002151525|  Catalufia 1100 MACHO R14 0.27 0.07
12 |956000002151886|  Canarias 690 MACHO R14 -0.39 0.02
13 |956000002152449|  Catalufia 980 LORDOTICO MACHO R4 -0.38 0.17
14 |056000002153934|  Andalucia 765 LORDOTICO MACHO R7 -0.20 0.14
15 |056000002154685|  Catalufia 980| OPERCULO LEVE MACHO R4 0,14 0,03
16 |056000002156429|  Canarias 1090 MACHO R7 0,12 0.08
17 |956000002156658|  Catalufia 970 MACHO R4 -0.23 0,07
18 |956000002157981|  Canarias 1000 MACHO R4 -0.11 -0.04
10 |956000002159696|  Catalufia 1090 MACHO R7 0,13 0.24
20 |956000002160540|  Canarias 730 0JO CHUNGO MACHO R4 -0.28 -0.04
21 |956000002161765|  Catalufia 1370 MACHO R14 0,10 0.07
22 |956000002161996|  Andalucia 650 MACHO R14 0,32 0.08
23 |956000002162453|  Andalucia 1020 MACHO R14 0.03 -0.04
24 |956000002162560|  Canarias 1110 MACHO R4 0,25 0,03
25 |956000002163604|  Catalufia 955 MACHO R4 -0,21 0,02
26 |956000002164002|  Andalucia 600 MACHO R7 -0.34 0,11
27 |956000002164047|  Catalufia 950 MACHO R7 -0.40 0.25
28 |956000002164284|  Andalucia 585 MACHO R4 -0.11 0,15
20 |956000002164777|  Canarias 920 OPERCULO MACHO R7 -0.09 0,02
30 |956000002165085)  Andalucia 450 OPERCULO MACHO R7 0,15 0,03
31 |956000002165206|  Canarias 1280 MACHO R7 -0.34 0.09
32 |956000002165376|  Andalucia 670 MACHO R14 0,39 0,11
33 |056000002165530| Catalufia 1030 MACHO R7 0,04 0.03




Tabla 82. Hembras seleccionadas para el lote de ELITE de la CCAA de Andalucia, indicando sus Valores Genéticos Aditivos
para la longitud y la deformidad

| NPT PROCEDENCIA PESO6 _SEXO6 _ TANQUE 6 madre padre VGA long ancVGA def tod]
1 956000002063922 Catalufia 1600,00| INDETERMINADO TR10[ 33203] 33109 1,363 0,171
2 | 956000002064049 Catalufia 1712,50| INDETERMINADO TR15[ 33400] 33312 1,095 0,042
3 | 956000002064718 Canarias 1359.,00| INDETERMINADO TR9[  1130] 1139 1,267 0,023
4 | 956000002065021 Canarias 1317.70| INDETERMINADO TRI[  1133] 1139 1,057 0,045
5 | 956000002065181 Catalufia 1608,10| INDETERMINADO TEG| 33203] 33215 0.963 0,012
G | 956000002065199 Catalufia 1801.,20| INDETERMINADO TR9[ 33203] 33109 1,358 0,170
7| 956000002066212 Catalufia 1388.10| INDETERMINADOD TEG| 33400] 33312 0.897 0,040
g | 956000002066566 Canarias 1422,70| INDETERMINADD TEG[  1130] 1139 0.940 0,019
9 | 956000002066731 Catalufia 1487.70| INDETERMINADD TR10[ 33203] 33109 1.037 0,166
10 | 956000002067068 Andalucia 1066.40| INDETERMINADD TR9[ 2221 2282 0.901 0,072
11 | 956000002067257 Catalufia 1387.90| INDETERMINADD TES[ 33203] 33109 1.041 0,166
12 | 956000002067770 Catalufia 1629.90| INDETERMINADD TRa&[ 33203] 33109 1.358 0,170
13 | 956000002068132 Catalufia 1680,10| INDETERMINADD TES[ 33203] 33215 1.119 0,014
14 | 956000002068321 Catalufia 1427 10| INDETERMINADD TRa&[ 33203] 33109 0.881 0,164
15 | 956000002069580 Catalufia 1451,30| INDETERMINADD TES[ 33203] 33109 1.197 0,168
16 | 956000002070998 Canarias 1293.90| INDETERMINADD TEG[  1130] 1139 1.141 0,022
17 | 956000002071652 Catalufia 1372,90| INDETERMINADD TRa&[ 33203] 33109 0.956 0,165
18 | 956000002072411 Catalufia 1512,50| INDETERMINADD TR10[ 33400] 33312 1.099 0,043
19 | 956000002072649 Catalufia 1830.90| INDETERMINADD TR18[ 33203] 33109 1.685 0,175
20 | 956000002072691 Catalufia 1487.50| INDETERMINADD TR9[ 33203] 33109 1117 0,167
21 | 956000002072716 Catalufia 1353.70| INDETERMINADD TES[ 33203] 33109 1.278 0,169
22 | 956000002073093 Canarias 1504.60| INDETERMINADD TR9[  1148] 11582 0.917 0,052
23 | 956000002073585 Catalufia 777,70 INDETERMINADD TES[ 33400] 33312 1.264 0,045
24 | 956000002075073 Catalufia 1520,30| INDETERMINADO TR9[ 33203] 33215 0.899 0,011
25 | 956000002098429 Catalufia 1366.,50| INDETERMINADO TES[ 33203] 33312 1,423 0,062
26 | 956000002098517 Canarias 1388.90| INDETERMINADO TR14[  1149] 1155 0.955 0,039
27 | 956000002104084 Canarias 1490,50| INDETERMINADO TRE[  1141] 1139 1,396 -0.018
23 | 956000002104521 Canarias 1551,70| INDETERMINADO TEG[ 1148] 1152 0.998 0,053
29 | 956000002104911 Canarias 1264,50| INDETERMINADO TR10[  M41] 1139 1,39 -0.018
30 | 956000002105100 Catalufia 1475,70| INDETERMINADO TRE[ 33203] 33109 1,117 0,167
31 | 956000002106531 Canarias 1416,60| INDETERMINADO TEG[ 1148] 1152 0.922 0,052
32 | 956000002107620 Catalufia 1780,00| INDETERMINADO TRE[ 33203] 33312 1,584 0,064
33 | 956000002107861 Canarias 1481.,50| INDETERMINADO TRE[  1141] 1139 1,154 -0.021
34 | 956000002108826 Catalufia 1921,50| INDETERMINADO TR15[ 33203] 33312 1,785 0,067




Tabla 83. Machos seleccionadOs para el lote de ELITE de la CCAA de Andalucia, indicando sus Valores Genéticos Aditivos para
la longitud y la deformidad.

N PROCEDENCIA PESO 6 SEXO 6 TANQUE 6 madre padre VGA long_and VGA_def tod
1| 956000002064306 Andalucia 1084.20 MACHO TE6|  224] 2277 0,674 0,031
2 | 956000002064424 Catalufia 1282.70 MACHO TR8| 33400] 33312 0.536 0.035
3 | 956000002067122 Catalufia 1472.50 MACHO TES| 33203] 33109 1,117 0.167
4 | 956000002067567 Catalufia 1390.50 MACHO TR8| 33203] 33215 0.958 0.012
5 | 956000002068520 Catalufia 154000 MACHO TR9| 33203] 33215 0,963 0,012
6 | 956000002069343 Andalucia 1472.00 MACHO TR14| 2255 0,549 0.091
7 | 956000002070437 Canarias 115180 MACHO TR15] 1141 1139 1,070 0,022
8 | 956000002070480 Andalucia 131220 MACHO TE6| 2297| 2240 0,946 0,026
9 | 956000002071414 Catalufia 159570 MACHO TR8| 33203] 33109 1,363 0.171
10| 956000002072128 Andalucia 1403.70 MACHO TR14 2282 1,367 0.093
11 | 956000002072251 Catalufia 1487 50 MACHO TR14| 33400] 33312 0.696 0,037
12| 956000002072447 Andalucia 1189.80 MACHO TR8| 2297| 2228 0.556 0,026
13| 956000002072650 Andalucia 125250 MACHO TE6| 2289] 2293 1,170 0.132
14 | 956000002072813 Andalucia 1717.60 MACHO TES| 2234] 2259 1,664 0.104
15 | 956000002073769 Andalucia 1199.70 MACHO TR8| 2221| 2218 0.628 0,030
16| 956000002073849 Andalucia 1362.20 MACHO TES| 2292] 2293 1.400 0,002
17 | 956000002073853 Catalufia 1801.20 MACHO TR15| 33400] 33312 1,344 0,046
18| 956000002074343 Andalucia 1662.00 MACHO TES| 2221 2282 1,709 0.083
19| 956000002101592 Canarias 1433.30 MACHO TE6]  1141] 1139 1,230 0,020
20 | 956000002101907 Canarias 1490.00 MACHO TES|  1150] 1158 0.575 0,000
21 | 956000002103614 Catalufia 1341.80 MACHO TR15] 33203] 33109 0.956 0.165
22 | 956000002106586 Canarias 1226.90 MACHO TR8] 1134] 1139 1,012 0.030
23 | 956000002106758 Canarias 1414.90 MACHO TE6|  1141] 1161 0,664 0,062
24 | 956000002109564 Cananas 1362.90 MACHO TR8| 1149] 1145 0.759 0.059




Tabla 84. Hembras seleccionadas para el lote de CONTROL de la CCAA de Andalucia, indicando sus Valores Genéticos Aditivos
para la longitud y la deformidad.

N SEX

1 956000002064547|  Andalucia 1263.40) IMDE TERMINADO TR1G) 2244| 2267 0.077 0.050
2 9560000020657 04 Catalufia 1335.60] IMDE TERMINADO TR15) 33400 3342 0.253 -0.057
3 356000002066540 Canarias 1288.50] INDE TERMINADO TES| M30]  1&1 0.233 -0.024
4 356000002066335 Canarias 1238.00) INDE TERMINADO TRIO) 143 1157 0.055 0.023
5 356000002067075 Canarias 1232.00] IMDE TERMINADO TR1S) 143 1157 0.036 0.023
E 956000002067E623 Canarias 1140.40( INDE TERRAIMADD TEE| 146 1156 0,133 -0.023
i 95600000206¥6531)  Andalucia 1M13.10) INDE TERRINADO TEG| 228 2285 0.7 0.036
8 95600000206¥316)  Andalucia 1274.90]| INDE TERMINADO TRI| 2246 221 -0.013 0.050
3 95600000206731F)  Andalucia 1125.90( INDE TERRAIMADD TER| 2237 2240 0,104 0.036
10 956000002065261)  Andalucia 1163.00( INDE TERRAIMADD TRI| 22201 2265 0.307 -0.015
11 [ 956000002063003 Canarias 1037.40) IMDE TERMINADO TR3| 146 1153 072 -0.108
12 356000002063501 Catalufia 1276.00] IMDE TERMINADO TEER| 33286| 33312 0,306 -0.035
13 356000002070143 Catalufia 1335.00] IMDE TERMINADO TR3| 3321 33312 0.1 -0.002
14 956000002071308)  Andalucia 1055.10{ INDE TE RRAIMADD TER| 2237 0,165 0.034
15 | 956000002073576 Catalufia 13,30 IMDE TE RMIMADD TR3| 33203] 33215 0.240 0.002
16 | 956000002073302)  Andalucia 14585.00) INDE TERMINADO TR3| 2283 2240 0.353 0.044
17 | 956000002074675 Catalufia 1036.30] IMDE TERMINADO TESG| 33203| 33215 0.240 0.002
15 | 956000002033704 Canarias 1307.30] IMDE TERMINADO TR 11 181 0.262 -0.063
13 | 956000002033332 Canarias 1332.80] INDE TERMINADO TR N34 1136 0.253 0.043
20 | 956000002033505 Canarias 122,20 INDE TERRINADD TEG| 146 1152 0.376 -0.033
21 356000002700204 Canarias 1303.50] IMDE TERMINADO TR1S) M6 115 0.273 -0.022
22 | 956000002100533 Catalufia 175.60[ INDE TERRINADD TR15) 33400 33109 0.074 0,135
23 356000002102166 Canarias 1247.70] IMDE TERMINADO TEGE| 153 1152 0.205 0.0m
24 | 956000002102526 Canarias 303.40| IMDE TERMIMNADD TR3] 143 11538 0.075 0.028
25 | 956000002102336 Canarias 1300.00) IMDE TERMINADO TRIO) M6 115 0.238 -0.023
26 356000002103716 Canarias 1471.80[ INDE TERRAIMADD TR1S) N34 1136 0,175 0.042
27 | 956000002103738)  Andalucia 1206.00) INDETE RkAINADD THR1G| 2222 0339 0.007
28 | 956000002103502 Canarias 1220.20] IMDE TERMINADO TES| 153 1152 0.325 0.0z
23 356000002104142 Canarias 1135.40[ INDE TERRAIMADD TEG| 143 11538 0.232 0.030
a0 356000002104331 Canarias 137, 40[ INDE TERRAINADD TEG| 153 1156 0.067 0.014
a1 356000002105165 Canarias 152.20] INDE TERRIMNADD TEG| 151 1152 -0.004 0.052
32 | 956000002106265 Canarias 1050.00) IMDE TERMINADO TEG| 143 1157 0.015 0022
33 | 956000002107045 Canarias 1153.00( INDE TERRAIMADD TEGE| M22| 1120 0,103 -0.130
34 | 956000002107638 Canarias 1064.60] IMDE TERMINADO TEG| 146 1152 0.295 -0.034
35 | 956000002103053 Canarias 351.30) INDE TE RkAIMNADD TES] 146 1153 0.037 -0.103




Tabla 85. Machos seleccionados para el lote de CONTROL de la CCAA de Andalucia, indicando sus Valores Genéticos Aditivos

para la longitud y la deformidad.

N 'ROCEDENCI PESO_6 SEXO_6 TANQUE_6 madre padre VGA_long_andVGA_def_tod
1 | 956000002065788 Catalufia 1172,10 MACHO TR15] 33400| 33215 -0,009 -0,016
2 | 956000002066604| Andalucia 1345,30 MACHO TES| 2217 0,235 0,070
3 | 956000002067184 Canarias 998,50 MACHO TE5| 1159] 1158 -0,079 -0,006
4 | 956000002067256| Andalucia 1125,10 MACHO TR14| 2237| 2240 0,184 0,037
5 | 956000002066265) Andalucia 950,30 MACHO TR15] 228| 2265 -0,124 0,033
6 | 956000002069141 Canarias 1098,30 MACHO TR15] 1149] 1158 0,071 0,028
7 | 956000002069705) Andalucia 1136,50 MACHO TR8| 2237 2256 -0,105 0,023
8 | 956000002089975| Andalucia 812,30 MACHO TES| 228| 2265 0,122 0,037
9 | 956000002071336 Catalufia 1071,10 MACHO TES| 33286| 33312 0,386 -0,094
10 | 956000002072529| Andalucia 1078,50 MACHO TR14| 221| 2293 0,132 -0,068
11 | 956000002073595 Catalufia 1013,00 MACHO TES| 33203| 33215 -0,082 -0,002
12 | 956000002074772| Andalucia 769,10 MACHO TR10| 2283| 2231 0,045 0,080
13 | 956000002075133 Catalufia 1216,40 MACHO TES| 33286| 33312 0,306 -0,095
14 | 956000002100027 Canarias 1111,70 MACHO TEB| 1159 1152 -0,077 0,007
15 | 956000002100457 Canarias 1387,50 MACHO TR9| 1159] 1157 -0,095 -0,011
16 | 956000002101842 Canarias 1133,30 MACHO TES5| 1149 1158 0,140 0,029
17 | 956000002103532 Canarias 1155,90 MACHO TE5| 1159] 1154 -0,062 -0,010
18 | 956000002104290 Canarias 967,80 MACHO TR9| 1149 1158 -0,090 0,025
19 | 956000002105008 Canarias 1190,20 MACHO TEG| 1159] 1154 0,018 -0,010
20 | 956000002107016 Canarias 944 60 MACHO TE5| 1150] 1158 0,013 -0,007
21 | 956000002107384 Canarias 1310,90 MACHO TR8| 1149 1158 0,317 0,031
22 | 956000002108606 Canarias 1069,80 MACHO TR14| 1158| 1154 0,018 -0,010
23 | 956000002108971 Canarias 933,40 MACHO TE5| 1133 1135 -0,096 0,036
24 |956000002109121 Canarias 1232,20 MACHO TES| 1141] 1126 0,193 -0,026
25 | 956000002109698 Canarias 1176,90 MACHO TE5| 1159| 1158 0,162 -0,003




2.5. CONCLUSIONES

e Que los objetivos comprometidos en PROGENSA® se han consiguiendo en forma y
plazo.

e Que se ha desarrollado metodologia y organizacion que permite imbricar la mejora
genética en el sistema de produccion de dorada en Espafia, poniendo en valor para las
empresas la explotacion adicional del talento genético de los peces para caracteres de
interés comercial.

e Que los desarrollos llevados a cabo en el contexto de PROGENSA® constituyen en si
mismos transferencia de conocimiento, ya que han sido realizados con las propias
empresas del sector y bajo sus condiciones de produccién industrial.

e Que PROGENSA® ha generado una red, desde la perspectiva de la genética aplicada,
entre los centros autonémicos con competencia en acuicultura de aquellas CCAA donde
se lleva a cabo el cultivo de dorada, promocionando capacitacion y formacién especifica
al efecto.

2.6. VALORACION

Todos los miembros del consorcio PROGENSA® consideramos que el proyecto ha sido en si
mismo un hito, por el modo de organizacion de la informacién de cara a poder cumplir con
todos los objetivos propuestos en el proyecto, no sélo desde el punto de vista cientifico y
técnico sino también desde el punto de vista administrativo, ya que todos los niveles han sido
de gran importancia.

PROGENSA® es un proyecto multidisciplinar, en el que la sincronizacién es basica para
desarrollar muchos aspectos de la biologia y caracterizacién de dorada como son la madurez
sexual de los reproductores en latitudes y longitudes diferentes, las condiciones de cultivo
larvario, el trasiego de larvas entre Centros de Investigacidon de cada CCAA, etc.., lo que
demanda un gran despliegue logistico y profesionalidad por parte de todos los agentes. Decir
gue ninguna de las CCAA autdbnomas participantes ha escatimado en esfuerzo para conseguir
gue los objetivos propuestos en el proyecto se cumpliesen en plazo y forma. Valgan como
ejemplo;

e La rigurosidad con la que cada una de las CCAA aplico el protocolo de transporte de
larvas entre CCAA, uno de los puntos criticos del proyecto. En el caso del intercambio
de larvas entre centros ubicados en la peninsula, los propios investigadores (Alicia
Estévez de Catalufia) han sido quienes han transportado las larvas (Catalufia-Andalucia-
Murcia), debido a la imposibilidad de que las empresas de transporte urgente
garantizaran la ejecucion del protocolo de transporte disefiado. Como resultado, la
mortalidad larvaria debido al transporte fue despreciable (1 — 5 larvas de entre ~ 1.400
peces por lote).

e EIl cambio de empresas que garantizaran el éxito del proyecto. Este fue el caso de la
empresa CUPIMAR que fue cambiada por la empresa PIMSA, tal y como fue sugerido



por Manuel Manchado (Andalucia), por varias razones: 1) Condiciones singulares en
cuanto caracteristicas fisico-quimicas del agua y caracteristicas de los esteros; 2)
Disponibilidad de esteros en exclusiva para el desarrollo del proyecto hasta tallas
grandes; 3) Existencia previa de convenios de colaboracion para el desarrollo de tareas
de investigacion.

¢ La unificacion de criterios para el andlisis de caracteres.

e La unificacion de criterios para la puesta a punto de PCR multiplex de marcadores
microsatélites en la caracterizacion genética de reproductores y descendientes, incluso
mediante la disponibilidad para llevar a cabo un seminario experimental en Gran
Canaria, durante la reunion del 3-5 de febrero de 2010.

e La unificacion de criterios para el establecimiento de las bases de datos.

e La perfecta sincronizacion de las fechas de muestreo y/o sacrificio en centros de
investigacion y empresas participantes, a pesar de la gran diversidad entre instituciones
en cuanto a logistica y disponibilidad.

e La distribucién de competencias por grupo de investigacion, analisis de variables, segun
nivel de especializacion.

e La oportunidad de constituir bancos de muestras genealdégicamente controladas y
rendimientos productivos asociados, como un preambulo para la constitucion de un
repositorio bioldgico a disposicion de la comunidad investigadora.

e EIl andlisis unificado de mas de 4000 peces al sacrificio para todo el volumen de
caracteres comprometidos en el proyecto.

Por otro lado, resefiar que el caracter multidisciplinar del proyecto ha sido una gran ventaja
para el desarrollo del mismo ya que nos ha permitido disponer de profesionales de la maxima
calidad. Esto ha sido muy importante porque un estudio de las caracteristicas del proyecto
PROGENSA® requiere de una perfecta coordinacion de todas las CCAA y agentes que
participen en el mismo; desde los Jefes de Servicio de las CCAA, quienes han apoyado y
ajustado sus decisiones a los requerimientos necesarios para poder desarrollar el proyecto,
hasta las empresas colaboradoras, quienes han sincronizado sus esquemas de produccién con
la evolucién del proyecto e incorporado los lotes S-Empresa en forma y plazo.



2.7. DIFUSION
Durante el desarrollo del proyecto se han realizado las siguientes acciones de difusion:

e Triptico: cuya finalidad era ilustrar de modo sencillo y atractivo los objetivos del proyecto a modo de esquema, para ser
difundido en diferentes eventos y congresos que son mencionados mas adelante. Dicho triptico fue remitido en su momento
a SecJacumar para su distribucion en la reunidon que ésta celebr6 con el sector empresarial durante el 2009. Ademas, el
triptico fue entregado a las empresas participantes y colaboradoras con el proyecto, asi como a APROMAR, a través de su

Gerente.
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Revista AQUA: Se trata de una de las revistas de difusion mas importantes de la
empresa TechnoPress S.A., lider en medios de informacién para las industrias acuicola-
pesquera en Chile, que fue fundada en 1995 por Fundacion Chile y Editec S.A., y que
tiene como objetivo apoyar el desarrollo y posicionamiento a nivel interno y global del
sector acuicola. En este sentido, consideramos de interés hacer una difusion en Chile,
aprovechando que tenemos una estudiante chilena haciendo su tesis doctoral en el
contexto del proyecto PROGENSA®, Dfia. Ivonne Lee, y que el gobierno de Chile tiene
un gran interés en diversificar su acuicultura a especies de aguas mas calidas,
especialmente después de las fuertes pérdidas econdmicas que ha sufrido ese pais a
causa del ISA.

Si bien se adjunta una impresion pantalla de la noticia, a ésta se puede acceder
directamente a través de la web de la revista, http://www.aqua.cl/, poniendo la palabra
JACUMAR en el buscador de la misma o bien directamente en la direccion
http://www.aqua.cl/noticias/index.php?doc=33272

XIl Congreso Nacional de Acuicultura (Madrid-2009): En dicho congreso se presento
el proyecto por varias vias distintas:

o Poster divulgativo, ver fichero adjunto; Congreso Nacional Acuicultura Madrid
PROGENSA.PDF

0 Mejora Genética: durante el debate llevado a cabo sobre la mejora genética en
Espafia, el cual fue coordinado por el Dr. Miguel Angel Toro y el Dr. JesUs Fernandez.

o Investigadores participantes: atendiendo las cuestiones planteadas por los
investigadores en las sesiones de pdéster y durante todo el congreso.

o APROMAR: mediante conversacion mantenida con el Gerente de dicha asociacion de
empresas dedicadas al cultivo de especies, y en particular de dorada, D. Javier Ojeda.

Congreso internacional de Cambridge: se trata de un congreso llevado a cabo por el
gobierno de Chile para estudiantes de postgrado provenientes de su pais y que estan
haciendo sus tesis doctorales en universidades extranjeras. En este sentido, hemos
enviado a dicho congreso a la estudiante de doctorado de origen chileno, Diia Ivonne
Lee Montero, para que explicase cual es el desarrollo del programa de mejora genética
llevado a cabo en PROGENSA®, cuya informacion se puede ver en el siguiente fichero
adjunto: Congreso Internacional de Cambridge.PDF

XV Reunién Nacional de Mejora Genética Animal, Vigo: se trata del congreso mas
relevante de mejora genética animal en Espafa, el cual tiene una proyeccion
internacional muy importante en los paises europeos de nuestro entorno, como son
Francia y Portugal debido a la asistencia regular de grupos de investigacion en mejora
genética de dichos paises, asi como de Iberoamérica, como denota la importante
difusion de la revista I.T.E.A., que habitualmente recoge sus comunicaciones: Afonso et
al. (2010)


http://www.aqua.cl/
http://www.aqua.cl/noticias/index.php?doc=33272

ACTEON: se trata de la web de mejora genética animal de los grupos de investigacion
en Espafia. En este sentido, dicho portal permite el depdsito y difusion de todas las
comunicaciones que son llevadas a cabo en el contexto de las distintas Reuniones
Nacionales de Mejora Genética Animal (http://acteon.webs.upv.es/)

Taller de Genética en Acuicultura, Puerto Varas, Chile: se trata de talleres regulares
organizados por consorcios de instituciones publicas y privadas del sector acuicola de
Chile, con el fin de tener actualizada a la comunidad cientifica y del tejido productivo de
ese pais, especialmente en especies de acuicultura marina. Particularmente, la
informacion del proyecto PROGENSA® fue presentada por el miembro del proyecto el
Dr. Miguel Angel Toro Ibafiez, bajo el contexto de una ponencia mas amplia titulada
“Genética de mitilidos y su impacto en mitilicultura”, cuyo contenido se puede ver en el
siguiente fichero adjunto: Taller de Genética en Acuicultura de Puerto Varas.PDF

Publicacién en revista indexada: de todas las reacciones multiplex puestas a punto en
el proyecto, con marcadores microsatélites intraespecificos e interespecificos, la de
marcadores interespecificos fue enviada y aceptada en la revista internacional de mayor
difusion e impacto en la acuicultura europea, Aquaculture, y que sera definitivamente
publicada en un namero de 2011: Borrell et al.. doi:
10.1016/j.aquaculture.2011.01.028

Videos: se han realizado dos videos de difusion para promocionar de forma sencilla el
proyecto, asi como de la metodologia empleada en el andlisis de caracteres a escala
industrial. Ambos videos han sido puestos en YouTube para el acceso libre de la
comunidad investigadora, empresarial y de usuarios:

o http://lwww.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0
o http://lwww.youtube.com/watch?v=baYqlEECAbU

2° Foro de Planes Nacionales de Cultivos Marinos: se realizé una presentacion con
los resultados finales — preliminares del proyecto ante un foro al que asistieron
investigadores, administracion y empresas, durante la celebracion del XIICNA en
Casteldefells.

SEMINARIO PROYECTO CYTED GENETICA E INMUNOLOGIA APLICADA AL
CONTROL DE PATOGENOS EN ACUICULTURA; Se divulgé el proyecto dentro del
contexto de esta red iberoamericana de genética, la cual fue celebrada el 18 de Mayo de
2011, Instituto de Biologia, Campus Curauma, PUCV, a través de una conferencia.

MisPeces.com: se realiz6 una publicacion el 18 de febrero de 2011 titulada
Investigadores espafioles unidos por la mejora genética (http://www.mispeces.com).

MisPeces.com: se realiz6 una publicacion en noviembre de 2011 titulada Un
Progensa® Il permitirda a la acuicultura espafiola un nuevo Plan Nacional de mejora
genética en doradas (http://www.mispeces.com).



http://acteon.webs.upv.es/
http://www.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0
http://www.youtube.com/watch?v=baYglEECAbU
http://www.mispeces.com/
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2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

El desarrollo del proyecto se ha ajustado a las previsiones. Asi, son de destacar algunos
aspectos y los planes de contingencia previstos desde el inicio del proyecto:

e Las dificultades que hemos tenido para el transporte de larvas entre centros de
investigacion ubicados en la peninsula, ya que las empresas de transporte no garantizan
la supervivencia de las larvas bajo transporte, por lo que hubo que recurrir a transportes
de las propias instituciones implicadas en el proyecto. Concretamente, a la importante
labor hecha por la Dra Alicia Estévez y los recursos de infraestructura del IRTA.

e La pérdida de animales por robos durante el cultivo en las empresas, particularmente en
la empresa CANEXMAR en Gran Canaria. Sin embargo, esto estaba previsto en el
proyecto, por lo que se contd con un plan de contingencia doble,

o la siembra de un nimero de peces por encima de las necesidades del proyecto
para las estimas de parametros genéticos y caracterizacion fenotipica de los
caracteres.

o el mantenimiento de hermanos de los peces engordados en las empresas, en los
propios centros de investigacion autonémicos implicados en el proyecto.
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3.- ANEXOS CON LOS INFORMES DE LAS DISTINTAS CCAA (estos informes podran
tener el formato que determine cada CCAA, incluidos sus logotipos oficiales)



Informe de Seguimiento
Comunidad Autbnoma de Canarias
2009




INFORME DE SEGUIMIENTO DEL PROYECTO PROGENSA
CCAA DE CANARIAS
2009
El presente documento entrega informacidbn sobre las actividades vy
procedimientos que se han llevado a cabo con el manejo de las Doradas del
proyecto PROGENSA en la Comunidad Autbnoma de Canarias, desde el inicio

del cultivo en abril del 2009 hasta su estado actual.

1. Reproductores y Obtencion de Puestas

Los reproductores corresponden al plantel mantenido por los especialistas en
reproduccion de especies acuicolas del Grupo de Investigacion en Acuicultura
del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM). En este lugar se han
establecidos los criterios para la renovacion de hembras, de acuerdo a las
necesidades y el ingreso anual de ejemplares de machos fluyentes
provenientes de planteles de reproductores de dos empresas locales: ADSA y
CANEXMAR.

Las puestas para el proyecto se obtuvieron durante el invierno 2008-2009 y
provenian de 10 tanques con un total de 59 peces, en una proporcion 2:1 de
macho:hembra, todos los ejemplares marcados, muestreados y de los cuales

se les extrajo un trozo de aleta caudal para proceder a genotiparlos.

2. Cultivo Larvario

El cultivo larvario se realiz6 en las dependencias del ICCM destinadas
especificamente para ello. Se realizaron dos siembras consecutivas en tanques
de 2000 I, el dia 03 y 04 de Abril del 2009, respectivamente.

La metodologia aplicada para el cultivo desde la etapa de huevos hasta el de
alevines se baso en el establecido por los autores Roo et al (2009).

El crecimiento y estado general de las larvas se midio en los dias 5, 10, 20, 30,
40, 50 y 65 dia post eclosion (dpe) del cultivo, los que se pueden observar en la

figura 1.
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Figura 1. Gréfico del crecimiento larval de S. aurata durante su cultivo en el ICCM.

El 67 dpe se hizo una criba separando los peces en dos grupos de 4500
individuos cada uno, los “mayores de 20 mm” y los “menores de 20 mm”. Para
el proyecto se utilizaron s6lo una muestra al azar de la parte alta de la
distribucion total.

La semana del 28 de Junio (84 dpe) se procedié6 a cambiar los peces a las
instalaciones de la nave central destinada a la etapa de crecimiento y engorde,
y se inici6 el envio de los peces, via aérea a las otras comunidades autbnomas.
El primer envio se realizé a Andalucia y Murcia, el dia 9 de Julio, y a Catalufia
el dia 15 de julio. Se definié un protocolo para cumplir con las condiciones que
permitieran que los peces llegaran sin problemas a destino dentro de las 24
horas siguientes. En cada ocasion se enviaron 1400 ejemplares
aproximadamente, via aérea, en contenedores cubicos de 20 litros, con una
biomasa de 75 a 85 g, en agua esterilizada con UV, a 23°C, con una salinidad
de 30 ppt y saturacion de 25 a 30 ppm de oxigeno. Los peces presentaban
peso humedo promedio de 99,4 + 41,6 mg y 22,2 = 23 mm de longitud forquial,

aproximadamente.



3. Crecimiento, Recepcion y Traslado de Alevines

Cuando los peces se dispusieron en la nave central se mantuvieron separados
los dos grupos (grandes y pequefios), en 5 tanques de 1 m?, con un flujo de
agua de 100% hora, la temperatura del agua fluctu6é entre 23°C y 24°C y la
alimentacion (pienso) correspondiente al 2% de la biomasa fue distribuida en
tres raciones diarias (8:00, 11:00, 14:00 horas).

Las altas temperaturas provocaron la aparicion de mortalidades masivas
propias de la época estival, que fueron controladas a tiempo con la aplicacion
del farmaco Oxitevall cuyo compuesto activo es la Oxitetraciclina, a través de
inmersion y via oral por 7 dias. Los peces en esta etapa con 101 dpe
presentaron peso humedo promedio de 645,6 + 219,4 mg y longitud forquial

promedio de 37,4+5 mm.

- Recepcidn de alevines provenientes de Andalucia y Cataluiia

El dia 20 de Julio se recepcionaron los peces provenientes de Andalucia los
cuales llegaron en buenas condiciones. El nimero estimado de alevines segun
informacion entregada por ellos correspondi6 a 1400 individuos.

El dia 04 de Agosto se recepcionaron los provenientes de Catalufia, momento
en el cual se detectaron bajas provocadas por el traslado, de 144 individuos los
cuales tenian peso humedo promedio de 2,4 +1,17 g.

Al momento de recepcionar los peces se dispusieron en 3 tanques de 500 | por
comunidad, los cuales tenian aireacién constante, flujo de agua de 200%/hora,
temperatura natural del agua y alimentacion con pienso. Alli permanecieron,
separados, hasta que se procedi6 a su marcaje.

Durante el periodo de alevinaje, previo al marcaje se realizaron muestreos para
controlar el crecimiento y la mortalidad de los peces por comunidad autbnoma,

cuyos datos se resumen en las figuras 2 y 3.
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Figura 3. Gréfico de la mortalidad acumulada de Doradas en Canarias de las tres CCAA
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4. Marcaje y Traslado de Peces a la Empresa

El marcaje se realizé siguiendo la metodologia descrita por Navarro et al
(2006). Se utilizaron PITs y agujas manuales para depositarlos en la zona
abdominal anterior.

Se procedié al marcaje de 2408 individuos en seis dias de trabajo entre el 18 y
25 de Septiembre de 2009. Durante esta etapa también se diseccioné parte de
la aleta caudal de cada individuo conservandola en etanol, se midio el peso, la
longitud forquial y se identificaron deformidades, mayormente de opérculo
(tabla 1).

Tabla 1. Numero, medidas y deformidad de Doradas marcadas en Canarias por CCAA de

procedencia.

N° de Peso Longitud
ORIGEN . promedio DEFORMIDADES
Peces | Promedio (g) (cm)
Opérculo Otros * Total (%)

CANARIAS 864 16,65+ 5,3 96+1,1 52 16 7.9
ANDALUCIA 857 12,10+5,5 8,3+1,2 48 18 7,7
CATALUNA 687 19,52+ 9,6 79+13 166 3 25,6
Total 2408 - - 266 37 12,6

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, fusion de vértebras, concavidad del dorso, prognatismo,
frente prominente y rotura de la aleta caudal.

Una vez marcados los individuos de las tres CCAA se juntaron, y un total de
560 peces, que contenia igual proporcién de las tres CCAA, se mantuvo en las
instalaciones del ICCM. El dia 27 de Octubre, el resto de los peces se
trasladaron a una jaula de 12 m® de la empresa CANEXMAR, ubicada en Bahia
de Melenara. Los peces fueron trasladados con 19,3 £ 8,2 g de peso humedo

promedio y 10,0 £ 1,5 cm de longitud forquial promedio.

5. Engorde de peces en ICCM y muestreos

Los peces que permanecieron en el ICCM se dispusieron en 3 tanques de 1 m®
cada uno. Se dispuso un sistema de alimentadores de autodemanda para
asegurar una alimentacion ad limitum.

El primer muestreo se realiz6 el dia 03 de diciembre, los datos se muestran en
la tabla 2.




Tabla 2. Medidas de los peces criados en Canarias por tanque y CCAA durante el primer

muestreo.
DEFORMIDADES
ORIGEN ;‘;Cii Pron':gfﬂoo @ ;:J(zr:r;gr%;i?) Opérculo Otros * 13/?)?' Mortalidad
CANARIAS 185 69,9 +17,2 152+1,2 12 3 8,1 1
ANDALUCIA 176 40,7 £ 17,9 12,3 +1,7 11 24 19,9 9
CATALUNA 173 77,1+24,4 151+1,6 34 11 26 5
Total 534 - - 57 38 17,8 15**

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, fusion de vértebras, concavidad del dorso, prognatismo,
frente prominente y rotura de la aleta caudal.
(**): El total de mortalidad en esta etapa es de 29 individuos, solo que los 15 indicados aqui estan
identificados, el resto corresponde a peces muertos sin identificar y a perdida de PIT.

La distribucion de los peces en los tres tanques se muestra en la figura 4.
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Figura 4. Graficos que muestran la distribucion por nUmero y porcentaje de peces en cada

tanque segun origen.

6. Radiografias y deformidades detectadas

Se sacaron radiografias digitales a 204 ejemplares de doradas provenientes de
Canarias. A cada una de ellas se le extrajo la aleta para conservarla en etanol,
conservando la correspondencia de tal manera que en posteriores analisis
genéticos se pudiese asociar la deformidad observada con el analisis
radiogréfico.

No fue posible realizar lo mismo con doradas de las otras CCAA debido a que
el nimero de ellas no fue suficiente, y con el fin de no arriesgar dichos peces

para posteriores analisis de crecimiento.



7. Disefio de reacciones multiplex de PCR de marcadores microsatélites
Se han disefiado 9 reacciones multiplex de PCR utilizando para ello los
marcadores microsatélites descritos en el mapa genético de dorada
BRIDGEMAP (Franch et al., 2006; Senger et al., 2006), con los siguientes
criterios:
e No solapamiento con los marcadores ya puestos a punto en los
laboratorios de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria (ULPGC)
y de la Universidad de Oviedo (UNIOVI).
e Las distancias de mapa entre marcadores.
e Las temperaturas de fusion de cada cebador.
e EIl tamafo del amplicon que permita una eficienciente amplificacion de
todos los fragmentos de ADN (Sanchez et al., 2003).
e La distribucion homogénea sobre los brazos cromosémicos.

e Evitando la formacién de estructuras secundarias (Yuryev et al., 2002).

8. Estado actual de los peces criados en la CCAA de Canarias

En la actualidad los peces criados y/o engorados en la CCAA de Canarias,
tanto en el ICCM como en CANEXMAR, se encuentran en éptimas condiciones.
El dia 29 de enero se procedio a desdoblar cada tanque del ICCM, por lo que
ahora se encuentran en 6 tanques de 1 m® cada uno con una biomasa
estimada de 7 kg/m®.

Los pasos a seguir sera realizar los muestreos planificados tanto en los peces
mantenidos en el ICCM como en la empresa. Los dias han sido determinados
en la reunion celebrada en Gran Canaria entre los dias 3 y 5 de febrero de
2010.

9. Situacion financiera

El presupuesto concedido a la CCAA de Canarias ha sido ejecutado en su
totalidad en los conceptos inicialmente definidos, con excepcion de que tuvimos
que hacer una pequefia modificacién al alza en el apartado de “Otros Gastos”,
a partir de los conceptos de “Material Fungible” y “Gastos de viaje”, para poder
afrontar el encarecimiento del transporte de larvas desde Canarias a las

restantes CCAA, uno de los puntos criticos del proyecto (Tabla 3).
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Tabla 3. Cuadro de distribucién de gastos PROGENSA de la CCAA de Canarias, considerando

las cantidades inicialmente concedidas y finalmente ejecutadas por concepto.

GASTOS DEL PROYECTO PRESUPUESTO INICIAL | PRESUPUESTO FINAL
(Euros) (Euros)
0100 Adquisicién de material inventariable 1950700 € 1950700 €
0200 Adquisicién de material fungible 172982 € 556.80 €
0400 Gastas de viajes 1650,00 € 1.286,25 €
0500 Otros gastos 666,00 € 2.202,77 €
1500 N6éminas de personal contratado por FULP 26505.81 € 26505.81 €
0900-1000 Tasa de gestion y uso de Infraestructura (10%) 361120 € 361129 €
PRESUPUESTO TOTAL 36112,92 € 36112,92 €

LITERATURA CITADA

Franch, R., Louro, B., Tsalavouta, M., Chatziplis, D., Tsigenopoulos, C.S., Sarropoulou, E.,
Antonello, J., Magoulas, A., Mylonas, C.C., Babbucci, M., Patarnello, T., Power, D.M., Kotoulas,
G., Bargelloni, L., 2006. A genetic linkage map of the hermaphrodite teleost fish Sparus aurata L.
Genetics 174, 851-861.

Navarro, A., Oliva, V., Zamorano, M.J., Gines, R., Izquierdo, M.S., Astorga, N., Afonso, J.M.
2006. Evaluation of PIT system as a method to tag fingerling of gilthead seabream (Sparus
auratus L.): effects on growth, mortality and tag loss. Aquaculture 257, 309-315.

Roo, J., Hernandez-Cruz, C.M., Socorro, J.A., Fernandez-Palacios, H., lzquierdo, M.S. 2009.
Advances in rearing techniques of red porgy Pagrus pagrus, (Linnaeus, 1758): Comparison
between intensive and semi-intensive larval rearing systems. Aquaculture Research, in press.
DOI: 10.1111/j.1365-2109.2009.02244 x.

Sanchez, J.J., Bgrsting, C., Hallenberg, C., Buchard, A., Hernandez, A., Morling. N., 2003.
Multiplex PCR And Minisequencing Of Snps —A Model With 35 Y-Chromosome Snps. Forensic

Science International. 137: 74-84.

Senger, E., Priat, C., Hitte, C., Sarropoulou, E., Franch, R., Geisler, R., Bargelloni, L., Power, D.,
Galibert, F., 2006. The first radiation hybrid map of a perch-like fish: The gilthead seabream
(Sparus aurata L) Genomics 87, 793-800.

Yuryev, A., Huang, J., Pohl, M., Patch, R., Watson, F., Bell, P., Donaldson, M., Phillips, M.S.,
Boyce-Jacino, M.T., 2002. Predicting the success of primer extension genotyping assays using
statistical modeling. Nucleic Acids Res., 30(23):e131.




Informe de Seguimiento
Comunidad Autobnoma de Cataluia
2009




TPl Y GOBERNO
ohl < oeewana
AWl

RAALMENTACION 552000 c

INFORME DE SEGUIMIENTO DE LA CCAA DE CATALUNA 2009
1.- Preparacion stock de reproductores y obtencion de puestas

Entre los meses de octubre y noviembre de 2008 se prepararon 3 stocks de
reproductores de dorada, con hembras (15 en cada tanque) seleccionadas por la
Universidad Politécnica de Valencia (y mantenidas en el IRTA desde el afio 2006) y
machos de 3 procedencias distintas (Ferme Marine de Douhet, Nireus y Tina Menor)
gue previamente habian sido marcados con PITs y seleccionados en funcién de su peso
y de su estado reproductor (solo machos fluyentes).

Debido a las bajas temperaturas de los meses invernales de 2008 y 2009 los
reproductores, situados en raceways al exterior, y que previamente estaban
madurando, regresionaron y no se pudieron obtener puestas.

Como plan de contingencia se utilizaron reproductores de una empresa comercial
(PISCIMAR), dado que en la empresa PISCIMAR (situada en Burriana, Castellén) habia
un stock de reproductores del mismo origen que el que estaba previsto utilizar en el
IRTA. Asi, el responsable de la hatchery de dicha empresa nos proporciond dos
puestas consecutivas de dicho stock constituido por 47 animales (13:19), las cuales se
transportaron al IRTA el dia 20 de abril (huevos embrionados), donde llevamos a cabo
el cultivo larvario.

2.- Cultivo larvario y obtencion de juveniles

Las larvas procedentes de las dos puestas, una de 34500 larvas eclosionadas (tanque
N-1) y otra de 29850 larvas eclosionadas (tanque N-2) se cultivaron por separado en 2
tanques de la sala de cultivo larvario de 1500 litros de capacidad usando la
alimentacion tradicional: agua verde (Tetraselmis suecica), rotifero (desde el dia 1 al 21
de la eclosidn de las larvas) y Artemia (desde el dia 15 al 40 de la eclosién de las larvas)
segun instruccion técnica del IRTA. Las larvas se muestrearon cada 10 dias hasta el dia
50 para estimar el crecimiento en talla y peso (humedo y seco). Los crecimientos
obtenidos en peso humedo hasta el dia en que se comenzd destete se muestran en la
figura 1.
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Figura 1. Evolucion del crecimiento larvario en miligramos hasta el dia 40 post-eclosion.

Tras el destete (se utilizé el pienso Gemma Micro 300 de Skretting desde el dia 35 en
adelante) se mantuvieron aun por separado hasta alcanzar la talla adecuada para
hacer el transporte entre las distintas CCAA (dia 100 de vida aproximadamente, véase
figura 2). Se enviaron muestras al azar de aproximadamente 1300 ejemplares a cada
una de las CCAA, a Andalucia y Murcia mediante transporte por carretera (27 y 28 de
de Julio de 2009) y a Canarias por envio aéreo (3 de Agosto de 2009, 1350 juveniles).

Los crecimientos observados hasta el dia 92 fueron los siguientes:
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Figura 2. Evolucion del crecimiento larvario en miligramos hasta el dia 90 post-eclosion.

De igual manera los dias 15 y 24 de julio recibimos en el IRTA 1600 y 1400 juveniles
procedentes de Canarias y Andalucia, respectivamente. El envio por parte de Andalucia
sufrié una alta mortalidad (750 juveniles) por lo que fué necesario planificar una nueva
forma de envio. Asi el dia 27 de julio se cargaron peces en las instalaciones del IRTA



para ser transportados a Murcia (IMIDA, San Pedro del Pinatar, 1323 juveniles) y
Andalucia (IFAPA El Toruio, 1338 juveniles). En el transporte de vuelta se trajeron
peces desde Andalucia a Murcia (aproximadamente 1300 peces) e IRTA (1300 peces).

3.- Marcaje de juveniles y engorde en jaulas

En la semana del 5 al 8 de octubre se marcaron 830 peces de cada uno de los 3 stocks;
Andalucia (AND), Canarias (CAN) y Cataluiia (CAT, en este caso solamente se marcaron
479 peces). Se separaron aproximadamente 180 de cada grupo para permanecer en las
instalaciones del IRTA (187 peces AND, 188 peces CAN, 188 peces CAT) y el resto (643
peces AND, 642 peces CAN y 291 peces CAT) se juntaron en un solo grupo para
proceder a su envio a la jaula de engorde junto con los individuos sobrantes de las 3
comunidades (382 AND, 167 CAN, 2180 CAT del otro stock). El muestreo se aprovechd
para hacer un ultimo muestreo de peso y tomar muestras de 100 peces de cada stock
para congelar y poder hacer después un andlisis de la frecuencia de deformaciones
esqueléticas mediante radiografia.

Los pesos medios de cada grupo fueron los siguientes:

Talla media 8,49+2,20 8,24+0,79 9,95+0,98
Peso medio 13,32+4,21 14,26%4,12 29,03+7,89
Biomasa total 11052 11836 13905

La jaula en la que han sido introducidos los peces el dia 10 de diciembre de 2009 se
encuentra en Arenys de Mar (Barcelona) y pertenece a la empresa Cultimar. Es una
jaula de 9 m de didmetro. Dado que no solo los peces marcados (N= 1576) sino un
resto de las doradas producidas por las tres CCAA (especialmente de CAT que ha
donado a la empresa todos los peces del tanque N-1, N= 2180, junto con los sobrantes
del marcaje de las otras dos CCAA, 382 AND y 167 CAN, en total 2729 peces sin
marcar) han sido introducidas en la jaula (N= 4305 peces de los que 1576 estan
marcados y 2729 no lo estan), se le ha pasado a Antonio Marzoa, duefio de la empresa
Cultimar un listado de los peces, la distribucién de tallas de los mismos (ver
histograma adjunto en figura 3), y el pienso necesario para el primer trimestre.
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Figura 3. Histograma de distribucidn de frecuencias para clases de peso.

4- Traslado de los peces a la jaula y muestreo de peces en el IRTA

El dia 2 de diciembre se muestrearon todos y cada uno de los peces de las 3 CCAA que
se quedan en el IRTA y que aln estamos manteniendo por separado. Los resultados de
los pesos son los siguientes:

Origen Peso(g) Talla(cm) N Deformaciones(%)

AND 30,8 10,2 188 11,7
CAN 32,9 10,8 188 10,1
CAT 62,4 12,9 187 39,9*

* Mayoritariamente opérculo

El dia 10 de diciembre el resto de los peces (4305) se trasladaron a la jaula de Cultimar,
situada en Arenys de Mar (Barcelona) (Figura 4). El transporte se hizo por carretera
hasta Masnou y mediante una zodiac hasta la jaula (9 m de diametro y
aproximadamente 400 m? de capacidad). Los peces se adaptaron bien a la jaula y, a
pesar del frio del mes de diciembre, se han registrado muy pocas bajas.
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Figura 4. Secuencias de pasos llevados a cabo para el transporte de juveniles a la empresa de engorde.

5.- Crecimiento de los peces de cada grupo (AND, CAN, CAT)

A fin de estimar la cantidad de pienso que habia que distribuir a los 3 grupos de peces
que se han mantenido en el IRTA, se han realizado controles de peso en los dias 5y 19
de agosto, 3 de septiembre, 7 de octubre, 19 de noviembre y 2 de diciembre. Los dias
7 de octubre y 2 de diciembre (resultados marcados con un asterisco), que coinciden
con el marcaje de todos los individuos y separacién de los 180 individuos por grupo
que habrian de quedar en el IRTA, se muestrearon todos los individuos para talla y
peso, los otros dias se muestrearon solamente entre 20 y 30 individuos por grupo. Los
resultados se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Evolucidn del peso por comunidad auténoma y punto de muestreo.

6.- Mortalidades observadas

No ha sido posible llevar un recuento del nimero de bajas diario ya que no se han
recuperado cadaveres y/o PITs. Las mortalidades sélo han podido ser cuantificadas
cuando se ha procedido al recuento de los individuos de cada grupo en el dia del
marcaje (7 octubre).

Julio Octubre Total % Mortalidad

(recepcién)  (marcaje) Muertos

AND 2700 1212 1488 55,11*
CAN 1600 997 603 37,69
CAT (N-1) 3375 2180 1195 35,41
CAT (N-2) 805 479 326 40,50

*750 individuos murieron en el primer transporte de 1400 peces

7.- Analisis genéticos (Laboratorio de Genética Acuicola. Universidad de Oviedo)

a) Extraccion de ADN

Se procedidé a analizar la eficacia de distintos métodos de extraccion de ADN para
determinar el mas idoneo para su utilizacion en las multiplex que se proponen
desarrollar a lo largo del proyecto.

Concretamente se utilizaron dos kit comerciales de extraccién (Zymobeads® y dNeasy
Qiagen®) y el protocolo de extraccién Chelex-100 de Walsh y col. (1991) (resina Chelex-
100° al 10% y proteinasa K). El ADN obtenido mediante la resina Chelex® da resultados



positivos, pero con una baja repetibilidad y es dificil de cuantificar la concentracién
exacta del ADN extraido y en muchas ocasiones debe realizarse un paso de purificacion
posterior para eliminar los compuestos que inhiben la PCR. En cuanto al ADN extraido
mediante los kits comerciales, el mejor rendimiento se obtuvo a partir del kit
Zymobeads®, aunque el obtenido mediante dNeasy Qiagen® es, generalmente, de
mejor calidad.

b) Disefios iniciales de multiplex para el andlisis de loci microsatélites.

Para comenzar a definir los métodos de disefio de las multiplex propuestas en el
proyecto, se partié del grupo de loci microsatélites que se usan en el grupo en otros
proyectos de analisis de variabilidad en dorada, disponiéndose de informacién para los
25 marcadores, tanto especificos como interespecificos, que se detallan en la
siguiente tabla

Locus Het Motivo N3 | Rango (pb)
SaGT1 0,91 (TG)25C(GT)8 23 | 119-163
Saul41INRA 0,93 (CA)9CG(CA)4CG(CA)13 32 | 160-242
SaGT41b 0,9 (AC)12 23 | 144-204
SaGT26 0,81 (CA)8CT(CA)31 17 | 205-261
(1)Pb-OVI-A3 0,23 (GC)10(AC)15 5 |91-99
(1)Pb-OVID102 0,91 (TCTA)21 21 | 153-257
(1)Pb-OVI-D22 0,8 (TCTA)14 9 |292-328
(1)Pb-OVI-B2 0,69 (TC)31 10 | 71-91
(1)Dxd44 0,9 (GT)30 20 | 122-164
(1)Dpt3 0,85 (CT)8CACT(CA)18 12 | 222-250
(1)Pb-0VI-D106 | 0,87 (AGAT)10 19 | 314-398
1184 0,81 (TG)11(TA)(TG)11 21 | 268-316
1190 0,92 (TG)11(GG)(TG)4(GG)(TG)7 23 | 92-144
saGHpCA 0,88 (CA)13 14 | 238-270




2G 0,81 (CA)12(TA)(CA)g 15 | 164-196
saMT2pCA 0,76 (CA)g(CAAACA)3(CA); 11 | 332-368
saMGpCA 0,74 (CA)12(CCTACA)g 8 | 175-257
saGHR1pCTC 0,6 (CTC)16 5 | 307-343
saMD1pCA (cA) 133-233
saGHR2PpAC (AC) 373-473
G4 0,83 (ATA)18 17 | 171-234
saPROpCA 0,89 (CA)15 20 | 197-241
saMD2pAC 0,87 (AC)17 14 | 377-405
saGHR2pGCT 0,53 (GCT)g 7 | 194-242
(1) loci interespecificos

Mediante el software Multiplex Manager 1.0 (Holleley y Geerts, 2009), se procedié a
combinar estos marcadores en el menor nimero posible de reacciones de PCR
multiples teniendo en cuenta las temperaturas de apareamiento de los iniciadores de
cada marcador y el tamafio, en niumero de pares de bases, de los alelos maximizando
la distancia entre marcadores para evitar, en la medida de lo posible, que al analizar
nuevas muestras se detectasen en un loci concreto alelos, no detectados previamente,
gue solapasen en tamafo con otros de los marcadores utilizados con el mismo
fluorocromo.

Las PCR multiples se realizaron a un volumen final de 15pl, utilizdndose el kit
QUIAGEN® Multiplex PCR, que lleva incorporado HotStar Taqg DNA polimerasa, una
mezcla de los 4 dNTps, MgCl2 (3mM) y afiadiendo los iniciadores, equimolarmente, a
una concentracion final de 0,2 uM y entre 10 y 50 ng de ADN.

En las pruebas realizadas, 4 de los marcadores (Pb-OVI-B2; Pb-OVI-A3; Saul4INRA y Pb-
OVI-D22) no pudieron ser incluidos en las reacciones multiples disefiadas por
incompatibilidad de las temperaturas de apareamiento de los iniciadores disefiados o
por la homologi de la secuencia de estos con las de otros marcadores utilizaddos.

Los 21 marcadores restantes fueron agrupados en las 3 Multiplex (con 9, 7 y 5
marcadores cada una) que se detallan a continuacion:
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B) Multiplex 7X
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C) Multiplex 5X
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La multiplex 9X, se ha probado en dos lotes de reproductores compuestos por 29
hembras y 11 machos uno de ellos (lote A) y por 28 hembras y 10 machos en otro ( lote
B), mostrando unos niveles de heterocigosidad del 86,7% (A) y 87,2 (B) y permitiendo,
en ambos lotes, una asignacién correcta a la pareja de parentales de los descendientes
producidos del 99,9%.

Resumen de actuaciones

Fecha Proceso Detalle Resultado

22/4/09 Eclosién huevos Piscimar N-1= 34500 Curva crecimiento larvas
N-2= 29850 y juveniles

15/7/09 Recepcidn peces CAN N= 1600 (0,6 g)

24/7/09 Recepcion peces AND N= 1400 Muertos= 750

25/7/09 Recuento juveniles CAT N-1= 3375 % superv N-1=9,8%
N-2=4816 % superv N-2=16,13%

27/7/09 Transporte peces CAT a AND y AND N= 1338 Recepcion OK

MUR y peces AND a MUR y CAT MUR N= 1323

CAT N=1300

3/8/09 Transporte peces CAT a CAN CAN N= 1350 Recepcidn OK

Muertos= 200 aprox
15/8/09 Control peso AND, CAN, CAT N-1

y CAT N-2

19/8/09 Control peso AND, CAN, CAT N-1

y CAT N-2

3/9/09 Control peso AND, CAN, CAT N-1 Curva crecimiento

y CAT N-2 grupos

7/10/09 Marcaje peces AND N=830 PITs

CAN N= 830
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Control peso AND, CAN, CAT N-1
y CAT N-2
Separacién peces Stock IRTA

Traslado peces jaula Cultimar

CAT N-2 N=479

AND N=187
CAN N= 188

CAT N-2 N= 188
AND N= 643
CAN N= 642

CAT N-1 N=2180
CAT N-2 N=291

Creacion stock IRTA

Creacion stock jaula
N= 4305
Con PIT N= 1576
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INFORME DE SEGUIMIENTO DE LA CCAA DE ANDALUCIA 2009

Situacion financiera

El Presupuesto aprobado inicialmente para 2009 fue de 37.286,08 euros. No obstante, en Septiembre de
este mismo afio se recibi6 la notificacion de reduccién de 8.830,91 euros para dicha anualidad. Como
consecuencia, el presupuesto para ese afio en 28.455,17 euros. Para realizar el ajuste sin perder la
posibilidad de ejecucion correctamente los objetivos del proyecto se renuncié al contrato de técnico
para esta anualidad trasvasando el resto del dinero al concepto de gastos de funcionamiento. Como
consecuencia de este reajuste en el aiio 2009 hubo un remanente de 14.636,13 € que correspondieron a:

Gastos de funcionamiento 8.985,70 €
Dietas y locomocién 3.700,43 €
Inversion en Equipos Jacumar 1.950 €

Estos importes se han trasladado a la anualidad 2010 para su ejecucion. Sélo en el caso de las dietas y
locomocién existe un alto grado de no ejecucion debido a las restricciones impuestas por la
intervencién delegada de la Junta de Andalucia en Cadiz sobre viajes y sus justificaciones y que limitan
el desarrollo de este proyecto

Descripcion de actividades

1.- Origen de las puestas

Inicialmente, y tal como se comprometié en el proyecto PROGENSA, en Septiembre de 2008 se
dispusieron 103 reproductores de dorada en un tanque de hormigén 100 m? en circuito abierto. Aunque
el lote llevaba al menos 2 afios estructurado con una ratio de sexos 1:1 las puestas fueron muy
reducidas y no garantizaban una representatividad adecuada de familias.

Dada estas circunstancias sobrevenidas, y dado que se esper6 hasta Abril para la sincronizacién de
puestas entre grupos, se contacté con la empresa CULMASUR S.A. (Isla Cristina, Huelva) para el
posible suministro de puestas de dorada asi que el genotipado de sus reproductores. Esta empresa de
forma altruista cedi6 las puestas de 2 dias de un lote de reproductores controlado por fotoperiodo el
jueves 16 de Abril de 2009.

Tras la recogida y posterior transporte a Cadiz, se desinfectaron los huevos con una dosis de 100 ppm
de H,0, durante 10 minutos. Posteriormente, los huevos se depositaron en un incubador de 300 L a
18°C y aireacion ligera.

Para el recuento de huevos se tomaron varias muestras, estimando una media de 0,95 huevos/ml, lo que
indicaba que el volumen de puesta era de aproximadamente unos 300.000 huevos totales. Se tom6 una
muestra de aproximadamente 600 huevos en etanol a 70% para andlisis genéticos ulteriores.

2.- Cultivo larvario y obtencion de juveniles

El cultivo larvario se realiz6 segin procedimiento normalizado del IRTA (instruccidn técnica 2000-G-
00008). Las larvas procedentes de las dos puestas se incubaron durante 3 dias obteniendo unn total de
175.000 larvas, lo que determind una tasa de eclosion del 58%. Al dia de la siembra sdlo se recontaron
44.000 larvas que se repartieron en 4 tanques (nombrados TM1-TM4) en un volumen final de 500 L
(aprox 10-30 larvas/L). El dia 22 tras la eclosion (9 de Mayo) aparecié uno de los 4 tanques muerto sin
saber su etiologia. Posteriormente el dia 32 tras la eclosion, debido a la aparicién de canibalismo se
decide unir los tres tanques restantes en uno de 7 m? contabilizando un total de 10.800 alevines.

En la figura 1 y 2 se indica el crecimiento estimado como peso seco durante los primeros 40 y 90 dias
tras la eclosion con una SGR de 9,9 y 9,7%, respectivamente.
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Figura 1. Crecimiento de las larvas de dorada a 40 dias
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Figura 2. Crecimiento de las larvas de dorada a 90 dias

Tras el destete se mantuvieron aun por separado hasta alcanzar la talla adecuada para hacer el
transporte entre las distintas CCAA. El dia 20 de Julio se enviaron unas 1000 doradas a Canarias. Para
ello, se siguio el protocolo sugerido por ICCM que consistia en hipersaturar a >27 ppm el agua a una
salinidad 31 ppt y una T2 de 17°C. El dia 23 de Julio se le enviaron 11 contenedores con 130
g/contenedor al IRTA (Tarragona). No obstante, los animales no llegan en correctas condiciones y
hubo una alta mortalidad en la aclimatacion. EI miércoles 29 un equipo de IRTA con transporte propio
se trasladaron sus doradas desde Tarragona a las instalaciones del Torufio Ilevandose en el viaje de
retorno aproximadamente 2.3 Kg de pescado a Tarragona y la misma cantidad a IMIDA (Murcia)
quedando concluido la distribucion de familias tal como se comprometid en el proyecto.

3.- Marcaje de juveniles y engorde en tanques de tierra

En la semana del 14 al 18 de Septiembre se marcaron los peces (Figura 3) de cada uno de los 3 stocks
(Andalucia, Canarias y Catalufia) de acuerdo con lo previsto en la Gltima reunién de coordinacion y
que se indica a continuacion

INSTALACION CONCEPTO INDIVIDUOS TOTAL
peces 930 2790
Rayos X 100 300

Reserva Estacion peces PIT 180 540

Engorde Jaulas peces PIT 650 1950
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Durante el muestreo se aprovechd para tomar muestras de 100 peces de cada stock para congelar y
poder hacer después un andlisis de la frecuencia de deformaciones esqueléticas mediante radiografia.

El dia 7 de Octubre se trasladaron 1950 peces a la emprea PIMSA (Pesquerias Isla Mayor, S.A.) para el
engorde en estero (Figuras 4, 5 y 6). Ademas se guardaron 540 peces en la estacion para su
seguimiento. Los pesos medios por origen de estos Ultimos peces a los dias 14 de Septiembre y 1 de
Enero de 2009 fueron los siguientes:

AND CAN CAT

Sep09 Dic09 Sep09 Dic09 Sep09 Dic09
Talla media 9.746,6 13,241,7 11,0+0,8 15,5%1,1 10,6+1,4  15,1+1,6
Peso medio 14,045,0 36,6+142 21,1445 56,5+12,1 19,6+6,5 57,7+17,6

No se observaron mortalidades resefiables durante su cultivo.

Figura 5: Estero de siembra Figura 6: Estero de siembra
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4.- Grado de cumplimiento de objetivos y/o modificaciones de los mismos

Durante la anualidad 2009 se ha cumplido el objetivo principal de la constitucion de familias y su
distribucion por las distintas comunidades autonomas cumpliendo lo establecido en las normativas de
sanidad y bienestar animal que le son aplicables.

Respecto al desarrollo de multiplex se ha comenzado su disefio pero debido a las restricciones
presupuestarias establecidas en 2009 su optimizacion se ha demorado a 2010.

5.- Valoracion sobre ejecucion del proyecto
Durante el afio 2009, el proyecto se ha ejecutado correctamente. Los socios han cumplido sus
compromisos y la coordinacion ha sido correcta para el desarrollo de las actividades comprometidas.

RESUMEN DE ACTUACIONES

Fecha Proceso Detalle Resultado
18/4/09 Eclosion huevos CULMASUR N1= 44000 Curva crecimiento larvas y
juveniles
10/7/09 Recepcion peces CAN
20/7/09 Envio peces CAN
23/7/09 Envio peces CAT N= 1400 Muertos= 750
28/7/09 Recepcion peces CAT
29/7/09 Envio peces CAT N= 1000
29/7/09 Envio peces MUR N= 1000
WEEILIOEY  Marcaje peces AND N=830 Chips
CAN N=830
CAT N =830
7/9/09 Traslado peces PIMSA Peso medio=42 g
1/12/09 Muestreo in instalacion IFAPA AND p=36,6
CAN p=56,5

CAT p=57,7
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ANEXO de PROTOCOLOS
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Protocolo de extraccién de DNA

lizado: FastDNA® SPIN Kit for Plant and Animal Tissues REF: 116540800

Se toman entre 100-150 mg de tejido. Como maximo se podran hacer 24
muestras simultdneamente salvo que se dispongan de mas de 2 centrifugas
eppendorf.

Se afiade la solucién CLS-TC y se homogeniza la muestra en el FASTPREP a
40sy 5 m/s.

Se centrifugan los tubos 4 min a 14000 rcf

Mientras se centrifuga se preparan tubos vacios en igual namero al de
muestras y se afiaden 600 pL de la solucion «Binding Matrix»

Se pasan 600 pL del lisado tisular a los tubos conteniendo igual volumen de
«Binding Matrix» y se incuba durante 5 min a T? ambiente.

Se le da un pulso de 30/60s a velocidad méaxima y se tira el sobrenadante

Se afiaden 600 puL de SEWS-M (conteniendo alcohol) y se resuspende con
vortex.

Se pasa el contenido a las spin filter y se centrifuga 1 min.

Se elimina lo que ha pasado y se centrifuga otro min para secar

Se pasa la columnita a un tubo limpio (catch tubes) y se afiaden en el centro de
la columna 100 pL de la solucién DES y se esperan unos 3 min.

Se centrifuga 1 min y se retiran las columnas

Tiempo maximo: 30 minutos

Coste por reaccion: aproximadamente 7 euros/muestra

Ventaja: Rapidez, no toxicidad, reproducibilidad, cantidad y calidad
Desventaja: Requiere FASTPREP, coste aunque negociable por nimero de unidades.

Ejemp

lo de extraccion
Codigo  Origen Placa Pocillo Cantidad

1 CADIZ 9 Al
2 CADIZ 9 A2
3 CADIZ 9 A3
4 CADIZ 9 A4
5 BARCA 9 G1
6 BARCA 9 G2
7 BARCA 9 G3
8 CANARIAS 17 D1
9 CANARIAS 17 D2
0 CANARIAS 17 D3

[EY
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Sistemas de genotipapo

Hasta ahora nuestro grupo utilizaba el secuenciador de geles 377 de Applied. En este
tipo el genotipado se requiere los geles de acrilamida, un marcador de peso de
fluorescencia (TAMRA-350) y el software genotyper y GeneScan. Este sistema
permite cargar unas 30 muestras por gel, es barato en fungibles pero requiere el
personal para hacer geles y cargar.

Ventaja: Barato
Desventaja: solo 4 colores y no hay un high-throughput

Ahora mismo contamos con un secuenciador 3130
Para genotipar se requiere:

Capilar de 36 cm 400 rxn 894 2,24
GeneScan Size Standard LIZ-500 800 rxn

Polimero pop7 1500rxn 673 0,45
Buffers 1500rxn 127 0,08

Coste por carrera

Ventajas: No requiere personal, 5 colores y alta resolucion

Programas usados

CERVUS
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CONVENIO ENTRE LA ADMINISTRACION PUBLICA DE LA COMUNIDAD
AUTONOMA DE LA REGION DE MURCIA A TRAVES DE LA CONSEJERIA DE
AGRICULTURA Y AGUA, LA UNIVERSIDAD DE MURCIA Y LA UNIVERSIDAD
POLITECNICA DE CARTAGENA PARA EL DESARROLLO DEL PROYECTO DE
INVESTIGACION: “DESARROLLO DE UN PROGRAMA PILOTO DE MEJORA
GENETICA EN DORADA (Sparus aurata L.)”

INFORME DE SEGUIMIENTO DE PRIMER ANO

ACTIVIDADES REALIZADAS Y GRADO DE CONSECUCION DE LOS OBJETIVOS
PROPUESTOS

En primavera del ano 2009 se establecieron puestas masales en los
centros de Cataluna, Andalucia y Canarias (IRTA, IFAPA e ICCM,
respectivamente) a partir de sus stocks de reproductores. Se procedié a
su siembra y cultivo larvario hasta que alcanzaron 400-500 mg de peso,
momento en el que se enviaron en contenedores de transporte aéreo
desde el ICCM, y por medio transporte en carretera de los centros IRTA
e IFAPA. Se recibieron enfre 1000 y 1400 alevines de cada centro
durante el mes de julio.

Los alevines fueron alojados en tanque en el Centro de Recursos
Marinos (IMIDA). Cuando los alevines alcanzaron un peso medio de 3 g
se procedid a poner en marcha el protocolo de identificaciéon individual
que incluyo:

e Marcado individual mediante infroduccién en cavidad
abdominal de un sistema Passive Integrated Transponder
(PIT). Se realizaron 900 marcados individuales en peces
procedentes de la CA de Canarias, 777 en animales de
Andalucia y 823 de Cataluna, lo que totaliza 2500 alevines

chipados.
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e Obtenciéon de un frozo de la aleta caudal de cada pez
marcado el cual es conservado en etanol para la
caracterizacion genética mediante marcadores
microsatélite, y se valoraron pardmetros de interés (peso,
longitud y anormalidades morfolégicas).

e En este momento también se procedid a la toma de
muestra de 100 alevines por cada uno de los centros de
procedencia y se congelaron para llevar a cabo futuras
radiografias con el objeto de detectar morfoanomalias
esqueléticas a nivel de espina dorsal y opérculo,
fundamentalmente.

e Pesado y medicion de tamano de los alevines en el
momento del chipado. Todos los datos obtenidos se
almacenaron en una base de datos Excell® para posterior

andlisis de las curvas de crecimiento

Una vez los peces alcanzaron el peso de enfrada a cebo (minimo
de 10 gramos), fueron llevados a una jaula flotante (7 m de didmetro)
en el mar, salvo 450 peces (150 peces por centro de origen) que
permanecieron en tanques con la finalidad de salvaguardar el éxito del
experimento y poder establecer un nuevo futuro stock de
reproductores.

La empresa colaboradora que aporta las instalaciones en el mary
el cuidado de los peces en el caso de la CA de Murcia es Servicios
Atuneros del Mediterradneo SL.

A los peces que permanecen en tanques se controla su peso vy
talla con una periodicidad mensual y se realiza el control del consumo
de pienso tanto de los peces que se encuentran en los tanques como

los que estan en el mar.
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Se han empezado a realizar extracciones de ADN de las aletas
caudales y a comienzos del ano 2010 se empezard con el diseno y
puesta a punto de PCR mulfiplex, marcadores microsatélite de dorada
para identificacion de los individuos.

Para este ano se han cubierto todos los objetivos marcados en el

proyecto.

Murcia, a 15 de marzo de 2009

El Investigador Responsable

Guillermo Ramis Vidal
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Development of microsatellite multiplex PCRs
for gilthead seabream (Sparus aurata L.)



INFORME DE AVANCE PROYECTO PROGENSA®
CCAA de CANARIAS
2011
El presente documento entrega informacidbn sobre las actividades vy
procedimientos que se han llevado a cabo con el manejo de las Doradas del
proyecto PROGENSA® en la Comunidad Auténoma de Canarias, durante el
afo 2010.

1. Engorde de peces

Al inicio del afio 2010, se contaba con un numero total aproximado de 2339
peces, de 9 meses de edad. El 77% del total de individuos estaban siendo
engordados en las instalaciones marinas de la empresa CANEXMAR ubicadas
en Bahia Melenara y el 23% de ellos en el Instituto Canarios de Ciencias
Marinas. La tasa de mortalidad fue de un 3%, de acuerdo a lo esperado.

Los peces en las jaulas marinas fueron mantenidos por la propia empresa, de
acuerdo a lo establecido por ellos: diariamente realizaban la verificacion del
estado de las redes y los alimentaban.

El manejo en el ICCM, en esta etapa del cultivo, se basé principalmente en
entregar alimentacion ad limitum a través de alimentadores de autodemanda,
realizar limpieza y control de parametros. Los peces estaban distribuidos en 6
tanques de 1 m® cada uno con una biomasa estimada inicial de 7 kg/m*® con

flujo de agua abierto y tasa de recambio del 200% hora.

2. Muestreos

En el afio se realizaron distintos controles de la biomasa para ajustar el tamafio
y cantidad del pienso, y lo que es mas importante, realizar desdobles de los
tanques para que los peces tuvieran espacio en la medida que iban
aumentando su tamafo.

Ademas se realizaron dos muestreos importantes. El primero fue de peso y
longitud y el segundo, durante septiembre, abarco tanto la medicion de peso y
longitud en los peces del ICCM como el sacrificio de una parte de los peces
mantenidos en la empresa.

Los datos del primer muestreo, realizado el 06 de abril, se muestran en la
tabla 1.
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Tabla 1. Medidas de los peces por tanque y comunidad durante el muestreo de abril de 2010.

0
Procedencia | Tanque PeEes/ pronF::(sjioo ©) proLngggiiéu(?:m) ?.;n;?ei}gg;
tanque
ICCM 1 95 199 + 68 20+3 18,9
2 100 201 +58 21+2 20,1
3 83 203 + 62 21+2 16,8
4 80 166 + 66 19+3 13,3
5 97 180+ 81 20+2 17,5
6 82 219+51 21+2 17,9
Subtotal 537 104,5
Empresa | 164 (%) | 173+ 39 202 -

(*): Correspondi6 a una muestra tomada al azar desde la jaula de cultivo.

La distribucion de los peces en los tanques fue al azar y se muestra en la
figura 1.

Peces en Tanque N°1 Peces en Tanque N°2 Peces en Tanque N°3

Catalufia;

29; 30%
Catalufia;
37; 50%

Peces en Tanque N°4 Peces en Tanque N°5

Catalufia;

Peces en Tanque N°6

Catalufia;
24

Catalufi
a; 43;
50% I

Origen de Peces en Muestreo de
Empresa Abril 2010

Figura 1. Graficos que muestran la distribucion por niimero y porcentaje de peces en cada
tanque segun origen en abril de 2010.
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Después de cada muestreo se equilibraba el nimero de peces por tanque, de
tal manera que la biomasa fuera uniforme en todos, por ese motivo en los

muestreos posteriores el nimero de peces por tanque cambio (ver Tabla 2).

El muestreo de Septiembre de 2010 se hizo en todos los peces del ICCM y
abarcé mayor numero de individuos de la empresa, donde ademas se realizo el
sacrificio de una parte de la biomasa de la jaula. Los datos se muestran en la
Tabla 2 y Tabla 3.

Tabla 2. Medidas de los peces por tanque y comunidad durante el muestreo de septiembre de

2010.
Ne . .
Procedencia | Tanque | Peces/ prompizioo @ proLn?ggiI(t)u(dcm) ?;%mqﬁza(igs)r
tanque
ICCM 1 89 459 + 27 129+3 40,9
2 92 465 + 28 1042 42,8
3 79 250 + 28 125+3 19,8
4 60 397 +26 118+ 3 23,8
5 93 431 + 26 127 +3 40,1
6 93 509 + 28 105+ 2 47,3
Subtotal 506
Empresa | 643 (*) | 202 + 68 22+2 -

(*): Correspondié al sacrificio de peces sacados al azar desde la jaula de cultivo.

Tabla 3. Medidas de los peces segun origen durante el muestreo de septiembre de 2010.

Procedencia Origen Pe’\ml:(:as Peso Long_itud %
promedio (g) | promedio (cm)

ICCM Andalucia 152 358+107 253 30
Canarias 171 482+86 29+3 34
Catalufia 155 534+102 2812 31
I’\(ljce)zntificado 28 451+27 2743 5
Subtotal 506

EMPRESA Andalucia 131 150+48 19+2 20
Canarias 253 202460 22+2 39
Catalufia 165 261463 23+2 26
I’\(;zntificado 94 186166 2142 15
Subtotal 643

El crecimiento de los peces por comunidad desde que se marcaron en
septiembre de 2009 hasta septiembre de 2010, se puede observar en los

gréficos de la Figura 2.



\\\\\\\\\ o
LU somemno BOTES unamENTACION  scimacons JACUMAR
b S YMEDIOAMBIENTE ~ “"™ S unta nacionaL.
ez AseionA i CUL TS MaARNOS

Crecimiento de Doradas ICCM en el 2010
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Figura 2. Gréficos de crecimiento de las doradas durante el 2010, tanto en el ICCM como en la
empresa.

El control de los parametros abidticos era semanal, la temperatura durante el
afo fluctio entre los 20,3°C y los 23,7°C como muestra la figura 3. La
concentracion de oxigeno por tanque vario entre los 3,0 y 6,4 mg/l, cuando que

no bajara de este rango.
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Variacion de la Temperatura Anual 2010
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Figura 3. Grafico con la variacion de la temperatura promedio mensual en tanques de cultivos
del ICCM durante el 2010.

3. Sacrificio de los peces

En el mes de septiembre se procedi6 a realizar el despesque y sacrificio de los
peces de la jaula. Esta actividad se hizo en 1 dia y de inmediato se comenzé el
trabajo intenso de medicion de las variables de peso, longitud, imagenes, peso
de visceras, peso de filete, medicibn de la grasa muscular y la textura, y
extraccion de aleta, durante los 5 dias posteriores. En esta actividad
participaron 12 personas en total. Las siguientes fotografias registraron parte

de este trabajo:
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A partir de los descendientes sacrificados se analizaron los caracteres
comprometidos en el proyecto, asi como otros caracteres relacionados con el
normal desarrollo y/o bienestar del animal durante el engorde (peso de 6rganos
cardiovasculares):

Peso

Longitud

Peso canal

Peso grasa visceral

Peso ventriculo

Peso branquias

Rendimiento canal

% branquia

% ventriculo

Peso del filete

Rendimiento del filete

% de malformaciones durante el desarrollo y al sacrifico en septiembre
Textura

Fotografias dorsales y laterales de los peces.

En la tabla 4, se muestran aquellos datos que ya han podido ser procesados,
como son los de crecimiento y rendimiento.
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Tabla 4. Medidas de los peces del muestreo de septiembre de 2010, en la empresas
CANEXMAR S.L..

| | N | Mediay error ‘ Desv. tip. ‘ Varianza

| | | Media | Error tipico ‘ ‘

| peso | 776 | 202,0278 | 245289 | 68,32965 | 4668,941
| longiutd | 776 | 21,5249 | 08312 | 2,31546 | 5,361
| grasa | 773 | 33128 | 08533 | 2,37251 | 5,629
| pesobranquia | 775 | 47662 |  ,05467 | 1,52185 | 2,316
| pesoventriculo | 776 | 2411 | 00508 | 14165 | 020
| pesocanal | 776 | 1775515 | 217227 | 60,51249 | 3661,762
| pesofilete | 776 | 71,4894 | 1,03433 | 2881322 | 830,201
| grasafilete | 776 | 10,5044 | 10452 | 2,91146 | 8,477

4. Puestaapunto de marcadores microsatélites

Las multiplex correspondientes a la CCAA de Canarias, fueron puestas a punto
en tiempo y forma, a partir de las cuales se generé un documento ya preparado
para su publicacion, y que se adjunta como anexo con el titulo:
e Development of microsatellite multiplex PCRs for gilthead
seabream (Sparus aurata L.).PDF

5. Difusién en video

Durante el muestro de los peces de la CCAA de Canarias de septiembre, se
han realizado dos videos de difusiébn para promocionar de forma sencilla el
proyecto, asi como de la metodologia empleada en el andlisis de caracteres a
escala industrial. Ambos videos han sido puestos en YouTube para el acceso
libre de la comunidad investigadora, empresarial y de usuarios:

o http://Iwww.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0

o http://Iwww.youtube.com/watch?v=baYglIEECAbU

6. Ejecucidén del presupuesto

El presupuesto se ejecutd adecuadamente, en plazo y forma, acorde a la
siguiente distribucion de gastos:

CONCEPTO 2010
fungible 52790,1133
inventariable 1497
viajes 660
personal 24000
otros 8334
Tasas 9697,901
TOTAL 96979,0143



http://www.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0
http://www.youtube.com/watch?v=baYglEECAbU
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INFORME DE SEGUIIENTO DE LA C.A. DE CATALUNA 2010
1.- Engorde de juveniles en las instalaciones del IRTA

Tras el marcaje con chips de los juveniles de todas las CCAA involucradas en el proyecto
(véase memoria del afio 2009), en las instalaciones del IRTA se mantuvieron 187 de
Andalucia, 188 de Canarias y 188 de Catalufia distribuidos en tres tanques y mezclados
de forma proporcional, los pesos iniciales de los peces fueron los siguientes (tabla
incluida en la memoria del afio 2009)

Origen  Peso(g) Talla(cm) N

AND
CAN

Deformaciones(%)

CAT

e  Mayoritariamente opérculo

En los meses de Febrero, abril, junio, septiembre y noviembre de 2010 se llevaron a cabo
controles del peso de los peces para por un lado estimar el crecimiento y por otro ajustar
las raciones diarias de alimento. Dado que los peces estaban marcados por un chip es
posible estimar no solo el crecimiento de los peces en general sino también el
crecimiento en funcion del origen de los juveniles.

Los resultados de crecimiento se muestran en las siguientes figuras y tabla.

500

Crecimiento tanques/jaula T

400 A

300 A %

200 A

100 A E

Peso (g)

@® Tanquel
i i é i Vv Tanque 2
0 | B Tanque 3
* Jaula
e @ <O A NS 3O «© @
O <@ po o RSP\
o O\G\e«\ ¢e® 3 B 29‘\66\ o€

Muestreos
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Como se observa en las figuras el crecimiento en peso (g) fue similar y sin diferencias
significativas en todos los tanques durante los meses de febrero a septiembre,
detéctandose solo diferencias significativas en el muestreo del mes de noviembre. En
relacién al origen de los peces, los juveniles de CAT siempre mostraron un crecimiento
significativamente (ANOVA, P<0.001) mayor.
En las figuras se incluye la comparacion con los peces muestreados en la jaula (ver mas
adelante).

1 lTanque 1 lorigen _

Mes Tq1l Tq2 Tq 3 P CAN CAT AND
47.09+17.85 36.05+8.58a  66.21+14.55b  38.16+9.03a

Abril 53.44+17.4 53.22+17.97 52.11+19.88 0.755  45.79+11.52b  71.69+15.31c  40.97+10.22a
Junio 86.74+24.55 95.19+26.41 102.46+28.78 0.184

SiguilEnlei=| 279.59+55.60  278.79+54.13  269.78+59.40 0.174  264.89+41.67b 324.04+46.45c 237.01+41.68a
NIl 393.63+22.62a 405.50+22.82b 347.87+21.92a <0.001 394.09+71.30b 422.15+64.28c 318.26+67.47a

2.- Engorde de los peces en lajaula

El dia 10 de diciembre de 2009 un total de 4305 peces de los que 2729 estaban
marcados con pit-tags se trasladaron la una jaula de 9 m de didmetro situada en Arenys
de Mar (Barcelona) perteneciente a la empresa Cultimar. En el mes de abril se procedi6 a
un muestreo de la jaula para evaluar el crecimiento, intentandose también en los meses
de julio y septiembre sin éxito. Los resultados del crecimiento de abril se muestran en la
tabla a continuacién y en las figuras de crecimiento de tanques. La comparacion del
crecimiento de los peces de la jaula con respecto al crecimiento del stock del IRTA fue
significativamente diferente (inferior en la jaula). Por CCAA el crecimiento de los peces de
la jaula sigui6é las mismas pautas que en los tanques, siendo significativamente mayor
para los peces de CAT.

. ljaa (| _ JOrigen | |
Jaula P CAN CAT AND

46.91+16.55  0.005 48.98+10.18b 73.10+17.14c 37.26+10.84a
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3.- Reuniones de planificacién

En los meses de febrero y noviembre se llevaron a cabo sendas reuniones de
planificacion del trabajo. En febrero para consensuar las técnicas de analiss de
microsatelites entre todos los integrantes del proyecto y en noviembre (via Skype) para
organizar el muestreo final que se llevaria a cabo en febrero de 2011 una vez que los
peces alcanzaran la talla comercial (tedrica de 2350-400 gramos) y evitar pérdidas de
crecimiento debidas a las bajas temperaturas invernales.

4.- Muestreo final (avance de resultados)

Como consecuencia de esta ultima reunion el jueves 10 de febrero se extrajeron todos
los peces de la jaula de Cultimar, separando un total de 695 peces con chip que se
transportaron al IRTA. Paralelamente en el IRTA se muestrearon 150 peces (50 por
tanque). Todos los peces se fotografiaron y se muestrearon a fin de estimar parametros
de crecimiento —peso y talla- y de calidad —textura, peso de la branquia, peso del
corazén, peso de la canal, peso del filete- asi como para tomar muestras de sangre y
aletas para posteriores estudios genéticos y conservar muestras de filete para estudios
bioquimicos.

Asi, en el caso de la CA de Cataluia hay 834 muestras de filetes listos para ser
analizados, tenemos 275 registro de medida de grasa (fish fat meter), 840 registros de
textura, peso de canal y peso de filete y de peso y talla de los animales.

Como avance adjuntamos los datos de crecimiento en peso (g) de los animales tanto de
la jaula como de los tanques, en conjunto y en funcién del origen de los juveniles. Si el
ANOVA se realiza entre tanques las diferencias son significativas, sin embargo cuando se
compara la jaula con respecto a los 3 tanques las diferencias no son significativas
(P=0.229)

Tanquel/jaula

Mes Tql Tg2 Tq3 Jaula
Felelsder Ao 395.06£23.65 359.54+23.13 367.43+22.84 321.25+65.55

En cuanto al origen, siempre los peces de CAT crecen mas que el resto, tanto en tanques
como en la jaula.

CAN CAT AND
Iie|bicsi ] 329.38+55.95a  426.36+£58.66¢c  367.65+70.60b
Jaula 338.29+23.12b 388.57+23.39c 275.05+48.65a

De acuerdo con los resultados obtenidos hasta la fecha las curvas de crecimiento por
tanques y jaula y por origen de los peces serian:
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5.- Analisis genéticos (Laboratorio de Genética Acuicola. Universidad de Oviedo).

Se analizaron 18 loci microsatélites cuyos iniciadores habian sido disefiados para
que, tedricamente, se lograran amplicones no solapantes que permitieran reunirlos en
dos PCR multiples (H e I) , conteniendo cada una de ellas 9 loci microsatélites

Multiplex H tedrica

£ an a5 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180
Prrrrrrrererrrrererrrerrrrrr e rrrrr e rrrrrererrrrer e e e e e e e e rrrererrrrer e e e e e e

(ma - 64.0° ] (ndrser - 63.6° CE7b - 64.0°

(PBH-E4.1° ] (ad-sl-u-sa.?w ]
3 Plex 1
fiwg Temp: 62
B26h - 63.2° Hd-15-H - 63.6°
E 0 ] 100 108 110 15 120 125 120 135 140 145 150 155 150 165 17 175 180 185 120
(RN N R R e e N R N N R N R R N R R R R N R N R R R R RN RN R R RN AR N AR RR N
€Id-31-T - 65.3° Fd-78-H-61.3°
(Fd-Bﬂ-H-EE.B“ ] (Blah-m.lv ] (ma?-sa.zv ]
9Flex 1
iug Temp: 636
ELd-06F - 62.2° Bd-08-F-63.8°
|

Inicialmente se procedid a ajustar las condiciones de amplificacién de cada uno de
Is loci por separado con temperaturas de apareamiento cercanas a los 60 grados y en
las condiciones simples del kit de multiplex de Quiagen., que seran las que se utilizaran
una vez se pongan a punto las PCR multiplex que s pretenden desarrollar.. Fall6é el locus
DQ851296 (no sale en otras pruebas).En estas primeras pruebas de amplificacion
individual no se ha conseguido amplificar el locus DQ851296 ni en las condiciones
simples, ni en otro conjunto de condiciones probadas donde se variaban las temperaturas
de apareamiento de lo iniciadores (entre 55 y 65°C) ni las concentraciones de MgCl.

Para los 17 restantes se comprobd, de forma individual, su variabilidad en 28
individuos de distinto origen, encontrandose que en algunos casos los rangos alélicos
reales no coinciden los teoricos, existiendo, en muchos de los casos, una superposicion
en loci marcados con el mismo fluorocromo.
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A continuacién se muestran los resultados obtenidos con los 9 loci microsatélites
agrupados en la multiplex H

LOCUS DQ851285 DQ851326 DQ851296 DQ851254 DQ851390 DQ851336 DQ851335 DQ851290 DQ851268

Fluorocromo 5* NED 5* NED

AMPLICON 93 118 138 92 123 99 123 108 150

Tamafio

esperado 83-103 108-128 128-148  82-102 113-133  89-109 113-133 98-118 126-174

Tamafios reales | 81-119 106-190 - 92-106 103-121 83-141 121-129 108-116 140-186

N° alelos

observados 13 18 - 7 9 15 5 3 11

Heterocigosidad

observada 0,741 0,696 - 0,778 0,692 0,462 0,704 0,778 0,852

Heterocigosidad

esperada 0,744 0,926 - 0,765 0,774 0,875 0,754 0,66 0,876

PIC 0,711 0,899 - 0,716 0,734 0,843 0,694 0,574 0,844

Multiplex H real en funcion de los tamafos alélicos observados.
| \9\0\ Il \9\5\ Il \m\u\ || \m\s\ Il \1?0\ Il \lf\ Il \12\0\ Il \12\5\ || \13\0\ || \13\5\ || \170\ || \lf\ || \15\0\ Il \15\5\ Il \170\ Il \175\ Il \17\0\ Il \17\5\ Il \”\m\ (N
P19-64.0° Dd-56-F - 63.6°
& Plex 1
AvaTamp: £36 (BZSI: -63.2% (Hd-lS-H -B3.6% ]
y en la multiplex I

LOCUS DQ851309 DQ851375 DQ851357 DQ851260 DQ851316 DQ851267 DQ851378 DQ851252 DQ851250
Fluorocromo 5* NED 5* NED
AMPLICON 96 129 99 123 96 132 101 126 161
Tamafio
esperado 86-106 119-139 89-109 113-133 86-106 122-142 91-111 116-136 137-185
Tamafio real 96-122 107-161 101-115 105-119 102-122 110-140 97-129 126-144 153-169
N° de alelos
observado 4 14 7 7 6 8 8 8 5
Heterocigosidad
observada 0,308 0,815 0,654 0,885 0,52 0,885 0,852 0,926 0,52
Heterocigosidad
esperada 0,473 0,892 0,726 0,828 0,602 0,854 0,839 0,766 0,57
PIC 0,409 0,864 0,661 0,788 0,552 0,816 0,802 0,72 0,52
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Multiplex | real
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W Bd-58-F - 62.5°

9 Plex 1
Arg Temp: 636

Al conocer el genotipo multilocus de cada individuo, se procedié a comprobar en 4
de ellos, en los que los rangos alélicos de los loci marcados con el mismo fluorocromo no
se solapaban, la amplificacién simultanea de los 8/9 loci incluidos en cada una de las dos
reacciones PCR multiplex tedricas, observandose unos patrones muy diferentes a los
obtenidos en las amplificaciones individuales, lo que las hace ilegibles y que
posiblemente se debe a la posible hibridacién entre los iniciadores de distintos loci, tales
como los de los loci DQ851378 y DQ851260.

Reverse GACAGAGACTAAAGCTCGACGAA
against Fd-90-H Reverse GTTTAGACTCTGTGTTTGGTACAGCAGAT

5'-GACAGAGACTAAAGCTCGACGAA-3"'
P I=l =
3'-TAGACGACATGGTTTGTGTCTCAGATTTG-5"

Score: 8

Estos resultados indican que deben redisefiarse nuevos iniciadores y
combinaciones de loci en cada PCR, aunque se esta a la espera de los resultados de las
multiplex que estan desarrollando los otros equipos participantes en el proyecto para
estudiar la posibilidad de intercambiar marcadores para incorporarlos en distintas
combinaciones a las multiplex establecidas inicialmente.
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INFORME DEL PROYECTO
SITUACION FINANCIERA

El Presupuesto aprobado inicialmente para 2010 fue de 100.796,92 euros. No obstante, quedd un
remanente del afio 2010 de 54.287,87 Euros debido principalmente a un retraso en la contratacion de
personal- Estos importes se han trasladado a la anualidad 2011 para su ejecucién. Dado que el proyecto
acaba en Diciembre de 2011 y se ha retrasado por cuestiones administrativas la contratacion de |
personal se ha propuesto que parte del dinero asignado a personal se destine a la subcontratacién de
servicios para el analisis proximal de los filetes

Descripcion de actividades

1.- Muestreos en instalacion y empresa

El disefio experimental del proyecto suponia la cria 540 peces marcados con microchip en la estacion
experimental del Torufio y de 1950 peces en la empresa PIMSA (Pesquerias Isla Mayor, S.A.) para el
engorde en estero. La siembra de los segundos se realizé el dia 7 de Octubre. En el caso de los peces
criados en estacion, los animales se estabularon al azar en dos tanques de 10 m®. Durante este periodo
la temperatura oscil6 entre 17 y 21°C, la salinidad entre 20 y 37 ppt. Para la alimentacién se utiliz6 el
pienso SKRETTINGcon un porcentaje diario sobre la biomasa de los tanques de 1-2% diariamente.
Los animales fueron limpiados y alimentados todos los dias.En la empresa PIMSA, los animales se
criaron en una unidad de cultivo de m®. Durante este periodo la temperatura oscilé entre 7 y 30°C, la
salinidad entre 2,7 y 15,70. Para la alimentacion se utilizd un sistema semiextensivo en el que se
complementaba en épocas de poca produccion natural con el pienso SKRETTINGcon un porcentaje
diario sobre la biomasa de los tanques <1%.

Respecto a las mortalidades, NO se observaron mortalidades masivas en el estero. En la estacién, un
fallo eléctrico durante el verano (junio) de 2010 provocé una mortalidad del 17,5% por asfixia. A pesar
de ello, no comprometié el desarrollo de la experiencia. En la tabla n°1 se indican los muestreos
realizados para peso y talla y el nimero total de animales muestreados.

Sept09 Dic09 Marzol0 Abrill0 Septl0 Febll

INSTALACION | g42 170 169 166 119 114
832 172 170 169 134 133

842 178 180 180 176 175

2516 520 519 515 429 422

ESTERO o8 2 -
100 1 352

121 6 415

319 1 1122

En septiembre de 2010, se decidid no muestrear mas animales del estero debido a las altas T? de las
fechas que comprometia la salud de los animales y el experimento. El muestreo de Febrero de 2011 se
refiere al sacrificio final de animales. Aunque lo comprometido eran 850 de estero y150 de instalacion,
se decidio sacrificar 1000 del estero debido a las bajas ocurridas en Junio de 2010. En total, se
sacrificaron 1122 lo que supone el 57,6% de los peces criados en el estero. Dadas las condiciones
extremas de cria, se puede considerar como un éxito productivo haber alcanzado tal porcentaje de
supervivencia. Ademas, hay que indicar que no se despescé el total del estero con lo que dicho
porcentaje seria incluso superior.
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En la figura 1 y 2 se muestran las medias de las tallas para los muestreos de Septiembre y Diciembre de
2009 (s6lo instalacién), Marzo (so6lo instalacion), Abril, Septiembre de 2010 y Febrero de 2011
(Sacrificio)

o Esterol@ o Instalacion? TT

Andalucial

Catalufial@

308 30@

Canarias

208 208

10@ 102

o) 0

Sept09E Dic0o9m Marzol108  Abril103 Sept10@ Febl11@ Sept09@ Dic0o9m@ Marzol08  Abril103 Sept10@ Feb11@

Figura 1: Talla de los peces criados en estero y en la instalacion. En el eje X se indica el mes y afio del muestreo
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Figura 2: Peso de los peces criados en estero y en la instalacion. En el eje X se indica el mes y afio del muestreo

En términos absolutos de talla y peso, la poblacién originaria de Canarias comenz6 el experimento
como la de mayor indices (Septiembre de 2009), aunque fue la de Catalufia la que a partir de Marzo-
Abril mostré los mejores indices. La poblacion de Andalucia fue la mas retrasada desde el principio
hasta el final

Sin embargo, en términos relativos (Fig. 3) de contribucién relativa a la biomasa total teniendo en
cuenta la media, se puede confirmar lo anterior. La poblacion de Canarias de forma general pierde
porcentaje de representacion. Asi, en estero (excluyendo Septiembre 2010 por un bajo de individuos
muestreados) se pasa de un 37,8 % en Septiembre 2009 a un 31,9% y 31,6% en Abril 2010 y Febrero
2011, respectivamente. Para la instalacion, las cifras son similares alcanzando 35,6 y 32,9 en Abril
2010 y Febrero 2011, respectivamente.

Esterol Instalacioni
1008 1008

750 75@

Canarias@ Canarias
Catalufial@ 50+ Catalufial®
Andalucial Andalucial

250 250

0 0@

Sept09R DicO9® Marzol10@Abril108 Septl0Z Febl11R Sept09@ DicO9@ Marzo10B Abril102 Sept10@ Febl1®

Figura 3: Contribucion de cada poblacion a la biomasa total segtn sistema de cria y muestreo realizado

Por el contrario, Catalufia pasa de un 36% en Septiembre 2009 al 38% en Diciembre en 2009 y se
mantiene constante hasta Febrero 2011 (rango 37,6-38,1) en la instalacion. En el estero, su porcentaje
fue variable incrementando al 41,6 en Abril 2010 y se redujo al 39,3% en Febrero 2011.
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Andalucia mostré un incremento progresivo en la representacion de biomasa pasando del 26,2% en
Septiembre 2009 and 26,5 y 29,2% en en Abril 2010 y Febrero 2011, respectivamente. Las cifras
fueron similares para la instalacion, alcanzando el 26,4 y 29% de la biomasa para esas mismas fechas.

Todos estos datos indican dindmicas poblacionales muy similares en ambientes productivos muy
diferentes, por lo que la interaccién genotipo-ambiente para estos caracteres en base a los datos
poblaciones sugiere que puede ser no muy elevada. Queda pendiente de analizar los datos familiares
gue son los realmente concluyentes en este punto.

2.- Sacrificio y determinacion de variables

El sacrificio de los peces se realizé el dia 2 de febrero. Para ello, contamos con el apoyo de la empresa
PIMSA para la captura y sacrificio siguiendo pautas industriales. En total, se estimé una captura de
unos 7000 animales que se tuvo que chequear uno a uno para encontrar los peces marcados con
microchip. Al final, se encontraron 1122 animales marcados lo que supone aproximadamente el 16%
de los peces muestreados y que se ajusta al 20% de animales sembrados. Estos datos nos indican que la
supervivencia fue adecuada y no hubo sesgos debido al marcaje por chip.

Una vez sacrificados, los animales se trasladaron en un camion en hielo desde Isla Mayor (Sevilla)
hasta El Pto Sta Maria (Cadiz) para el analisis de datos tal como se consenso en la reunién mantenida
por todos los socios

En resumen, se sac6 fotografia (Fig. 4) a todos los animales, se le tomd aleta caudal, sangre, se midié
textura, el peso de la grasa visceral, peso eviscerado (sin paquete intestina, corazén y branquia),
corazén, branquia, y FFM. Posteriormente, se filetearon y envasaron al vacio para el analisis proximal,
pendiente de ejecutar.

Fig. 4: Ejemplo de las fotografias tomadas a los 1000 ejemplares del muestreo lateral y dorsoventral

En la tabla 1 se indican los datos medios por origen para las variables medidas. En la tabla 2, se indican
los datos corregidos por el peso total mostrando como los porcentajes varian segin la poblacion
considerada destacando la mayor representacion de los 6rganos oxidatvos en la poblacion de Canarias
y Andalucia con mayor porcentaje de grasa muscular y menor de abdominal.

Tabla 1: Datos de peso (gramos) del pez eviscerado, corazén, grasa abdominal, branquias, filetes y FFM (% grasa)
Peso eviscerado  Corazén Grasa Branquias Peso filetes FFM

Andalucia 276,90 0,45 4,66 5,44 97,75 14,85
Catalufia 369,73 0,56 7,12 6,84 129,01 15,21
Canarias 300,38 0,48 5,56 5,73 109,03 15,26

Tabla 2: Porcentajes respecto al peso total del pez eviscerado, corazén, grasa abdominal, branquias, filetes y FFM
%canal %Corazon %grasa %Branquias  %ofiletes %FFM ‘
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Andalucia 89,52 0,145 151 1,759 31,61 4,80
Catalufia 88,79 0,135 1,71 1,642 30,98 3,65
Canarias 89,68 0,143 1,66 1,712 32,55 4,56

3.- Malformaciones

Para evaluar la heredabilidad de las malformaciones, se muestrearon un total de 228 animales. Los
animales se dispusieron en carcasas de CD para posteriormente someterlo a RX. Como se muestra en la
Fig.5 ya se han ejecutado las radiografias y se esta en proceso de evaluar las malformaciones.
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Fig. 5: Radiografia (izq) y su correspondencia con la numeracion (dcha)

4.- Multiplex y puesta a punto
Para la puesta a punto de las marcadores para asignacion se trabajo con los set de primers asignados a
Andalucia y que se indica en la tabla 3

Tabla 3: Microsatélites usados

Micro Locus Motivo
Bt96 DQ851295 (TATC)13
Cld-26-H DQ851307 (CA)31
Saimbb25 AJ418675 5* NED (TAGA)10
P54 DQ851289 (AC)14
1d-11-H DQ851402 (GTM)13
Hd-25-F DQ851392 (GT)15*
Hd-77-F DQ851400 (TG)15
Dd-91-F DQ851332 (AC)30
Dd-10-H DQ851322 (TG)15
Cld-03-F DQ851301 (CA)15
Hd-23-T DQ851391 (TG)19
Cld-14-F DQ851304 5* NED (AC)17
Gd-67-H DQ851383 5* NED (AC)22
Cld-52-T DQ851314 (AC)17*
Eld-11-H DQ851360 (CA)11
DId-30b-T DQ851344 (CA)14
DId-31-H DQ851345 (CA)15*

Los loci se amplificaron por separado para evaluar las caracteristicas de cada uno de ellos. En la tabla
4 se muestran los resultados obtenidos para cada locus para 5 muestras de la poblacion de Canarias, 5
de Catalufia y 5 de Andalucia y el patrén de calibracion entre muestras.

Tabla 3: Datos estadisticos de los loci ensayados

Locus N° alelos Rango alélico Ho He
DQ851295 12 80-138 0,833 0,929
DQ851307 9 108 - 148 0,636 0,797
AJ418675 9 98-134 0,923 0,887
DQ851289 7 72 - 86 0,667 0,763
DQ851402 6 114 - 136 0,500 0,742
DQ851392 6 124 - 142 0,938 0,700
DQ851400 6 96 - 108 0,583 0,660
DQ851332 5 105 - 137 0,400 0,667
DQ851322 12 82 -136 0,900 0,947
DQ851301 8 113-135 0,700 0,774
DQ851391 8 150 - 172 0,867 0,807
DQ851304 6 83-93 0,909 0,814
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DQ851383 8 113 - 147 0,800 0,874
DQ851314 6 84 -112 0,800 0,779
DQ851360 8 113-131 1,000 0,848
DQ851344 5 78 - 88 0,818 0,749
DQ851345 8 106 - 124 0,917 0,790

Lo méas importante fue la desviacion de los rangos observados para las poblaciones del ensayo respecto
a lo esperado, lo que hizo necesario el redisefio de los sets. La informacién generada se utilizé para la
preparacion de la supermultiplex para los distintos socios. Una vez optimizada esta, se procedera a
redisefiar las multiplex en base a los rangos alélicos reales.
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Grado de cumplimiento de objetivos y/o modificaciones de los mismos

Durante la anualidad 2009 se ha cumplido el objetivo principal de la constitucién de familias y su
distribucion por las distintas comunidades auténomas cumpliendo lo establecido en las normativas de
sanidad y bienestar animal que le son aplicables.

Respecto al desarrollo de multiplex se ha comenzado su disefio pero debido a las restricciones
presupuestarias establecidas en 2009 su optimizacion se ha demorado a 2010.

Valoracion sobre ejecucién del proyecto
Durante el afio 2009, el proyecto se ha ejecutado correctamente. Los socios han cumplido sus
compromisos y la coordinacion ha sido correcta para el desarrollo de las actividades comprometidas

RESUMEN DE ACTUACIONES

Resultado
Curva crecimiento larvas y

Fecha Proceso Detalle
18/4/09 Eclosién huevos CULMASUR N1= 44000

juveniles

10/7/09 Recepcion peces CAN
20/7/09 Envio peces CAN
23/7/09 Envio peces CAT N= 1400 Muertos= 750
28/7/09 Recepcion peces CAT
29/7/09 Envio peces CAT N= 1000
29/7/09 Envio peces MUR N= 1000
WEEILI0RY Marcaje peces AND N=830 Chips

CAN N=830

CAT N =830
7/9/09 Traslado peces PIMSA Peso medio=42 g
1/12/09 Muestreo in instalacion IFAPA AND n=36,6

CAN p=56,5

CAT p=57,7
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INFORME DE SEGUIMIENTO DE LA COMUNIDAD
AUTONOMA DE MURCIA (2009-2010).

1. Descripcion de las actividades realizadas.

El presente documento entrega informacion sobre las actividades y procedimientos

que se han llevado a cabo con el manejo de las Doradas del proyecto PROGENSA en la

Comunidad Autonoma de Murcia, desde el inicio del engorde de las mismas en nuestros

centros en julio del 2009 hasta su estado actual.

Marcaje y engorde de juveniles.

En primavera del afio 2009 se establecieron puestas masales en los centros de
Catalufia, Andalucia y Canarias (IRTA, IFAPA e ICCM, respectivamente) a
partir de sus stocks de reproductores. Se procedi6 a su siembra y cultivo larvario
hasta que alcanzaron 400-500 mg de peso, momento en el que se enviaron en
contenedores de transporte aéreo desde el ICCM, y por carretera desde los
centros IRTA e IFAPA, recibiéndose aproximadamente 1000 alevines de cada
centro durante el mes de julio. Los alevines fueron alojados en diferentes
tanques en el Centro de Recursos Marinos (IMIDA) en San Pedro del Pinatar
manteniéndose separados en cada tanque segun la CA de origen. Cuando los
alevines alcanzaron un peso medio de 3 gramos durante los meses de septiembre
y octubre se marcaron individualmente en la cavidad abdominal anterior
mediante el sistema de marcaje fisico Passive Integrated Transponder (PIT) de
TROVAN. A la vez se obtuvo un trozo de la aleta caudal de cada pez marcado el
cual fue conservado en alcohol para la posterior caracterizacién genética
mediante marcadores microsatélite, y se valoraron pardmetros de crecimiento
(peso y longitud) y calidad del pez (deformidades corporales). Se marcaron
aproximadamente 2.500 alevines de dorada entre los cuales estaban
representados proporcionalmente alevines provenientes de cada una de las
CCAA productoras de los mismos (Canarias, Catalufia, Andalucia). Los
resultados obtenidos en estos dias de marcaje fueron los siguientes (tabla 1).
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Tabla 1: Resultados muestreo de marcaje.

) ) ) N° Observaciones
Fecha Origen N° Peces | Mediatalla | Media Peso )
Opérculo *Otros
11.09.09 | Canarias 800 11,26 +1,58 | 11,35+ 0,12 58 4
18.09.09 | Andalucia 776 8,97 +0,04 |11,86+0,25 39 10
25.09.09 | Catalufa 823 9,66 +0,05 | 14,52 +0,23 265 4
6.10.09 Canarias 98 10,77 £ 0,11 | 22,76 £ 0,65 5 0
Catalufia 55 9,69+0,19 | 19,10+ 1,09 16 1

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, prognatismo y rotura de la aleta caudal.

En el momento del marcaje también se procedio a la toma de muestras de 100
alevines por cada uno de los centros de procedencia y se congelaron para llevar a cabo
futuras radiografias. Ademas, diariamente el personal del centro retiraba las posibles
bajas que se producian en los tanques recuperando el microchip de estos animales asi
como aquellos que habian sido rechazados y que aparecian en los tanques.

En el mes de noviembre, una vez que los peces alcanzaron el peso de entrada a
cebo y cicatrizada la incision hecha a los mismos durante el marcaje, fueron llevados a
una jaula flotante en el mar, facilitada por Servicios Atuneros del Mediterraneo SL,
empresa colaboradora con el proyecto en el caso de la CA de Murcia, que aporta las
instalaciones en el mar y que se encarga del cuidado de los peces en dicha jaula donde
son criados en condiciones totalmente industriales. Dicha jaula tiene 11 metros de
didametro y esta fondeada una profundidad de 38 metros, siendo la profundidad del
bolsillo de la red 11 metros.

Por otro lado, una fraccién de estos peces (150 peces aproximadamente por
centro de origen) permanecié en tanques de nuestras instalaciones con una doble
finalidad; salvaguardar el éxito del experimento en el caso de que se produjese una
catastrofe en la empresa y poder establecer un nuevo futuro stock de reproductores. De
estos, una parte (274 peces) permanecid en las instalaciones del Centro de Cultivos
Marinos (IMIDA) en San Pedro del Pinatar y otra mas pequefia (127 peces) se trasladé a
la Estacion Naval de la Algameca (ENA) perteneciente a la base militar de la

Algameca, en Cartagena. En ambos lotes estuvieron igualmente representadas todas las
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CCAA productoras de alevines. En los dias posteriores a este reparto se realizd de

nuevo un muestreo de todos los animales (tabla 2).

Tabla 2: Resultados muestreos traslado de animales.

Fecha ] ) _ N° Observaciones
Instalacién Origen N° Peces | Mediatalla | Media Peso Opéreulo +Otros
Andalucia 39 11,25+ 0,18 | 24,00+1,47 2 11
11.11.09 Canarias 43 12+0,23 | 26,20+ 1,43 7 5)
(E.N.A) Cataluiia 45 12,22 +0,28 | 31,22+ 1,93 9 3
Andalucia 79 12,27 + 0,18 | 35,01+1,60 1 2
3.12.09 Canarias 88 12,73+ 0,12 | 36,64 + 1,14 8 1
(LM.1.D.A) Catalufa 107 13,05+ 0,20 | 40,72+ 1,70 10 2
Andalucia 36 11,83 +£0,23 | 26,50 £ 1,77 2 1
17.12.09 Canarias 41 13,14 +0,49 | 29,90 £ 1,48 3 0
(E.N.A) Catalufa 42 13,19 + 0,25 | 33,47 £ 2,05 10 2

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, prognatismo y rotura de la aleta caudal.

En el mes de febrero del 2010, tras las recomendaciones del resto de grupos de

investigacion en la reunion celebrada en las Palmas de Gran Canarias ese mismo mes,

se procede a mezclar los animales de forma que doradas procedentes de diferentes

CCAA compartan tanque. De esta manera se evitard el posible efecto tanque en

posteriores muestreos y de la misma forma se salvaguardara una proporcion de los

animales de todas las CCAA en caso de alguna catastrofe en las instalaciones.

Aprovechando este manejo de los animales se realiz6 un nuevo muestreo obteniendo los

siguientes resultados en cada una de las instalaciones.

Tabla 3: Resultados muestreo mezcla de animales.

Fecha ) ) ) N° Observaciones
. Origen N° Peces | Mediatalla | Media Peso )
Instalacion Opérculo *Otros
Andalucia 76 13,64 £0,18 | 57,67+2,16 0 5
24.02.10 Canarias 92 14,66+ 0,12 | 62,13+ 1,61 3 2
(ILM.I.LD.A) | Catalufia 106 14,36 £ 0,19 | 67,44 £ 2,54 23 23
Andalucia 34 13,23+£0,31 | 31,97 £ 1,69 2 1
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25.02.10 Canarias 36 1297 +0,30 | 34,08+2 3
(E.N.A) Cataluia 40 14,07 £+ 0,30 | 41,75+ 2,25 6

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, prognatismo y rotura de la aleta caudal
Segun las indicaciones para el desarrollo del proyecto los muestreos posteriores

se realizaron en primavera (abril del 2010) y en el mes de septiembre, coincidiendo con

el sacrificio de los animales en la CA de Canarias. En ambas ocasiones se muestrearon

aproximadamente 300 peces de la jaula y todas y cada una de las doradas que se

mantienen en los centros de investigacion. Los resultados pueden observarse en las

siguientes tablas (tablas 4 y 5).

Tabla 4: Resultados muestreo primavera.

Fecha _ _ _ N° Observaciones

nstalacion Origen N° Peces Media talla | Media Peso Opérculo +Otros
Andalucia 35 13,74 £ 0,22 | 37,25+1,94 2 1
7.04.10 Canarias 37 14,02+ 0,26 | 39,21 + 2,09 4 0
(E.N.A) Catalufia 41 14,73+ 0,29 | 46,87 + 2,63 10 3
Andalucia 82 14,23 +£0,19 | 38,90 £1,77 6 1
8.04.10 Canarias 137 15,37 +0,12 | 48,25+1,48 8 17
(LM.LD.A) |  Catalufia 45 15,15+ 0,30 | 53,44 + 3,13 5 5
Andalucia 77 15,84 + 0,22 | 67,42+ 2,57 0 5)
9.04.10 Canarias 91 16,71+ 0,13 | 76,37 + 2,04 3 0
(JAULA) Catalufa 105 16,67 + 0,26 | 81,30 + 3,14 18 6

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis,

prognatismo y rotura de la aleta caudal.

Tabla 5: Resultados muestreo septiembre.

Fecha ) ) ) N° Observaciones

Instalacién Origen N° Peces Media talla | Media Peso Opéreulo *Otros
Andalucia 70 22,50+ 0,20 | 183,87 +4,84 0 10
2.09.10 Canarias 86 23,30+ 0,11 |197,84+4,36 2 6
(I.M.1.D.A) Catalufa 98 23,53+ 0,44 | 216,65 = 6,20 17 31
Andalucia 23 17,00+ 0,22 | 76,86 + 4,17 1 0
3.09.10 Canarias 28 17,03+ 0,24 | 75,17 + 3,73 1 0
(EN.A) Catalufia 29 17,51+ 0,36 | 88,96 + 5,07 4 2
Andalucia 51 19,82+ 0,39 | 121,37 + 3,68 1 3
7.09.10 Canarias 160 22,05+ 0,11 | 148,78 + 2,29 2 2




(JAULA) Cataluna 80 22,43+0,15 | 169,31 + 3,42 7

(*): Se incluye deformidades tales como lordosis, prognatismo, rotura de la aleta caudal y rozaduras en el
caso del muestreo en el I.M.1.D.A.

Como puede observarse en la tabla, el nimero de animales alojados en las
instalaciones de la Algameca disminuy6 considerablemente debido a un problema
ocurrido en el sistema de aireacion en el fin de semana previo al muestreo y que
ocasiond la muerte de un gran nimero de animales. Actualmente en este centro sélo se

alojan 20 doradas.

e Extracciones de ADN vy reacciones multiplex de PCR de marcadores

microsatélites.

En mayo del presente afio comenzaron a realizarse extracciones de ADN de las
aletas caudales mediante el kit DNeasy® de Quiagen habiéndose extraido hasta el
momento el ADN de todas las muestras correspondientes a las doradas que se
encuentran en los centros de investigacion, tanto en el IMIDA como en la ENA.

En los meses de julio y septiembre se pusieron a punto los marcadores de las
multiplex “B” y “E” asignadas a nuestra comunidad en reacciones PCR en forma
simple. El genotipado de las muestras se realiz6 usando el software GeneMapper v.3.7
obteniendo la siguiente informacidén genética (tablas 6 y 7). Como se observa, no
amplificaron 2 de los 11 microsatélites que comprendian la multiplex B. En el caso de

la multiplex E no amplificé uno de los 10 microsatélites.

Tabla 6: Resultados multiplex B

Marcador N° Alelos Rango alélico Ho He Facilidad lectura Observaciones

DQ851306 9 79-115 0,733 0,816 1
DQ851318 2 103-105 0,143 0,138 0
DQ851386 7 116-139 0,467 0,589 1
DQ851356 13 78-111 1,000 0,940 1
DQ851365 2 102-117 0,077 0,471 0
DQ851346 12 138-200 1,000 0,921 1
6 91-113 0,500 0,534 1
8 101-137 0,667 0,649 1
no amplificd
5 97-135 0,467 0,587 1

no amplificd
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Tabla 7: Resultados mdltiplex E.

Marcador N° Alelos Rango alélico Ho He Facilidad lectura Observaciones

DQ851270 5 77-85 0,733 0,731 1
DQ851266 3 90-101 0,333 0,301 0
DQ851377 12 129-166 0,867 0,910 1
DQ851280 10 63-90 0,867 0,867 1
AJ418667 9 90-112 0,875 0,917 1
AY322112 21 99-197 0,929 0,976 1
no amplifico
6 114-139 0,364 0,756 1
9 84-105 0,733 0,876 1
3 114-119 0,533 0,522 0

e Radiografias digitales.

En marzo del 2010 en el Hospital Clinico Veterinario de la CA de Murcia se
realizaron radiografias digitales a 100 ejemplares de doradas de cada una de las
diferentes CCAA que estan siendo engordadas esta region. Previamente, a cada una de
estas muestras se le extrajo un pequefio trozo de aleta caudal y se conservé en etanol,
manteniendo la correspondencia de tal manera que en posteriores andlisis genéticos se
pueda asociar con la deformidad esquelética observada en el andlisis radiografico.

Asi mismo, en los meses de noviembre y diciembre se han realizado en dichas
instalaciones las radiografias de los animales conservados por los grupos de
investigacion de las CCAA de Andalucia y Catalufia. Sirva como ilustracion la siguiente

fotografia.

01-12-10 DORADAS Acq. time:18:38:33
ID: DORADAS

L=2047 W =4095
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2. Situacion financiera.
Contabilidad de Cartagena
Afio 2010 Disponible Gastado Saldo
Personal 29180.2 16002.6 13.177.6
Fungible 8000 856.14 7143.86
Otros 891.6 - 891.6
Contabilidad de Murcia
Afio 2010 Disponible Gastado Saldo
Inventariable 665 142 806
Fungible 39650 16544 23106
Otros 3889 2500 1389
Viajes y dietas 720 218 502
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4.- ANEXOS de otros documentos de interés



Acta reunion PROGENSA del 16 al 17.07.09
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Acta reunion PROGENSA del 16 al 17.07.09

Esta segunda reunion del proyecto es celebrada en las instalaciones del Instituto Canario de
Ciencias Marinas (ICCM) y del Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentaria (IUSA), siendo los asistentes y la programacion:

Asistentes
1. Alicia Estévez Garcia — CATALUNA
2. Manuel Manchado Campaiia — ANDALUCIA
3. Mariam Ponce — ANDALUCIA
4. Manuel Guillermo Ramis Vidal -~ MURCIA
5. Eva Armero - MURCIA
6. Juan Manuel Afonso Lopez — CANARIAS
7. Francisco Javier Roo Filgueira — CANARIAS
8. Juan Sanchez Sanchez — CANARIAS
9. Maria Jesus Zamorano Serrano — CANARIAS
10. Ana Navarro y Guerra del Rio — CANARIAS
11. lvonne Lee — CANARIAS

José Antonio Sanchez Prado (CATALUNA), excusa su ausencia por falta de combinacion
adecuada de vuelos, pero anexa email con los ficheros de informacién a considerar en la
reunion.

Programacion

JUEVES 16

Visita a las instalaciones del ICCM vy a las instalaciones del IUSA.
Comida.

Reunion.

Hotel y cena.

VIERNES 17

e Ensayo y aprendizaje del marcaje de alevines de dorada a los 3 gramos de peso con el
sistema de marcaje Passive Integrated Transponder (PIT).

e Comida.

e Reunion (continuacion).

e Hotel y cena.
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Visita a las instalaciones del ICCM v a las instalaciones del lUSA.

Inicialmente son presentadas las instalaciones de cultivo del Instituto Canario de Ciencias
Marinas; nave de cultivos, sala de reproductores, de alimentos vivos, mesocosmos, larvario y
engorde. Posteriormente son ensefiadas las instalaciones del Instituto Universitario de Sanidad
Animal y Seguridad Alimentaria (IUSA), en el que la unidad de genética (GIAgen) del Grupo
de Investigacion en Acuicultura de la Universidad de Las Palmas de Gran Canarias y el
ICCM llevarad a cabo los analisis que tiene adjudicados en el contexto del proyecto
PROGENSA.

Ensayo y aprendizaje del marcaje de alevines de dorada a los 3 gramos de peso con el
sistema de marcaje Passive Integrated Transponder (PIT).

Durante toda la mafiana del dia 17 se lleva a cabo un protocolo de trabajo intenso en el que
todas las CCAA intervinientes en el proyecto practican los protocolos y procedimientos que
se emplearan en el proyecto para el marcaje de los alevines de dorada provenientes de cada
unas de las familias que seran criadas en el proyecto, tanto en las instalaciones de los centros
de investigacion como de las empresas.

Orden del dia de la reunién

1. El estado de desarrollo del proyecto en cada una de las cuatro comunidades.

2. Definicion de actividades a desarrollar hasta final de 2009.

3. Presentacion y puesta a punto de maltiplex de marcadores microsatélites, redisefiadas
a partir del BRIDGEMAP.

4. Planificacion de la proxima reunion.

1. El estado de desarrollo del proyecto en cada una de las cuatro comunidades.

Javier Roo, Alicia Estévez y Manuel Manchado intervienen para describir que el desarrollo
del cultivo de los alevines, acorde al protocolo que inicialmente el IRTA remitid a todos los
centros de reproductores (IFAPA e ICCM), ha ido dentro de la normalidad. En dicha
descripcidn se incluye aspectos como son la evolucion de los lotes, las muestras obtenidas a
partir de estos para valorar la calidad a las distintas edades preestablecidas en la primera
reunion, etc.

2. Definicidn de actividades a desarrollar hasta final de 2009.

Envio de alevines entre comunidades

Javier Roo informa de cual ha sido el protocolo empirico establecido en el ICCM, en términos
de densidad, salinidad, temperatura y oxigeno, para el envio de alevines vivos a la peninsula,
con el fin de que sirva, si procede, de referencia para el envio de peces entre las restantes
comunidades de la peninsula y entre éstas y Canarias. Debido a la escasa mortalidad detectada
en el envio de alevines a Andalucia y Murcia desde Canarias (1-3 peces de aproximadamente
unos 1300), por unanimidad se llega al acuerdo de utilizar el mismo protocolo como punto de
garantia para los restantes envios, debido a lo critico de este paso para el desarrollo del
proyecto.
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Manuel Manchado refleja que le ha sido imposible conseguir cubitainers de las caracteristicas
indicadas en el protocolo, por lo que se llega a un acuerdo de trasiego de cubitainers entre
comunidades para salir adelante con los Unicos disponibles en el ICCM y el IRTA, con el fin
de que el envio de alevines se realice de la forma mas eficaz posible y a la mayor brevedad
debido al peso que estan adquiriendo los alevines, y no poner en riesgo el numero de alevines
a transferirse entre comunidades, tal y como ha sido establecido en el proyecto.

Juan Manuel comunica a Alicia y Manuel que la empresa de transporte y agente de aduana
GARPEZ no dispone de oficinas en la peninsula por lo que habrd que localizar agentes de
aduana locales para que realicen los despachos y transportes pertinentes de alevines entre las
comunidades de la peninsula y entre éstas y Canarias.

Adquisicion de PITs

Juan Manuel informa que hay una oferta de la empresa TROV AN para la compra de CHIPs a
un mejor precio, si solicitamos un minimo de 10.000 unidades. Dichos CHIPs son los tipicos
de perros y gatos, pero al vacio, es decir, que dentro del vidrio no existe aire. Esto tiene la
ventaja técnica de que minimiza las roturas de PITs. El precio por unidad seria de unos 1,82 €,
siempre y cuando el pago se realice pronto, es decir, en el periodo de unos 15 dias a partir de
la recepcion de los CHIPs. También informa que la empresa requiere que el pedido sea
centralizado, si bien los envios fraccionados pueden ser remitidos directamente a cada una de
las comunidades beneficiarias, al igual que las facturas correspondientes. Ademas, una vez
confirmado los pedidos, éstos serian enviados por mensajeria a cada una de las comunidades
y centros de investigacion. Sin embargo, para poder llevarlo a cabo, la empresa requiere una
serie de informaciones como institucion, persona de contacto, CIF, direcciones exactas de
envio de CHIPs y de facturas y teléfono. Manuel sugiere que la factura incluya también el
importe de los portes debido a la dificultad de su institucion para disponer dinero en efectivo
para la recepcion de la mercancia. Alicia, Guillermo y Juan Manuel comentan que es buena la
idea porque los problemas son los mismos en las restantes instituciones.

Por unanimidad se concluye hacer el pedido conjunto de unos 10.000 CHIPs a vacio, con
envio fraccionado de CHIPs y facturas a cada una de las comunidades, éstas ultimas
incluyendo el precio del transporte.

3. Presentacion y puesta a punto de multiplex de marcadores microsatélites,
redisefadas a partir del BRIDGEMAP.

Juan Sanchez presenta las 8 reacciones multiplex redisefiadas a partir del mapa genética de la
dorada (BRIDGEMAP), utilizando como criterios las temperaturas de fusién de los
cebadores, los tamafios de los fragmentos a amplificar, la no competencia entre cebadores, el
no ligamiento entre marcadores microsatélites y las condiciones de la Polimerasa TaqGold.
También presentan las series alélicas que resultarian de la amplificacion de los marcadores
microsatélites.

4. Planificacion de la proxima reunion.

Se acuerda por unanimidad llevar la siguiente reunion en el propio XII Congreso Nacional de
Acuicultura de Madrid — 2009.

Sin mas asuntos que tratar se cierra la reunion



Acta reunion PROGENSA del 25.11.09
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Acta reunion PROGENSA del 25.11.09

Esta tercera reunion del proyecto es celebrada en la sala de direccion de la Escuela Superior
de Ingenieros Agronomos de Madrid, Universidad Politécnica de Madrid (UPM), siendo los
asistentes y el orden del dia, segun se relaciona a continuacion:

Asistentes
e Juan Manuel Afonso Lopez — CANARIAS
e Alicia Estévez Garcia — CATALUNA
e José Antonio Sanchez Blanco — CATALUNA
e Manuel Manchado Campafa — ANDALUCIA
¢ Manuel Guillermo Ramis Vidal -~ MURCIA
e Marta Garcia Celdran -~ MURCIA

Orden del dia de la reunién

El estado de desarrollo del proyecto en cada una de las cuatro comunidades.
Definicion de actividades a desarrollar a partir de 2010.

Planificacion de la proxima reunion.

Ruegos y preguntas

Ao E

1. El estado de desarrollo del proyecto en cada una de las cuatro comunidades.

CATALUNA

Alicia Estévez informa que los peces de Catalufia ain no han podido ser trasladados a la jaula
de engorde de la empresa CULTIMAR S.A. debido al mal tiempo. Asi, la prevision es
transportar los peces entre el 30 de noviembre y el 4 de diciembre de 2009.

José Antonio Sanchez presenta la nomenclatura de las dltimas multiplex de marcadores
microsatélites desarrollados por su laboratorio de Genética Acuicola en dorada, con el fin de
que puedan ser contempladas en el proyecto y asi no solaparlos con los desarrollados en
PROGENSA. Concretamente, presentd una lista de 25 marcadores, considerando tanto los
especificos como los interespecificos:

e Multiplex-X9: Heterocigosidad NC°Alelos Rango de alelos (pb)
o M190 0,92 23 92-144
o SaGT1 0,91 23 119-163
o Dxd44 0,90 20 122-164
o SaGT41lb 0,90 23 144-204
o Pb-OVID102 0,91 21 153-257
o SaGT26 0,81 17 205-261
o Dpt3 0,85 12 222-250
o M184 0,81 21 268-316
o Pb-OVI-D106 0,87 19 314-398
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e Multiplex-X7: Heterocigosidad NC°Alelos Rango de alelos (pb)
o saMD1pCA - 133-233
o 2G 0,81 15 164-196
o saMGpCA 0,74 8 175-257
o saGHpCA 0,88 14 238-270
o saGHR1pCTC 0,60 5 307-343
o saMT2pCA 0,76 11 332-368
o saGHR2PpAC ---- 373-473
e Multiplex-X5: Heterocigosidad NC°Alelos Rango de alelos (pb)
o G4 0,83 17 171-234
o SaGHR2pGCT 0,53 7 194-242
o saPROpCA 0,89 20 197-241
o saMT1lpQ - 232-332
o saMD2pAC 0,87 14 377-405
e Otros: Heterocigosidad NC°Alelos Rango de alelos (pb)
o ++Pb-OVI-B2 0,69 10 71- 91
o ++Pb-OVI-A3 0,23 5 91- 99
o SauldINRA 0,93 32 160-242
o ++Pb-OVI-D22 0,80 9 292-328

Los picos fluorescencia de las mutliplex fluctuaron entre las 500 — 8000 unidades para las
maltiplex-X9 y X5, y entre las 500 — 6000 unidades para la multiplex-X7. Llama la atencién
el alto grado de variabilidad alélica detectada en la multiplex X9, a pesar del gran nimero de
marcadores microsatélites interespecificos.

Juan Manuel comentd que el disefio de los cebadores de los marcadores microsatélites del
proyecto PROGENSA es totalmente complementario con las maltiplex X9, X7, X5
desarrolladas por José Antonio. Asi, todas las multiplex de PROGENSA estan realizadas a
partir del mapa genético de dorada, BRIDGEMAP, en el cual los marcadores son totalmente
nuevos y especificos de la especie.

MURCIA

Guillermo Ramis informa que los peces de Murcia ya fueron transferidos a la empresa
SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO S.L.. En cuanto a los peces que reserva
en la estacion, éstos seran llevados a engorde entre dos instalaciones: Polvorin de centro
militar que es controlado por el grupo de investigacion de Fisiologia de la Universidad de
Murcia (150 peces), y el IMIDA (resto, ~ 350 peces).

CANARIAS

Juan Manuel comenta que tanto los peces de reserva que estan siendo criados en el ICCM,
como los que estan siendo engordados en CANEXMAR van bastante bien.
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En relacién a las multiplex especificas de dorada Redisefias en el proyecto PROGENSA
(Rem-PROGENSA), comenta que, si bien en la ultima reunién celebrada en Canarias (2009)
se acordd por unanimidad comenzar con la puesta a punto de las mismas en 2010, han
escogido dos de las Rem-PROGENSA y han comenzado con su puesta a punto debido a que
un alumno egipcio del master de Cultivos Marinos de la ULPGC, llamado Islam, s6lo tenia
interés en desarrollar su tesis de master en el area de la genética de peces, para lo cual debia
tener concluida su parte experimental en diciembre de 2009. Afiadié que los resultados de
variabilidad genética de ambas multiplex y, sobre todo, su facilidad de lectura y
amplificacion, son notoriamente mejores que las multiplex interesepecificas RimA y RimB
desarrolladas por la unidad de genética del grupo de investigacion en acuicultura (GIAGeN)

ANDALUCIA

Manuel Manchado comenta que los peces transferidos a la empresa PINSA van
perfectamente, al igual que con los peces reserva criados en las instalaciones propias del
IFAPA.

2. Definicion de actividades a desarrollar a partir de 2010.

2.1.  Unificacion de metodologias.

Se acuerda estandarizar las metodologias a emplear en el anélisis del proyecto con el fin de
mejorar, en la medida de lo posible, la comparacion de resultados y evitar pérdidas de
informacion y esfuerzo. Para ello, se llega por unanimidad a los siguientes acuerdos:

2.1.1. Protocolos de extraccién. Todos los laboratorios enviardn a GIAGeN
(jafonso@dpat.ulpgc.es) los protocolos de extraccion que utilizan regularmente
para la extraccion de DNA, indicando especialmente aspectos de:

- Precios

- Rendimientos

- Pros y contras del protocolo

2.1.2. Secuenciadores. Todos los laboratorios  enviarén a  GIAGeN
(jafonso@dpat.ulpgc.es) las especificaciones de los secuenciadores utilizados para
la separacién de fragmentos de DNA:

- Modelo.

- Longitud empleada para la separacion.

- Precios de las carreras.

- Manuel Manchado miraria la posibilidad de utilizar su secuenciador como
referencia para hacer todas las carreras del proyecto en su laboratorio,
dandonos un precio para las carreras.

2.1.3. Andlisis radiografico. Para aquellos grupos de investigacion que ain no han
realizado las radiografias de los peces, Guillermo Ramis mirara las posibilidades
de centralizar todo el andlisis radiografico del proyecto en las instalaciones del
hospital veterinario de Murcia, teniendo en cuenta que poseen un sistema de
analisis digitalizado. En este sentido, nos informara:

- Precios

- Capacidad de almacenar muestras que enviemos desde los distintos
laboratorios.

2.1.4. Muestras de referencia. Disponer de unos animales de referencia que puedan ser
utilizados como denominador comun en la puesta a punto de todas las Rem-
PROGENSA. Asi, GIAGeN se encargara de obtener la maxima cantidad de DNA
de dos doradas, que:
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- Estableceria en alicuotas para distribuir entre los laboratorios.

- Conservaria en condiciones Optimas para suministrar en cualquier momento.
2.1.5. Programa de reconstruccion de genealogia. Todos los laboratorios enviaran a

GIAGeN (jafonso@dpat.ulpgc.es) los programas informaticos que utilizan para la

reconstruccion de la matriz de parentesco entre descendientes y reproductores

conocidos (con o sin conocimiento del género), con el fin de valorar todos en

conjunto y elaborar un algoritmo de uso para la reunion de Canarias-2010.

2.2.  Muestreos.
Se acuerda sincronizar y definir los muestreos de los descendientes en las empresas con los
muestreos de los descendientes en IFAPA, IRTA, IMIDA e ICCM, con el fin de poder hacer
comparables los datos. Por unanimidad se considera hacer:

2.2.1. En los muestreos de las instalaciones IFAPA, IRTA, IMIDA e ICCM:

- En cada muestreo, habria que:

o Muestrear todos los peces.

o Registrar el nimero de PIT o chip.

o Registrar la talla.

o Registrar el peso.

o Registrar la presencia de cualquier deformidad corporal.

- Definir los puntos de muestreo en aquellos momentos del desarrollo
justificables tanto desde el punto de vista industrial como académico, pensando
en las correlaciones genéticas a publicar. Asi, se acuerdan:

o Muestreo en la semana del 1-4 de diciembre de 2009.

o Muestreos posteriores o intermedios: quedan pendientes de definir, por
lo que la reunion en Canarias de febrero de 2010 puede ser el foro
adecuado.

o Muestreos finales:

» Talla de racion (400-500 gramos), que estimamos sera
alrededor de septiembre de 20009.

» Talla de superior a racion (650-750 gramos), a valorar en
aquellas comunidades que finalmente puedan llevar parte de la
descendencia sobrante a dicho peso con las empresas
colaboradoras.

= Talla de kilo (1000 gramos), a valorar en aquellas comunidades
que finalmente puedan llevar parte de la descendencia sobrante
a dicho peso con las empresas colaboradoras.

2.2.2. En los muestreos de las EMPRESAS:

- Debido a la dificultad que encierra el muestreo de los peces en alta mar, para el
caso de las jaulas, como por la dimensién de las superficies de cultivo, para el
caso de los esteros, se acuerda:

o Muestrear el nimero de peces que se puedan, es decir, al menos entre
un 5% - 10% (~ 100-200 animales), si bien un namero de peces de
alrededor del 300 podria ser un numero ideal, aunque dificil, para
“garantizar una mayor contribucion familiar”.

- En cada muestreo, habria que:

o Registrar el nimero de PIT o chip.

o Registrar la talla.

o Registrar el peso.

o Registrar la presencia de cualquier deformidad corporal.

- Definir los puntos de muestreo en aquellos momentos del desarrollo
justificables tanto desde el punto de vista industrial como académico, pensando
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en las correlaciones genéticas a publicar. Si bien los muestreos en las

instalaciones deben coincidir con los de las empresas, los realizados en estas
ultimas habran de ser menores. Asi, se acuerda que:

o Primer muestreo sera en primavera de 2010: quedando pendiente de
Manuel Manchado la definicion de la fecha.

2.3.  Unificacion de compra de cebadores o primers marcados.

Se acuerda unificar la compra de todos los cebadores redisefiados desde Las Palmas, a la
empresa recomendada por Juan Sanchez, y que luego las facturas las particularizaria la
empresa a cada uno de los laboratorios, de un modo similar a como se hizo con la compra de
los PIT de marcaje.

3. Planificacién de la préoxima reunion.
Se acuerda por unanimidad hacer una reunion en Canarias para la segunda semana de febrero,
en la que desarrollar:
- Un protocolo completo de analisis de muestras desde el inicio hasta el final, es
decir,
o Extraccion de ADN.
Determinacion de la calidad y concentracion del ADN.
Conservacion del ADN.
Preparacion de cocteles y reacciones de PCR multiplex.
Carrera y lectura de genotipos.
Elaboracion de base de datos.
o Determinacion del parentesco.
- Decidir qué protocolos y procedimientos vamos a seguir todos los laboratorios
para el andlisis genético de las muestras (descendientes y reproductores).
- Discutir sobre la elaboracion de bases de datos
- Discutir sobre los programas de analisis de parentesco.
- Discutir sobre las posibilidades de patentes.
- Repartir dos maltiplex para cada laboratorio o comunidad.

O O O O O

4, Rueqgos y prequntas.

Sin mas asuntos que tratar, se levanta la reunién a las 18:00.
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Acta de Reunién PROGENSA de 15.12.08

A esta primera reunion del proyecto JACUMAR-2009/2011, celebrada en la Secretaria
General del Mar (Sala de la Direccion General de Ordenacion Pesquera, 32 Planta), sita en la
calle Velazquez 144, asisten los miembros del proyecto relacionados a continuacion, con el
fin de planificar la experimentacion del primer afio de actividad, 2009:

1. Juan Manuel Afonso Lopez (CANARIAS)
2. Francisco Javier Roo Filgueira (CANARIAS)
3. Alicia Estévez Garcia (CATALURNA)
4. Manuel Manchado Camparia (ANDALUCIA)
5. Manuel Guillermo Ramis Vidal (MURCIA)

6. Eva Armero (MURCIA)

Excusa su ausencia José Antonio Sanchez Prado (CATALUNA), ya que debido a las malas
condiciones climatoldgicas no pudo viajar a Madrid. Sin embargo, remitio la informacion de
la PCR multiplex de marcadores microsatélites que recientemente ha disefiado su laboratorio
para que sea tenida en cuenta a la hora del disefio de las nuevas reacciones multiplexs.

Asuntos a tratar durante la reunion:

1. Financiacion disponible durante el primer afio del proyecto (2009).
Cronograma de objetivos
Planificacion de tareas para el objetivo 0
o Acceso al foro JACUMAR para el proyecto PROGENSA-09/11.
Planificacion de tareas para el objetivo 1.
Planificacion de tareas para el objetivo 2.
Planificacion de tareas para el objetivo 3.
Planificacion de tareas para el objetivo 4.
Planificacion de proximas reuniones.

wn
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1. Financiacion disponible durante el primer afo del proyecto (2009)

Inicialmente, JACUMAR nos notificé que recibiriamos el 60% del importe total de la
financiacion aprobada para el primer afio de ejecucion del proyecto (Tabla 1, columna-2?). Sin
embargo, posterior a la reunién de Madrid, Juana Delgado nos notificd que dispondriamos de
algo mas de financiacion para el primer afio, concretamente el 67,42% de la financiacion
concedida (Tabla 1, columna-4). En la reunion se llega a los siguientes acuerdos, por
unanimidad:

1. Llevar a cado el primer afio de ejecucion del proyecto con el 67,42% de la
financiacion concedida (137.242,20 €).
2. Que cada Comunidad perciba para parte proporcional

Tabla 1. Cuadro presupuestario para el afio 2009

COMUNIDAD FINANCIACION - 2009 PORCENTAJE FINANCIACION - 2009
(concedida en €) (Financiacidén - 2009) | (percibir en € - 67,42%)
Canarias 53.562 26,31 36.112,93
Murcia 37.989 18,66 25.613,19
Andalucia 55.302 27,17 37.286,08
Catalufia 56.702 27,86 38.230,00
TOTAL 203.555 100,00 137.242,20
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2. Cronograma de objetivos

Tarea Afio 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11] 12
Objetivo 1 * * #
Objetivo 2 * * #
Objetivo 3 * l#
Objetivo 4 * i
Tarea Afio 2

13 (14 |15 |16 |17 |18 |19 [20 |21 (22 |23 |24
Objetivo 1
Objetivo 2
Objetivo 3 &3 #
Objetivo 4 * #
Tarea Ao 3

25 126 | 27 | 28129 |30 |31 ]32]|33]34]35] 36
Objetivo 1
Objetivo 2
Objetivo 3 * #
Objetivo 4 * #

# Documentos de resultados
* Reuniones

La cronologia de objetivos establecida en el proyecto es adecuada para la consecucion de los
mismos, si bien esta puede quedar algo modificada segun el desplazamiento de la puesta. Asi,
se acuerda por unanimidad:
e Sincronizar la siembra de la puesta, en la medida de lo posible, para disponer de peces
al sacrificio de una misma edad y bajo el mismo periodo de tiempo.
e Hacer en Canarias una demostracion de adiestramiento sobre como marcar peces
alevines de dorada de 3 gramos de peso, con el sistema Passive Integrated
Transponder (PIT).

3. Planificacion de tareas del objetivo 0

Se acuerda por unanimidad:

e Incluir a todos los investigadores que constan en la propuesta inicial del proyecto en el
foro telematico que tiene abierto JACUMAR para el proyecto. Juanma queda a cargo
de remitir dicha lista a Juana Delgado.

4. Planificacion de tareas del objetivo 1

Se acuerda por unanimidad:
o Disefiar 8 reacciones multiplex de microsatélites intraespecificos de dorada a partir del
mapa genético de dorada, complementarias a las ya disefiadas por los laboratorios de
José Antonio y Juanma.
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o Marcadores utilizados en el laboratorio de José Antonio (Genética Acuicola):
= PET: 190EP / PbUNI-D102 / PbOVI-D22
» VIC: PbOVI-A3/SaGT1/SaGT26 / PbOVI-D106
= FAM: PbOVI-B2 / Dxd-44/ Dpt3
» NED: SaGT4b /184 EP
o Marcadores multiplex RimA utilizados en el laboratorio de Juanma (GIAGeN):
» FAM: SauK140INRA / Pma2b / SauD182INRA / SauG46INRA
SaGT32
» NED: PbMS6 / SauH98INRA / SauE97INRA / Sal12
= PET: PaGA2a/ SauH94INRA / SauD69INRA
» VIC: Saul47INRA / PbMS2 / SaGT26
o Marcadores multiplex RimB utilizados en el laboratorio de Juanma (GIAGeN):
» FAM: SaGT31/ SauE82INRA / PbMS16 / Sall4
= NED: SauANINRA / Sal19 / Sall5
» PET: SaGT41b/ Sal10
= VIC: Sal21 / Saul41INRA / Pmal
e Aprovechar la experiencia de Juan Sanchez en el redisefio de cebadores para su
amplificacion conjunta en reacciones multiplex, por lo que el grupo de Canarias haria
el redisefio de todas las multiplex y luego se haria una presentacién de las mismas a
todos los grupos de investigacidn, mostrando:
o Como se ha llevado a cabo el disefio.
o Cudles son las multiplex resultantes.
o Ladistribucién de 2 multiplex por cada comunidad.
o Planificacion de la puesta a punto de las multiplexs.
e El disefio se tendria para antes del verano de 2009.
e Disponer de precios para la adquisicion de los cebadores redisefiados, para una vez
recibida la financiacion pendiente de 2009 (32,58%), disponer en el 2010 de unos
3 meses para la puesta a punto de las 2 multiplex adjudicadas a cada comunidad.
e Hacer con posterioridad a la seleccion de las maltiplex méas idéneas para el desarrollo
del proyecto, una intercalibracion entre laboratorios con un mismo grupo de muestras.

5. Planificacion de tareas del objetivo 2

En cuanto a este amplio objetivo se acuerda los aspectos relacionados a continuacién por
unanimidad:

e Todas las comunidades haran cultivo intensivo, con la misma metodologia que emplea
Catalufia. Alicia queda en remitir a todas las comunidades el protocolo utilizado en el
IRTA.

e La constitucion de los stocks de reproductores seran:

o Andalucia: 1 stock con unos 100 animales en una proporcion 1:1.

o Catalufia: 2-3 stocks con unos 30 animales en una proporcion 1:1 (2-3 kg para
las hembras provenientes de la UPV y 0,7 kg para los machos provenientes del
IRTA, Nireus y Grupo Tinamenor).

o Canarias: 2-3 stocks con unos 30 animales en una proporcion 2:1 de machos y
hembras, respectivamente, a una densidad de entre 3-5 kg/m?®.

e Las siembras (S1/S2) que seran utilizadas para el proyecto provendran de dos puestas
consecutivas de los lotes o stocks de reproductores de cada comunidad (Catalufia,
Canarias y Andalucia), del periodo intermedio de la puesta con el fin de maximizar la
contribucion familiar.
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Catalufa sera referencia para desencadenar el momento en el cual se recogeran las
puestas consecutivas, a fin de sincronizar la misma edad para los peces y durante el
mismo periodo de tiempo.

Catalufa, Andalucia y Canarias, guardaran una muestra de 1000 huevos sembrados en
etanol (>1dia), para un potencial anélisis de la supervivencia familiar.

En cada Comunidad (Catalufia, Canarias y Andalucia) se haran dos siembras (S1/S2),
una de las cuales (S2) es una réplica a mantener por separado hasta al menos después
de haber marcado los alevines de 3 gramos con el sistema PIT y enviado éstos a las
empresas (15 dias del después del marcaje), y asegurar asi el proyecto, en caso de
catastrofe.

Medidas a llevar a cabo en la fase larvaria de la siembra S1:

o Pesoy longitud cada 10 dias, hasta los 50 dias (destete).

o Peso y longitud cada 15 dias, desde los 50 dias y hasta los 3 gramos de peso
(marcaje con PIT).

A los 0,5 gramos de peso:

o cribar los lotes de peces eliminando las colas y las cabezas de las poblaciones,
las cuales seran conservadas mediante congelacion, en las siembras (S1/S2).

o Canarias, Catalufia y Andalucia remitiran dos lotes de 800 alevines cada uno
(1.600 en total), de la siembra S1, a cada una de las otras comunidades
auténomas, quienes mantendran por separado los lotes hasta el envio de éstos a
las empresas de engorde.

Alos 0,5y 3 gramos:

o cada comunidad guardard 200 peces de cada peso provenientes del centro de la
campana de Gauss y al azar, mediante congelacion para su posterior analisis
radiogréfico.

NOTA sobre la preparacién de muestras para radiografias: Colocar los peces en columna

sobre papel A4 doblado por la mitad (tamafio exacto de una placa radiogréfica),
orientados con la cabeza hacia la izquierda. En el momento de la recogida y colocacion de
la muestra en origen se realizard una valoracién visual identificando anomalias externas
(opérculos, nariz, etc..), sefialando en un plano de situacion dichas anomalias. Este papel
con los peces se introduce en una funda plastica y se congela para su envi6 a Canarias y/o
Murcia (quienes disponen de sistema radiografico informatizado).

A los 3 gramos:
o se marcaran con PIT un total de 2.400 alevines, con las siguientes
caracteristicas:

= Canarias:
e 800 de S1-Can.
e 800 de S1-Cat.
e 800 de S1-And.

= Cataluia:
e 800 de S1-Cat.
e 800 de S1-Can.
e 800 de S1-And.

=  Andalucia:
e 800 de S1-And.
e 800 de S1-Cat.
e 800 de S1-Can.

=  Murcia:
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e 800 de S1-And.

e 800 de S1-Cat.

e 800 de S1-Can.
e Alos 3 gramosy 15 dias:

o Seremitird a la empresa un lote de engorde compuesto por peces marcados con
PIT y que contienen al menos:

= 500 peces S1-Can.
= 500 peces S1-Cat.
= 500 peces S1-And.

o Las cuatro comunidades conservaran un lote mezclado en sus instalaciones que
es de reserva y que asegure el proyecto en caso de catastrofe en las empresas,
compuesto por:

= 300 peces S1-Can
= 300 peces S1-Cat. ] S1-Reserva
= 300 peces S1-Anc

e Alos 3 gramosy 20 dias:

o Después de que hayan pasado unos 5 dias desde que las empresas han recibido
los lotes (1500 alevines marcados), y comprobado que la aclimatacion ha ido
bien en las empresas podremos eliminar los otros 2.400 alevines de exceso de
la S1 que disponemos en cada comunidad.

o nSe remitira a la empresa un lote de engorde compuesto por peces marcados

con PIT y que contienen al menos:
= 500 peces S1-Can.

6. Planificaciéon de tareas del objetivo 3

A planificar en proximas reuniones.

7. Planificacion de tareas del objetivo 4

A planificar en préximas reuniones, si bien Alicia sugiere la idea de valorar también el
analisis sensorial de la carne aprovechando los panelistas que estan siendo adiestrados a
través de otros proyectos JACUMAR en curso.

8. Planificacion de proximas reuniones.

e Desde que en Canarias se disponga de alevines de aproximadamente los 3 gramos,
planificar una visita a Canarias para ensayar el marcaje de alevines.
e Desde que dispongamos de todas las multiplex, establecer una nueva reunion para
explicar:
o Como se ha llevado a cabo el disefio.
o Cudles son las multiplex resultantes.
o Ladistribucion de 2 multiplex por cada comunidad.
o Planificacion de la puesta a punto de las multiplexs.

Sin mas asuntos que tratar se cierra la reunion.
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Acta reunion PROGENSA del 3-5.02.2010

Esta cuarta reunion del proyecto es celebrada en las instalaciones del Instituto Universitario
de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria (IUSA), durante los dos dias 3 y 4 y la mafiana

del dia

5, y del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM), durante la tarde del viernes dia

5. El orden del dia de la reunidn sigue el programa que se relaciona a continuacion, para cuyo

desarrollo acuden las siguientes personas:
Asistentes
e Alicia Estévez Garcia — CATALUNA
e José Antonio Sanchez Blanco — CATALUNA
e Yaisel Juan Borrell Pichs — CATALUNA
e Manuel Manchado Campafa — ANDALUCIA
e Marta Garcia Celdran — MURCIA
e Juan Manuel Afonso Ldpez — CANARIAS
e Maria Jesus Zamorano — CANARIAS
e Rafael Ginés Ruiz — CANARIAS
e Fco. Javier Roo Filgueiras — CANARIAS
e lvonne Lee — CANARIAS
e Juan Sanchez Sanchez — CANARIAS
e Ana Navarro y Guerra del Rio — CANARIAS
e Islam Said El-Alfy — CANARIAS
Orden del dia de la reunion
1. Lecturay aprobacion del acta anterior.
2. Estado actual de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma.
3. Estandarizacion del Analisis Genético de Muestras bioldgicas de dorada.
4. Valoracion del Sistema de Trazabilidad Total, SISTRATO, de la empresa TROVAN.
5. Unificacion de Bases de Datos en Access y Excel entre comunidades auténomas
(BDPROGENSA).
6. Definicion de variables de Calidad del Pez y de la Carne.
6.1. Cronograma de resultados (muestreos y sacrificios)
6.2. Adquisicion FFM
6.3. Variables o caracteres a medir.
6.4. Catalogo de malformaciones
7. Andlisis de Patentabilidad de los resultados del proyecto.
8. Estandarizacion de procedimientos de puesta a punto de Mdltiplex y Banco de
muestras.
8.1. Multiplex
8.2. Banco de muestras
9. Conclusiones.
10. Ruegos y preguntas.
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Programa de la reunion

Miércoles 3 de febrero en lUSA:

- 09:50 — 10:00 Recogida en hotel.
- 10:15 — 10:30 Presentacion de instalaciones y laboratorios del Instituto
Universitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria (IUSA)
- 10:30 — 11:30 Estandarizacion de Analisis Genético de Muestras (EAGE):
o Determinacion de la calidad del ADN
o Determinacion de la concentracion del ADN
- 11:30—11:45 Café
- 11:45 — 13:00 Presentacion y discusion del sistema de Bases de datos de
TROVAN (Jorge Lasso)
o Sistema de habilitacion
Alta de usuarios y niveles
Definicion de necesidades
Seguimiento de lotes
Control de pesos
o Combinacion con capturadoras de datos y balanzas, etc....
- 13:00 — 14:00 EAGE (Maria Jesus Zamorano)
o Preparacion de coctel de componentes de PCR
o Montaje de reaccion Multiplex Rem-APRENA (Redesigned specific
multiplex)
- 14:00 — 16:30 Comida en La Costa
- 17:00— 17:15 Preparacion y envio de amplificaciones de Rem-APROCENSA 4
Servicio de Secuenciacion ULPGC
- 17:15 — 19:00 Presentacion del estado actual del proyecto y discusion de
Protocolos
o Memoria 2009 y estado actual PROGENSA por comunidad (15 min /
comunidad; Manuel Manchado, Ivonne Lee, Alicia Estévez, Marta
Garcia)
o Discusion
- 19:00 Regreso a Hotel
- 21:00 Recogida para visita a la Ciudad y cena.

©)
@)
@)
@)

Jueves 4 de febrero en ITUSA:

- 10:00 — 10:15 Recogida en hotel.
- 10:30 —12:30 EAGE
o Lectura de genotipos
o Exportacién de genotipos
o Preparacion de matriz genealdgica
- 12:30—13:00 Cafeé
- 13:00 — 14:30 Bases de Datos en Access y Excel (BD) (Ana Navarro)
o Preparacion
o Fusion
o Procedimientos de calidad de datos
o Exportacion
- 14:30 — 16:30 Comida en Cuatro Hermanas o La Costa
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- 16:30 — 19:00 Discusion de Protocolos y Variables a considerar en BD (Rafael
Ginés - Javier Roo)
o Discusion, definicion y homogenizacién de la evaluacion de variables
de crecimiento, de calidad de la carne y del pez, para BD?ROCENA,
o Discusion de protocolos EAGE
- 19:00 Regreso a Hotel
- 21:00 Visita a la Ciudad y cena.

Viernes 5 de febrero en lTUSA e ICCM:

- 10:00 — 10:15 Recogida en hotel.

- 10:30 — 11:30 Analisis de patentabilidad de resultados del proyecto
PROGENSA por la oficina de Propiedad Intelectual e Industrial de la ULPGC
(Rubén Pérez Cudero)

o Informe
o Anélisis de requisitos
o Proceder, etc..
- 11:30 — 12:00 Café
- 12:00 - 13:00 EAGE
o Procedimientos de Validacion de Rem-igsima
o Muestras de referencia
o Definicion de bateria comdn de muestras

- 13:00 — 15:00 Excursién a Gran Canaria

- 15:00 — 17:00 Comida en Casa Perico

- 17:00 — 17:30 BDPROENAy Multiplexes RemPROCENSA

o Distribucion de plantilla basica y manual de uso de B
o Presentacion de MUltiplexes Rem”ROCENSA

o Asignacion de Mdltiplexes por comunidad

o Planificacion cronoldgica de resultados

- 17:30 — 18:30 EAGE (Juan Sanchez)

o Estandarizacion de procedimientos de puesta a punto de Multiplex
RemPROGENSA.
o Bancos de muestras
- 18:30 — 19:00 Conclusiones
o Discusion
o Conclusiones
- 19:00 Regreso a Hotel
- 20:00 Recogida para visita al Carnaval de la Ciudad y cena.

PROGENSA

DPROGENSA



CONFIDENCIAL
1. Lecturay aprobacion del acta anterior.

Todos los miembros asistentes a la reunion aprobaron por unanimidad el acta de la reunion
anterior.

2. Estado actual de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma.

Cada comunidad autonoma expuso el estado actual de desarrollo de cada una de las
actividades llevadas a cabo durante el primer afio - 2009, para lo cual expusieron un boceto o
informe de actividades. Queda reflejado que el proyecto ha cumplido con todos los hitos
preestablecidos para el 2009 y se llega al acuerdo de que todos los coordinadores de cada una
de las comunidades remita antes de finales de febrero de 2010 la memoria final de actividades
al coordinador del proyecto (jafonso@dpat.ulpgc.es), contemplando los siguientes aspectos:

Reproductores y Obtencién de Puestas

Cultivo Larvario

Crecimiento, Recepcion y Traslado de Alevines

Marcaje, tasas de retencion del PIT y Traslado de Peces a la Empresa
Engorde de peces en ICCM y muestreos

Radiografias y deformidades detectadas

3. Estandarizacion del Analisis Genético de Muestras biol6gicas de dorada.

Con el fin de homogenizar los métodos de trabajo para el analisis genético de las muestras,
cada CCAA trajo consigo ADN extraido con sus propios métodos a partir de aleta. Todos los
ADNs fueron corridos en gel de agarosa y tefiidos con Bromuro de Etidio, para ver su
integridad y calidad, a la vez que su concentracion y grado de pureza fue valorado con el
sistema Nanodrop-1000. Posteriormente, se utilizd la Mdtiplex-A de la Serie A redisefiada
para el proyecto para hacer una PCR de cada uno de los ADN extraidos, utilizando las
condiciones ya puestas a punto por Islam (cebadores, magnesio, etc..).

-

Métodos de extraccidn utilizados en cada CCAA:
Catalufia-Asturias; ZYMO research KIT (Cat-Ov)
Murcia; Chelex y QiaGen (M1 y M2)
Canarias; Fenol-Cloroformo (Can)
Andalucia; Sistema de lisis mecéanica (And).

e o6 o o W
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3.2. Chequeo en gel de agarosa de cada una de las muestra (m; marcador molecular

de pesos):

M1 M2 M2 M2 Can Can
ey

m And And And Ov Ov Ov
i N N

3.3. Cuantificacién de calidad y concentraciones del ADN:

Una dilucion de todas las muestras fue analizada con el Nanodrop-1000 para determinar las
concentraciones de ADN, el grado de pureza por la relacién 260/280, asi como el grado de
contaminacion en sales que puedan interferir con las reacciones de PCR.

3.4. Realizacién de la PCR multiplex-A (Serie Alélica-A) :

Con una alicuota de los ADNs de cada una de las comunidades, y sus correspondientes
métodos de extraccion, se llevaron a cabo PCR mudltiplex usando los marcadores contenidos
en la maltiplex-A de la Serie Alélica-A (STR-A), y con las concentraciones y fluorocromos
citados a continuacion:
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STR concentracion

CId-35-H 0.02 uM
48EP 001 uM
Hd-46-T Marcador4 003 uM
Bt-14-F  Marcador5 003 uM
Efb Marcador & 003 uM
Gts2 002 uM

Ca0b 0.015 u
A4-07-H 006 uM
CId-21-F 002 uM
Dd-16-T 0.04 uM
=14 -F 0.04 uM

Los componentes y concentraciones finales utilizadas para las PCR mdltiplex en un volumen
final de 12,5 pl fueron las siguientes:

Concentracion

GeneAmp PCR| = - | e

Buffer 1l  sin

MgCl, (AB

Cat.: N808-0130) 1,25
MgCl, solution 25 mM 3 mM 15
dNTP Mix|Diluirlo para obtener un 200 uM 0,25
(Amerham: US771194 mix con 10 mM each

500UL)

PCR primer stock 1,9 uM 0,3 UM or less 2
AmpliTaq Gold 5 unit/ pl 0.5 units/12,5pl 0,1
Template DNA +1-10 ng/pl + 1-10 ng /12,5pl 1
ddH20 |- e 6,4

Como condiciones de carrera se utilizaron las siguientes:

e 95°C, 10 min.

e 28 cycles (94°C, 30sec.; 60°C, 1 min.; 65°C, 1 min.)

e 65 °C, 60 min.

e «©10°C.

3.5. Chequeo en gel de agarosa de las PCR multiplex-A (Serie Alélica-A):

Con una alicuota de los ADNs de cada una de las reacciones de PCR Mudltiplex se comprobd
el grado de éxito de las PCR, las cuales se pueden apreciar en el gel de agarosa al 2%
mostrado a continuacion:
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Orden de las muestras

ASESORA DE CULTIVOS MARINGS

M: marcador

8: Murcia QiaGen

1: Andalucia Lisis Mecéanica

9: Murcia QiaGen

2: Andalucia Lisis Mecanica

10: Canaria Fenol-cloroformo

3: Andalucia Lisis Mecéanica

11: Canaria Fenol-cloroformo

4: Catalufia-Oviedo ZYMO

12: Murcia Chelex

5: Catalufia-Oviedo ZYMO

13: Murcia Chelex

6: Catalufia-Oviedo ZYMO

14: Murcia Chelex

7: Murcia QiaGen

c: Control

3.6. Carreras en secuenciador ABI 3100:

Una dilucién de las muestras obtenidas mediante PCR fueron remitidas al servicio de
secuenciacion de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, donde fueron corridas
usando las condiciones descritas en Navarro et al. (2008).
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- Resultados de muestras 4 y 5 de Catalufia-Oviedo:

Peak: Scan 3614 Size 104.09 Height 156 Area 1164
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T
185 170 175 180 185 190

EE

T T T T
L) 4 50 55 -] &5 7 75 80 8 £ 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155

T
155
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4000
2000
'WSA4_007_2010-02-03.fsa 7 Green
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8000
4000
2000
'WSA4_007_2010-02-03.fsa 7 Red
4000
3000
2000
1000
'WSAS_005_2010-0203.fsa 9 Blue
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\ n 500
WSAS_005_2010-0203.fsa 9 Green
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A 1000
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2000
1000
Tt Vi
2000
1500
1000
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Resultados de muestras 6 de Catalufia-Oviedo y 8 de Murcia:
40 45 50 55 80 85 70 75 80 85 0 95 100 105 110 115 120 125 20 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
WSAS_011_2010-0203.fsa 11 Blue
| 8000
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f-4000
F2000
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| 2000
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2000
2000
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| 4000
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- Resultados de muestras 7 de Murcia y 11 de Canarias:

Peak: Scan 3508 Size 106.51 Height 61 Area 625
T T T T T T T T T T T T T T T T
0 45 % E - ) 01 0 85 % 95 10 105 110 115 120 125
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Peak: Scan 3506 Size 105.45 Height 52 Area 71
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- Resultados de muestras 12 y 13 de Murcia:

Peak: Scan 3623 Size 104.07 Height 63 Area —912

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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WSA12_008_2010-0203.fsa 8 Yellow

WSA12_008_2010-0203.7sa 8 Red

Eesk. Sean 3670 Size 12,23 Height §2_hea o NS
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WSA13_010_2010-02-03.fs3 10 Green
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WSA13_010_2010-02-03.1s3 10 Red

F4000
3000
2000
1000

WSA14_012_2010-0203.7s3 12 Blue

WSA14_012_2010-02-03.fs3 12 Green

WSAT4_012_2010-0203.fs3 12 Yellow

WSAT4_012_2010-0203.7s2 12 Red

Si bien, el procedimiento requeriria ajustes acordes a los métodos de extraccién, en general,
las distintas muestras provenientes de las distintas CCAA salen bastante bien. Asi, en cuanto a
la eleccion del método habria que tener en consideracion las ventajas y desventajas en otros
términos. En este sentido, la metodologia Chelex es muy eficiente para obtener rapidamente
los ADNs, pero también es cierto que la longevidad de los ADNs es inferior, cuando se desea
hacer un banco o repositorio de ADNs. ElI método del fenol-cloroformo es adecuado para la
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conservacion longeva debido a la calidad de los ADNs que proporciona pero es muy largo y
tedioso como método de extraccion, al margen de la necesidad de tener que trabajar en
campana de extraccion por la toxicidad del fenol. EI método de lisis mecanica parece
adecuado, teniendo la amplia experiencia que denota con él Manuel Manchado, sin embargo
tiene la desventaja del precio que supondria para los grupos de investigacion de las CCAA la
adquisiciéon del mismo, cuando éste no ha sido presupuestado en el proyecto. Asi, el kit de
QiaGen se postula como el méas adecuado para la estandarizacion del método de extraccion de
ADNSs entre laboratorios.

4. Valoracion del Sistema de Trazabilidad Total, SISTRATO, de la empresa
TROVAN.

Jorge Lasso de la empresa comercial TROVAN — Espafia, nos hizo una presentacion de los
productos que desarrolla su empresa en relacion a los sistemas de identificacion animal.
Concretamente nos hizo una muestra de:

e Un sistema integral de muestreo que consiste en:

o Balanza-lector de chip de 10 y 15 digitos.

o Escéner de codigos.

o Impresora generadora de etiquetas.

o Procesador portétil, reconfigurable.
Se trata de un sistema que permite asociar, mediante configuracion previa, la lectura
automaética de las variables como Peso y longitud con el nimero del Chip, a cddigos de barra
que se introduzcan por escaner (por ejemplo, tubos de muestras a tomar que previamente se
hayan generado con programas libres de etiquetas) y a la base de datos SISTRATO.

e Lectores de identificacion

Nos mostré distintos lectores como el LID-STICK, el cual consiste en una antena sumergible,
con una extensién de hasta 1 metro. Aparentemente es muy robusto y tiene un coste de entre
500-600 €. Permite lectura de Chips de 10 y 15 digitos.

Mostré también el GR-250, el cual permite a través de Bluetooth transferir la informacion que
se va registrando en la instalacién a pie de tanque a tiempo real al ordenador. La ventaja es
que preserva los equipos de la humedad salina aumentando su vida util. Sélo esta disefiado
para leer Chips de 10 digitos pero permite lectura de Chips desde una distancia de 25 cms y
ha sido especialmente disefiado para trabajar con peces, crustaceos y moluscos. El coste esta
alrededor de los 1.200 €.

e Base de datos SISTRATO

Por otro lado, hizo una demostracion superficial de la base de datos SISTRATO que han
desarrollado en Sudamérica para ganado de vacuno. Es una base de datos que permite
trazabilidad completa. De ahi su nombre, SIStema de TRAzabilidad TOtal. Es un programa
que tiene una serie de ventajas frente a otras bases de datos:

- Reconfigurable por el propio administrador.

- Definicién de mdltiples usuarios.

- Accesibilidad configurable segun nivel del usuario.

- Visualizacion a tiempo real.

- Transferencia de datos automatica desde Procesador portatil.
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- Posibilidad de contratacion servicios on — line.
- Posibilidad de compra del programa.

PROGENSA sugiere a Jorge dos aspectos interesantes:

1. que seria interesante la incorporacion de la medicion de la longitud a su sistema
integral de muestreo, para lo que deberia tener en cuenta que si lo aplica sobre la
superficie de la misma balanza, tal y como él mismo comenta in situ, ésta deberia ser
lo rectangular y no cuadrada, al menos si quiere darle la versatilidad suficiente en
cuanto a abarcar distintas tallas de muestreo como distintas especies.

2. que PROGENSA es un proyecto unico a nivel nacional y europeo de mejora genética
en dorada, pues aborda una escala mayor en términos del nimero de empresas de
produccion de alevines, empresas y sistemas de engorde, asi como ndmero de
reproductores y alevines a evaluar, donde TROVAN tiene una oportunidad Unica para
hacer desarrollos que luego puede presentar al sector productivo y centros de
investigacion nacionales, europeos y de &mbito extra-europeos.

Como conclusién, la empresa TROVAN nos ofrece la reconfiguracidon personalizada para
cada una de las CCAA de sus sistemas de muestreo con los lectores TROVAN, a la vez que
de la base de datos SISTRATO para que valoremos la misma. PROGENSA se compromete a
discutir durante el resto de los dias de la reunion los beneficios de los sistemas presentados asi
como el modo de incorporacion de sus productos o de la propia empresas TROVAN al
proyecto PROGENSA.

5. Unificacion de Bases de Datos en Access y Excel entre comunidades auténomas
(BDPROGENSA)

Para garantizar le correcta ejecucion de las estimas de parametros dentro y entre CCAA, es
muy importante la unificacion de criterios de las bases de datos. Para ello, la CCAA de
Canarias elabora un modelo consensuado por todas las CCAA que incluye todos los
caracteres acordados por unanimidad, y presentados en el siguiente apartado del acta. En este
sentido, Ana Navarro (CCAA de Canarias) hace una presentacion de la base de datos en
formato Excel (BD_JACUMAR_def.xlsx), asi como un protocolo de como crear dicha base
de datos y como finalmente fusionar todos los muestreos llevados a cabo por cada CCAA en
s6lo una base de datos final, utilizando Access.

Protocolo de creacién de una base de datos (Base de datos final.xIs).

1.Pasar los datos de cada muestreo a una hoja Excel (no tirar los estadillos originales, pues
nunca se sabe...):

Muestreo O:
‘ or 0 ‘ ALETA ‘ PIT ‘ PROCEDENCIA ‘ PESO_0 ‘ LONGITUD_O ‘ OBSERVACIONES_0 ‘ TANQUEORIGEN_O | TANQUEDESTINO_O ‘

(or=orden del pez en el muestreo, es importante ponerlo para luego revisar los datos)

Muestreo “N”’:

‘ or_N ‘ PIT_N ‘ PESO_N ‘ LONGITUD_N ‘ OBSERVACIONES_N ‘ ESTACION_N ‘TANQUEORIGEN_N ‘ TANQUEDESTINO_N ‘

Muestreo Final:
‘ or F ‘ ESTACION_F ‘ PIT_F ‘ OBSERVACIONES_F ‘ PESO_F ‘ LONGITUD_F | PESOFILETE ‘ PESOCANAL | VARIABLES DE ‘
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‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ | CALIDAD....

2. Revisar los datos entre dos personas, una lee y la otra revisa los datos pasados.

3. Pasar todos los muestreos (cada uno estd en una hoja distinta del Excel) al Access para
unirlos en una sola > ver: PROTOCOLO PARA UNIR BASES DE DATOS EN EL
ACCESS

4. Cuando tenemos una sola base de datos se exporta a Excel y se le da el formato final. A
continuacion se citan las columnas en orden:

PIT

ALETA

PADRE

MADRE

PROCEDENCIA: Catalufia, Andalucia, Canarias, Desconocida
DE CADA MUESTREQO:

RECTANQUE_N: “Recorrido de tanques”, es decir, en ese punto de muestreo, cada
valor (del 1 al enésimo) representa una combinacion de tanques distinta por la que ha
pasado un pez, hasta ese momento (es decir, su ambiente).

Por ejemplo: T12>T3->T7=1

T1>T3>T8=2
T2>T5>T8=3

PESO_N

LONGITUD_N

DEFORMIDAD_N
ESTACION: Empresa o Centro. SOLO EN EL PRIMER MUESTREO.
VARIABLES DE SACRIFICIO: A DEFINIR. Solo en el muestreo final.

Protocolo de fusién de bases de datos mediante Access (documento docx).

*PARA UNIR VARIAS BASES DE DATOS (Por ejemplo: Muestreo0, Muestreol y
Muestreo?2):
1. Abrir el Access y crear una base de datos nueva (en blanco) dentro del directorio donde
deseemos guardarla.
2. Importamos las tablas de Excel: “Datos externos” = Excel
3. Mediante el asistente seleccionamos el archivo y dentro de esta la hoja que deseamos
importar. Le damos a “Primera fila contiene encabezados de columna”. En la siguiente
pantalla le dejamos los valores predeterminados. En la siguiente tenemos 2
posibilidades:“Elegir la clave principal”=> seleccionamos or; o simplemente le damos
“Permitir a Access agregar la clave principal” y él nos creara una columna nueva. Finalizar
- Cerrar.
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4. Repetimos el proceso hasta importar todas las hojas del Excel necesarias.

5. Yatenemos todas las tablas necesarias, ahora debemos establecer las relaciones:
“Herramientas de base de datos” = “Relaciones”

6. Se abre una ventana: “Mostrar tabla”. Seleccionamos las tablas que queramos unir, por
ejemplo el muestreo 0, el muestreo 1 y el muestreo 2. “Agregar” “Cerrar”.

7. Establecemos las relaciones: “Disefio” = “Modificar relaciones” - se abre una ventana de
“modificar relaciones”:

8. “Crear nueva”-> nueva ventana en el que ponemos las dos tablas que queremos relacionar
y el nombre del campo por el que lo hacemos, en este caso seria PIT:

Crear nueva 19 [t
Nombre de la tebla izquierda Nombre de la tabla derecha
M0_sept [=] Midic [=]
Nombre de la columna izquierda Nombre de la columna derecha
2 [=] B

9. “Aceptar”.

10. “Tipo de combinacion” - Elegimos: “Incluir TODOS los registros de Muestreo0 y sélo
aquellos registros de Muestreol donde los campos combinados sean iguales”. “Aceptar”.

11. Por ultimo “Crear”. Ya esta establecida. (Otro modo es en la ventana de relaciones
directamente arrastrar el campo PIT del muestreo 0 y unirla al campo PIT del muestreol.
Modificar el “Tipo de combinacién”. “Aceptar”. “Crear”.).

12. Repetimos el proceso para unir el muestreo0, pero esta vez con el muestreo2.

13. Ahora sacamos la tabla con todos los datos unidos: “Crear” 2”Disefio de consulta”>Se
abre una ventana: “Mostrar tabla” en el que seleccionamos todas las tablas que hemos

relacionado (en este caso: Muestreo0, Muestreol y Muestreo2). “Agregar”. “Cerrar”.

AN s Herramientas de consultas  Base de datos2: Base de datos (Access 2007) - Microsoft Access = |
a — =
=/ imicio  Crear  Datosextermos  Hemamientas de base dedatos  Acrobat Disefio ©

E [} Iﬁ =9 q}_‘! A E § @ unisn p=  J=Insertarfilas 4 Insertar columnas (5 Hoja de propiedades
/ X S|
. = T > ® @ Pasootiavés # Eliminar columnas [ ombies de tabia
Ver Eecutar | |Seleccionar| Crear Anexar Actualizar General Eliminar Mostrar Totales |
e e o Detinicion e datos | O N Generador 1 Dewsene: [Todo - o Parimetros
Resuitados Tipe de consulta Configuracién de consultas Maostrar u ocultar

o i - «|[ 3 Tobian (5 wosept x5 Retaciones | 57 consuitad | x

el 8 M2_FEB =

= Tablal : Tabla _sepi
FROCEDENCIA &

P

MO sept B or0 or2

E Mo_sept: Tabla PESO_0 P =

3 consuttal LoNGMUD0 [T] e PES0.2
OBSERVACIONE = Faa LONGITUD_2

M1_dic S TANQUEORIGEH I

orden_L OBSERVACIONE ™
B Mi_dic: Tabla TANQUEDESTIN ~ P
= consurat PESO_1 -
ensutal LONGITUD 1
M2 FEB = OBSERVACIONE
B M2_FEB: Tabla
M2_FEBS ErroresDelmportac...

F wz_ress erorespemportac.. ||« (i)

ESTACION

Campo: | ALETA [aud PESO_0 LONGITUD_0 OBSERVACIONES_0 =
Tabla: | Mo_sept 10 sept M0_sept 10_sept MO_sept M1_dic

Orden:

Mostrar: B i 7] @ ] i

Criterios:
@

14. En cada tabla picamos dos veces sobre los campos que queremos que nos muestre. (Por
ejemplo: pit, peso0, long0, pesol, longl, peso2, long2, etc...). (Podemos cambiar el orden
de las columnas, arrastrandolas donde deseemos). También podemos llegar aqui, dandole
a “Crear” = “Asistente para consultas” = Vamos incorporando de cada tabla las columnas
que queremos que nos muestre y al final “Aceptar”.

15. Ahora simplemente le damos a “Ver”—> “Vista de datos” y ahi tenemos la tabla completa!.
Si queremos cambiar algo, vamos otra vez a “Ver” - “Vista disefio”.
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ar
tabla

Vista Hoja de datos

B A=
17| vista Tabia dinimica

ﬂﬂ Vista Grific dinsmico

SQL vistasot

Ln\g/ Vista Disefio

M2_FEB

= m2_FEB: Tabla

16. Por si hay algtin pez nuevo en el segundo muestreo o alguno que haya perdido el pit o un
error al leer los pit, necesitamos una tabla con los peces del muestreol no coincidentes con
el muestreo0. Para eso:

17. “Crear” - “Asistente para consultas” = Se abre la ventana “Nueva consulta”.
Seleccionamos “Asistente busqueda de no coincidentes”. “Aceptar”.

18. Seleccionamos la tabla del Muestreol. “Siguiente”. Seleccionamos la tabla del Muestreo0.
“Siguiente”. Seleccionamos el campo comiin en ambas tablas: en este caso PIT.
Seleccionamos los campos que deseamos ver. “Finalizar”.

19. Hacemos lo mismo para el Muestreo2 y el Muestreo0.

*PARA UNIR UN NUEVO MUESTREO A UNA BASE DE DATOS YA UNIDA:

1. Importamos la tabla nueva a la base de datos del Access.

2. Para crear la nueva relacion: “Herramientas de base de datos” = “Relaciones” >
“Mostrar tabla” - Metemos la tabla nuevay la relacionamos con el Muestreo 0 o con la
consulta donde esté toda completa.

6. Definicion de variables de Calidad del Pez y de la Carne.

6.1.

Cronograma de resultados: muestreos y sacrificios.

Se establecio una discusion de condicionantes por parte de cada una de las CCAA con el
fin de establecer un cronograma de los muestreos y sacrificios de los peces. Asi, se
acuerda realizar los muestreos y sacrificios indicados en la tabla 1, teniendo en cuenta lo

siguiente:

e Que siempre que se muestren los peces de las instalaciones, habra de hacerse para
todos los animales, considerando los reconocimientos individuales de:

O

0 O O O

PIT

Peso

Longitud

Mortalidad

Tasa de pérdida del PIT

¢ Que siempre que se muestren y/o sacrifiquen los peces engordados en las empresas:

@)
@)

también se muestrearan los peces de las instalaciones.

debido a la complejidad logistica y del medio, al menos se muestrearan 100
peces marcados con PITSs, si bien lo recomendable serian 300 peces marcados
con PIT por CCAA y/o empresa.
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o debido a los condicionantes propios de las empresas, las fechas de muestreo
seran acordadas por consenso entre todas las CCAA y sus empresas, con el fin
de coincidir todas dentro de la misma semana (3-4 dias de diferencia).

o que las fechas definitivas establecidas para los muestreos se conoceran o seran
notificadas a todas las CCAA con 15 dias de antelacion.

e Las bajas temperaturas del invierno en la peninsula, como sucede en las jaulas
oceanicas, y su distancia de la costa, en las CCAA de Cataluiia y Murcia.

e La orografia del terreno de los esteros y distancia de éstos del laboratorio de Manuel
Manchado en la CCAA de Andalucia.

Tabla 1. Fechas de muestreo vy sacrificio seqiin CCAA vy talla de los peces.

Fecha Talla Tipo Canarias Catalufia | Andalucia Murcia
~ mar- juvenil m Si Si Si Si
abr.20102
~ sept.2010 racion s/m Si No /Si* No/Si* No/Si*
~ dici. 2010 racién s Si Si Si Si
~ene. 2011 650 gr S Si No No No
~abri. 2011 1000 g s Si No Si Si

m; muestreo. s; sacrificio. *; si procede dependiendo de la temperatura y la empresa. ?; tener en cuenta los problemas
que parece tener la CCAA de Murcia en la jaula con los procedimientos, por lo que antes del muestreo contactar con
CCAA de Canarias y sugerir métodos.

6.2. Adquisicion FFM

Juanma comenta que en el proyecto PROGENSA disponemos de muchas oportunidades
para valorar innovaciones que abaraten en un futuro cercano los analisis de caracteres que
habitualmente son costosos. En este sentido, pone de relieve que se valore la posibilidad
de incluir en el analisis la medicién de la grasa corporal a través del FISH FAT METER
(FFM), un aparato disefiado por la empresa DESTILL.COM. La oportunidad radica, que
en esta ocasion podriamos medir sobre el mismo animal y familias en distintos ambientes
las correlaciones genéticas entre las mediciones dadas por el FFM y realizadas en el
analisis proximal de la carne. El precio estd sobre las 3.995 £, lo que equivale a
aproximadamente unos 4.497,91 €. Otra posibilidad seria adquirirlo una CCAA y luego,
hasta donde se pueda y proceda, distribuirlo en los muestreos de las restantes CCAA.

6.3. Variables o caracteres a medir

Se establece una discusion interesante respecto a los caracteres comprometidos en la
memoria del proyecto y el grado de viabilidad de su medicion en fresco y congelada. Asi,
se acuerda por unanimidad medir los siguientes caracteres, y en el siguiente orden y
especificaciones:

Sacrificio en hielo

Marcaje con etiquetas

Fotografias laterales

Peso

Longitud

FishFatmeter: en aquellas CCAA que finalmente adquieran el FFM.

Textura: a valorar si procede in situ, al menos con los hijos de todas la
comunidades en Canarias.

NogakrwnpE
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8. Grasa visceral

9. Recuperacion del CHIP

10. Peso canal

11. Fileteado: es el peso de ambos filetes, que constituye el rendimiento filete, y
posteriormente se congela para llevar a cabo el andlisis proximal de la carne,
midiendo en él:

o 12. Grasa muscular

13. Humedad

14. Ceniza

15. Proteina

16. Colageno total

o O O O

Para llevar a cabo de forma estandarizada las mediciones de los caracteres entre todos los
laboratorios, se llega al acuerdo de considerar las siguientes premisas:

e La CCAA de Canarias establecerd un grupo de muestras de calibrado (a partir
del primer sacrificio), de las que enviaran fracciones a todas las CCAA, y sobre las
que todos los laboratorios realizaran por triplicado los anélisis de caracteres de
calidad y calibrar asi los laboratorios y la repebilidad de las técnicas de anélisis.

e Anotar siempre las fechas de procesado de cada caracter para con posterioridad
poder corregir los datos, cuando proceda.

e Con el fin de que todos los grupos de investigacion conozcan el sistema de
organizacion del sacrificio, los grupos de investigacion de todas las CCAA
vendrian_a Canarias en ~ septiembre de 2010, ya que ésta CCAA es quien
realizara el primer sacrificio y tiene experiencia en la cuantificacion de todas las
variables acordadas sobre 1.000 peces sacrificados simultaneamente.

e Que una vez analizados todos los caracteres, las CCAA conservarian todos los
esqueletos del sacrificio, clasificados morfologicamente en deformes y normales.

e Que en funcion de los resultados del analisis morfologico de los peces adultos al
sacrificio, las muestras de los alevines congelados (de los que se disponen aletas
y andlisis radiogréfico), serian o no genotipadas y ver asi la evolucion de las
incidencias.

6.4. Catélogo de malformaciones

Para la clasificacibn homogéeneas entre CCAA de las malformaciones detectadas, la
CCAA de Canarias, coordinador por Javier Roo, y con la ayuda de Ivonne Lee y Ana
Navarro, se haria un catdlogo de malformacion de interés comercial, que permita ser
codificable y facilmente interpretable, utilizando fotos o diagramas, utilizando toda la
base de datos fotografica que en este sentido posee el Grupo de Investigacion en
Acuicultura de la ULPGC e ICCM.

7. Anélisis de Patentabilidad de los resultados del proyecto.

Teniendo en cuenta que las caracteristicas del proyecto PROGENSA son unicas en varios
sentidos como son el desarrollo de multiplex nuevas distribuidas sobre el mapa genético
de dorada, la intervencion de descendientes de todas las familias en los diversos sistemas
de cultivo utilizados en Espafia 0 empresas con intereses comerciales, es importante
considerar los procedimientos a seguir para que sea posible patentar cualquiera de los
logros.
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A sugerencia de la CCAA de Canarias, el director de la Unidad de Propiedad Industrial e
Intelectual de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Rubén Pérez, se documentd
sobre los objetivos de PROGENSA y nos hizo un Informe Tecnologico de Patentes, a
continuacion se desarrollados.

PROTECCION DE LOS RESULTADOS DE INVETIGACION DEL PROYECTO PROGENSA

AD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA
Propiedad Industrial e Intelectual

INFORME TECNOLOGICO DE PATENTES

PROBLEMA PLANTEADO

La produccién industrial de la especie Sparus aurata L. presenta diversos inconvenientes (anormalidades
morfoldgicas, crecimientos no maximizados, etc.) gue suponen un alto coste econdmico. Actualmente se
carece de metodologias y protocolos que permitan organizar la produccion en funcidn de criterios genéticos,
o lo que es lo mismo, simplificar el trabajo y reducir costes.

SOLUCION PROPUESTA

La solucién propuesta es disefiar un protocolo de PCR (reaccion en cadena de polimerasa) para automatizar el
analisis genético de los nucleos de reproductores e identificar sus relaciones de parentesco bajo puesta masal
de la especie Sparus aurata L., que permita desarrollar esquemas de seleccion para la especie Sparus aurata
L. mediante la definicién de caracteres de interés comercial, el estudio de pardmetros genéticos, la estimacion
de la interaccion genotipo-ambiente y la gestion de reproductores bajo los propios condicionantes de la
industria.

TECNOLOGIA A EVALUAR

Método que emplea PCR (reaccidon en cadena de polimerasa) multiplex para automatizar el anélisis genético
de los nucleos de reproductores e identificar sus relaciones de parentesco bajo puesta masal de la especie
Sparus aurata L.

'UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA PROTECCION DE LOS RESULTADOS DE INVETIGACION DEL PROYECTO PROGENSA
Unidad de Propiedad Industrial e Intelectual

RESULTADO DE LA BUSQUEDA

Molecular method for the genetic population analysis and pedigree analysis of gilthead
seabream (sparus aurata) and corresponding kit. Application number: PCT/ES2006/000679

Protocolo de PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) para deteccion e identificacion de
Pseudomonas anguillisepticaa partir de cultivos puros del microorganismo y de tejidos de
peces. Numero de solicitud: 200302511.

Multiple genetic marker selection and amplification. Nimero de solicitud: PCT/AV02/01388




&, HsTERo
71 gommno  BNERG U amenTacion %
“ S ¥ MEDIO AMBIENTE

CONFIDENCIAL

UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA PROTECCION DE LOS RESULTADOS DE INVETIGACION DEL PROYECTO PROGENSA
Unidad de Propiedad Industrial e Intelectual

PCT/ES2006/000679

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

@ oL €120 168 (2005.01)

DOCUMENTOS RELEVANTES

12.06.2007 J. Manso Tomico

'UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA PROTECCION DE LOS RESULTADOS DE INVETIGACION DEL PROYECTO PROGENSA

Unidad de Propiedad Industrial e Intelectual

PROCEDIMIENTO A SEGUIR

- » 4
Genoma Espaha A OG>
Y

Financiacion para la valorizacion y transferencia de invencionesuniversitarias en el area
biotecnolégica

Las actividades especificas del programa son:

= Financiacion de servicios de proteccion de resultados de investigacion

= Evaluacion de la oportunidad tecnoldgica y comercial de patentes y spin off
= Establecimiento y financiacion de proyectos de valorizacién tecnoldgica

= Establecimiento y financiacion de planes de creacion de spin off

= Actividades comerciales concretas para la busqueda de licenciatarios e inversores

Se concluyé que si bien PROGENSA tiene aspectos que serian patentables muy
posiblemente. Como aparentemente son patentes de genética molecular, seria importante
contar con la no divulgacion de los resultados por medio alguno (congresos, papers,
etc..), antes de poseer el registro de patentes. Ademas, al ser de gendémica se puede
aprovechar el servicio gratuito de valoracion que ofrece Genoma Espafia a las
instituciones puablicas espafiolas asi como la proteccion en toda su extension, siempre y
cuando no intervengan empresas privadas.
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Cada CCAA puso de manifiesto que tenia convenios establecidos con las empresas
colaboradoras y/o gobiernos de las autonomias correspondientes, lo que en principio pone
riesgo, mas que las patentes en si misma, el uso de la via de Genoma Espafia. Asi, la
unica CCAA que no habia firmado convenio alguno para el desarrollo del proyecto era la
CCAA de Canarias, porque las restantes si con los siguientes titulos:

e CCAA-Andalucia:

o Convenio tipo de colaboracion entre el instituto andaluz de investigacion y
formacion agraria, pesquera, alimentaria y de la produccion ecoldgica, y
la empresa Pesquerias Isla Mayor S.A. para la realizacion de un proyecto
de “investigacion o desarrollo experimental” en colaboracion sin
aportacion financiera entre partes.

e CCAA- Cataluiia:
o Conveni marc de cooperacién entre cultivos marinos del Maresme S.A. i
institut de recerca i tecnologia agroalimentaries.

e CCAA-Murcia:

o Convenio entre la administracion pablica de la comunidad autbnoma de la
region de Murcia a través de la consejeria de agricultura y agua, la
Univesidad de Murcia y la Universidad Politécnica de Cartagena para el
desarrollo del proyecto de investigacion: “Desarrollo de un programa
piloto de mejora genética en dorada (Sparus aurata L.).

Por tanto, se concluye que todas las CCAA remitan al coordinador de PROGENSA los
textos completos de los convenios para valorar los articulados correspondientes a patentes
en conjuncién con la Unidad de Propiedad Industrial e Intelectual de la Universidad de
Las Palmas de Gran Canaria, y ver si se puede contemplar un convenio generalizados
para todas las CCAA con las empresas y/o gobiernos regionales.

8. Estandarizacion de procedimientos de puesta a punto de Multiplex.

8.1. Multiplex

Para establecer la estandarizacion de procedimientos en la puesta a punto de las reacciones
maltiplex, inicialmente Juan Sanchez repasa las multiplex redisefiadas utilizando los
marcadores microsatélites descrito en el mapa genético de dorada (BRIDGEMAP), se
establece una rica discusion y se concluye lo siguiente:

e (Cada CCAA utilizard 5 muestras sue/as y también la muestra de Referencia que se
llevaron desde Canarias (Ref-APROCENSA),

e De las multiplex que le corresponda a cada CCAA se realizard una puesta a punto
inicial “grosera”, entendiendo por ello modificaciones de la concentracion de los
primers, si bien los laboratorios de la UNIOVI y UM-UPCT también comentan la
posibilidad de cambiar los componentes de las PCRs si asi lo deciden, con las
siguientes consideraciones:

o Una PCR para cada uno de los marcadores adjudicados, con posterior carga
conjunta.
o Reconocer el morfotipo y amplificacion de los marcadores.
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o Seguir las indicaciones de la hoja Excel especificada por Juan Sanchez
(resuspensién, diluciones, etc..).

o Hacer 1 6 2 pruebas, no mas, jugando con las concentraciones de los
primers, que normalmente es bajando para que todas las lecturas estén
dentro de rango.

e Una vez hecha la puesta a punto “grosera”, se llevard a cabo un estudio de
variabilidad genética sobre 25 muestras no relacionadas entre si, 24 que José
Antonio Sanchez se encargarfa de valorar, mas la muestra Ref-APROCENSA,

e Se pondran en comun los datos de variabilidad genética para poder elegir aquellos
marcadores de mayor interés e incluirlos en una multiplex de 16 marcadores,
redisefiando los cebadores ya previamente redisefiados para el estudio de
variabilidad.

e La lectura de los genotipos se hara en término de nimero de repeticiones y no en
pares de bases.

e Los primers se compraran todos, marcados y no marcados, a Applied Biosystem,
con las siguientes caracteristicas; 50 nMoles minimo — 80 nMoles méaximo, calidad
HPLC (méaxima)

e Se tratara de hacer un pedido global o conjunto de todos los primers, para lo cual
cada una de las CCAA hard la gestion de solicitar precios y la que obtenga mejor
oferta haria directamente el pedido para luego distribuir los primer y factura por
CCAA, de modo similar a como se hizo con la compra de los PITs.

8.2. Banco de muestras

Después de discutir codmo son los sacrificios masivos a escala industrial, de entre los
métodos posibles para hacer bancos de muestras, se decide que todas las CCAA
desarrollen el siguiente procedimiento:

o Utilizar papel Whattman 3MM, cuya referencia sera remitida por Juan Sanchez a
Juanma.

e Hacer las anotaciones siempre con lapiz.

e Dibujar un circulo sobre el papel, el cual seré rellenado con la muestra del pez
(~ del didmetro de 1 €).

e Utilizar un bastoncillo estéril que se aplicara sobre el corazon del pez y luego se
unta la muestra sobre el circulo completo.

e Proteger la muestra untada con papel de filtro corriente y dejar secar.

e Guardar el papel de la muestra untada y seca dentro de un sobre, del tipo utilizado
para introducir las papeletas en las votaciones electorales.

9. Conclusiones

e Que todas las CCAA (Catalufia, Andalucia, Murcia y Canarias) cumplen
adecuadamente los objetivos propuestos del proyecto en tiempo y forma.

e Que el método de QiaGen es el mas adecuado para la estandarizacién de la extraccién
de ADN de calidad en términos de longevidad y genotipados de microsatélites
mediante reacciones multiplex.

e Que seria interesante disponer del sistema integral de muestreo de TROVAN para
cada una de las instalaciones intervinientes en PROGENSA (IRTA, IFAPA, IMIDA,
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ICCM), a la vez que de valorar la base de datos SISTRATO. Para ello, es importante
definir legalmente primero el procedimiento de la colaboracion en términos
econdémicos, incorporacion de TROVAN al proyecto, asi como de propiedad
intelectual de los posibles desarrollos que se lleven a cabo dentro del contexto de
PROGENSA.

Que todas las CCAA utilizaran la BD"ROCENSA ynificada para todos los caracteres
acordados por unanimidad, en formato Excel (BD_JACUMAR_def.xlIsx), asi como los
protocolos para crear la base de datos final y la fusion de base de datos
(documentos.docx), elaborados por Ana Navarro.

Que los muestreos de los peces engordados en las empresas y los centros de las CCAA
coincidiran, muestreando en los primeros al menos 100 peces, si bien 300 es lo ideal
por CCAA y/o empresa, y todos en los segundos.

Que en los muestreos y/o sacrificios entre las empresas y/o CCAA no habrd una
diferencia superior a los 3-4 dias, y seran conocidos por todas las CCAA con al menos
15 dias de antelacion.

Se establecen los siguientes muestreos y/o sacrificios por talla y CCAA:

Fecha Talla Tipo Canarias Catalufia | Andalucia Murcia
~ mar- juvenil m Si Si Si Si
abr.20102
~ sept.2010 raciéon s/m Si No /Si* No/Si* No/Si*
~ dici. 2010 raciéon S Si Si Si Si
~ene. 2011 650 gr s Si No No No
~ abri. 2011 1000 g S Si No Si Si

m; muestreo. s; sacrificio. *; si procede dependiendo de la temperatura y la empresa. ; tener en cuenta los problemas
que parece tener la CCAA de Murcia en la jaula con los procedimientos, por lo que antes del muestreo contactar con
CCAA de Canarias y sugerir métodos.

Que serian interesante cuantificar la grasa corporal mediante la adquisicion de un
FISH FAT METER (FFM), para correlacionarla genéticamente con la grasa medida
mediante analisis proximal de la carne. Si bien de manera no vinculante para las
CCAA ya que éste no estuvo contemplado desde el inicio del proyecto y ademas es
caro (3.995 £, lo que equivale a ~ unos 4.497,91 €, en la empresa DESTILL.COM)
Medir los siguientes caracteres en la siguiente secuencia: Sacrificio en hielo, Marcaje
con etiquetas, Fotografias laterales, Peso, Longitud, FishFatmeter (si procede),
Textura (al menos con la F1 de todas las CCAA de Canarias), Grasa visceral,
Recuperacion del CHIP, Peso canal, Fileteado, Grasa muscular, Humedad, Ceniza,
Proteina, Colageno total.

Que la CCAA de Canarias, a través de Javier Roo, y con la ayuda de Ivonne Lee y
Ana Navarro, se haria un catadlogo de malformacion de interés comercial, utilizando
toda la base de datos fotografica que en este sentido posee el Grupo de Investigacion
en Acuicultura de la ULPGC e ICCM.

Que todas las CCAA remitan al coordinador de PROGENSA los textos completos de
los convenios firmados con las empresas y/o gobiernos regionales.

Hacer la puesta a punto de las reacciones multiplex y un banco de muestras, siguiendo
las recomendaciones establecidas por Juan Sanchez.

10. Ruegos y preguntas

El Dr. José Antonio Sanchez solicita le sea expedido un certificado oficial por parte del
Coordinador del proyecto en el que conste que es miembro del equipo investigador desde el
inicio del proyecto, el cual obtuvo una evaluacion positiva por parte de la Agencia Nacional
de Evaluacion y Prospeccion (ANEP).
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ACTA reunién PROGENSA® del 26.11.2010

Esta cuarta reunion del proyecto fue celebrada via SKYPE, a las 10:00 del dia 26 de noviembre de
2011. El orden del dia de la reunion se relaciona a continuacion, para cuyo desarrollo asisten las
siguientes personas:

Asistentes

Alicia Estévez Garcia— CATALUNA

José Antonio Sanchez Blanco — CATALUNA
Yaisel Juan Borrell Pichs —- CATALUNA
Manuel Manchado Campafia — ANDALUCIA
Guillermo Ramis - MURCIA

Eva Armero - MURCIA

Marta Garcia Celdran - MURCIA

Juan Manuel Afonso Lopez — CANARIAS
Rafael Ginés Ruiz - CANARIAS

Ana Navarro y Guerra del Rio — CANARIAS

Orden del dia de la reunién

Lectura y aprobacion del acta anterior (Acta reunion PROGENSA 3-5.02.10. PDF).
Estado general de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma.
Definicion de posibles fechas para el sacrificio de la descendencia: hacer medida.
Discusion sobre lotes y variables a muestrear al sacrificio:
a. Material necesario por variable (Copia Listado de Materiales.DOC)
b. Orden de muestreo de variables
» etiquetado > fotografias > peso > longitud > grasa muscular (FFM) >
aleta > textura > recuperacion PIT > grasa visceral > banco de muestras
ventricular > peso canal > peso grasa visceral > peso branquia > peso
ventriculo > peso filete > deformidad > andlisis proximal (filetes al
vacio).
c. Etiquetas (Copia de Formato Etiquetas Muestreos PROGENSA.DOC) :
= las grandes se utilizan para la fotografia, las bolsas y para enumerar los
peces (se ponen en el opérculo), y las pequefias para los tubos

Ao E

eppendorf.
d. Estadillos de muestreo (Copia de Formato Estadillos Muestreos
Finales.DOC)
e. Planificacion temporal de los andlisis (Copia de Planificacion Temporal de los
analisis.XLS)

5. Discusion de SuperMultiplexes-RemPROCENSA (S\s-RemPROCENSA) - consideraciones
(Resumen todas las multiplex.XLS):
a. Polimorfismo
b. Facilidad de lectura
c. Grupos de ligamiento
d. Sistema de normalizacién (muestra de referencia Ref-A"ROCENSA Genemaper)
e. Pago de primers redisefiados (ABI)
6. Base de datos general (BD"ROCENSA): enyia FFM
Convenio PROGENSA
8. Registro de la marca PROGENSA

~
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9. Propuesta de renovacion de PROGENSA-2011:
a. Valoracion de tallas de kilo
b. Continuaciéon del programa de mejora a través de la evaluacién, seleccion,
cruzamiento de peces de alto valor genético y cria de F.
c. Validacion de SMs-Rem"ROCENSA v hropuesta de éstas en:
= Genetics in Aquaculture-Auburn 2012
= Reunion Nacional de Mejora Genética Animal-Menorca 2012
d. Desarrollo de Matrices no invasivas:

i. Desarrollar de programa para analisis de imagenes.

ii. Desarrollar de mecanismo de automatizacion para analisis fotogréafico.

iii. Desarrollar sistema de deteccion automatica in vivo, evaluacion
morfologica y criba.

iv. Desarrollar sistema de automatizacion de muestreo (peso-longitud-
etiquetas asociadas)

v. Explorar medidas de textura de la piel, medidas del fondo del ojo,
observar el pez en otra banda como la NIR o SWIR... y mejorar la
relacion medida no invasiva/estimacion calidad del pez.

vi. Integracién en moviles el sistema de determinacién de la calidad del
pescado a través del ojo del pez.

10. Publicaciones: taller de genética en Chile
11. Conclusiones

1. Lecturay aprobacion del acta anterior.

Todos los miembros asistentes a la reunion aprobaron por unanimidad el acta de la reunion
anterior - Acta reunion PROGENSA 3-5.02.10.

2. Estado actual de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma.

Cada comunidad auténoma expuso el estado actual de desarrollo de cada una de las
actividades llevadas a cabo durante el segundo afio - 2010, para lo cual expusieron un boceto
de los principales problemas encontrados para su desarrollo. Queda reflejado que el proyecto
va cumpliendo en forma y plazo con todos los hitos preestablecidos para el 2010, al margen
de que el muestreo final se debe retrasar debido a que el peso medio de los peces es baja a
estas alturas del afio.

3. Definicion de posibles fechas para el sacrificio de la descendencia: hacer medida.

Intervienen cada uno de los coordinadores de las CCAA para manifestar cuales son los pesos
medios de las descendencias de sus CCAA,; algunas de las cuales ya estan alcanzado la talla
comercial, si bien en otras el crecimiento sigue siguiendo adn algo bajo. En cualquier caso, lo
importante es que las medias de cada CCAA estén entre los rangos de 300 — 600 gramos, que
se considera la talla al sacrificio.

En este punto todos los coordinadores de las CCAA estan de acuerdo en dos cosas:
e (que el sacrificio de los peces a talla comercial debe hacer en todas las empresas y
centros de forma simultanea.
e (que sacrificar en el invierno es siempre mas complejo debido a las inclemencias del
tiempo, por lo que seria bueno buscar un periodo de sacrificio que sea 6ptimo tanto
para las instalaciones de jaula como en estero.
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Debido a que la CCAA de Murcia tiene los crecimientos mas bajos, se acuerda, hacer un
seguimiento pormenorizado de los lotes en crecimiento en centros y empresas, con el fin de
definir exactamente cuando haremos el sacrificio de los peces, pero que en cualquier caso
deberan ser en cualquiera de las siguiente opciones, con el fin de llegar en forma y plazo con
el cumplimiento de los objetivos del tercer afio (2011):

e OPCION — A: en la primera quincena de febrero
e OPCION — B: en la segunda quincena de febrero.

4. Discusion sobre lotes y variables a muestrear al sacrificio

Tal y como todos los coordinadores ya conocen, desde la CCAA de Canarias se ha enviado a
las distintas CCAA los distintos ficheros relacionados a continuacion, con el fin de facilitar a
todos la preparacion del material y otros para el sacrificio de los peces:

e Lista de materiales necesarios (tijeras, pinzas, balanzas, etc...)

o Etiquetas - Copia de Formato Etiquetas Muestreos PROGENSA.DOC

e Estadillos de muestreo - Copia de Formato Estadillos Muestreos Finales.DOC

Los ficheros son explicados, y sobre los cuales pueden ajustar cualquiera de los conceptos
establecidos en ellos.

Por otro lado, se habla de las variables a analizar y comprometidas en el proyecto. Asi, se
comenta que es muy importante que con la suficiente antelacion, todas las CCAA debe tener
todo preparado, y disponer del tiempo suficiente para resolver cualquier imponderable. En
cuanto al orden en que las variables deben ser analizadas y el procedimiento es el siguiente:

Etiquetado y reconocimiento del nimero de PIT de los peces

Fotografias lateral y dorsal

Peso

Longitud

Grasa muscular, mediante el FFM en todos los peces que sea posible (variable

no comprometida en el proyecto pero de interés analizar sus correlaciones

genéticas con los valores de analisis proximal del filete).

6. Textura, variable para la que Rafael Ginés Ruiz se pondré en contacto con los
especialistas en calidad de la carne de cada unas de las CCAA, con el fin de
coordinar:

a. Qué variables deben ser medidas

b. Como deberan ser tratadas las muestras

7. Conservacion de aletas pectorales y pelvianas (variable no comprometida en el
proyecto pero de interés analizar sus correlaciones genéticas con los restantes
caracteres — homeostasia)

8. Recuperacion del PIT

9. Grasa visceral

10. Banco de muestras a partir de ventriculo

11. Peso canal

12. Peso grasa visceral

13. Peso del ventriculo (variable no comprometida en el proyecto pero de interés

analizar sus correlaciones genéticas con los restantes caracteres — bienestar

animal)

orwdPE
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14. Peso de la branquia (variable no comprometida en el proyecto pero de interes
analizar sus correlaciones genéticas con los restantes caracteres — bienestar
animal)

15. Peso filete

16. Presencia — ausencia de deformidades

17. Conservacion de filetes al vacio a -20°C hasta el analisis proximal de la carne.

Con el fin de facilitar la labor y disponer de un documento gréfico de cdémo puede hacerse el
muestreo de los peces al sacrificio, la CCAA de Canarias comunica que han realizado dos
videos ilustrativos a partir del muestreo-sacrificio llevado a cabo en septiembre de 2011, los
cuales estan alojados en la web de YouTube bajo las siguientes URLS:

e http://www.youtube.com/watch?v=baYglEECAbU (secuencia de variables)

e http://www.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0 (explicacion del proyecto
PROGENSA®)

5. Discusion de SuperMultiplexes-Rem”ROCENSA® (gp\1s-RemPROCENSA®)

Se analizan los cuadros de variabilidad de todas las reacciones multiplex asignadas a cada una
de las CCAA, a través del fichero Resumen todas las multiplex.XLS que contiene todas las
multiplex asignadas al proyecto, y en las que se han considerado los siguientes parametros:

Polimorfismo

Facilidad de lectura

Grupos de ligamiento

Sistema de normalizacion (muestra de referencia Ref-A"ROCFNA® Genemaper)

oo o

En relacion al pago de los primers, se acuerda ver exactamente cuél es el balance entre los
primers suministrados y el importe a abonar.

Se acuerda por unanimidad:

e remitir el cuadro completo de todas las multiplex a Juan Sanchez para que con toda la
informacion lleve a cabo el disefio de 3 supermultiplex

e (ue la CCAA de Canarias lleve a cabo la puesta a punto de las 3 supermultiplex
e (ue cada CCAA remita a la CCAA de Canarias alicuotas de cada uno de los pares de
primers que han sido Utiles para el disefio de las multiplex.

6. Base de datos general (BD"ROCENA®Y: envia FFM
Se informa que es importante que todas las CCAA vayan completando sus bases de datos y
enviado las mismas a Ana Navarro, quien se encargara de hacer la fusion de las mismas y
remitir nuevamente a todos los coordinadores de las CCAA.

7. Convenio PROGENSA®

Se menciona que el convenio esta practicamente concluido, por lo que en breve, a menos que
haya alguna sugerencia adicional, se comenzara con el proceso de firmas.


http://www.youtube.com/watch?v=baYglEECAbU
http://www.youtube.com/watch?v=aK8rznelOf0
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8. Registro de la marca PROGENSA®

Se informa que el registro que el acronimo de PROGENSA vya esta registrado, por lo que a
partir de ahora ya se debe utilizar en todos los documentos escritos y gréaficos del siguiente
modo - PROGENSA®

9. Propuesta de renovacion de PROGENSA-2011:

El coordinador del proyecto comenta que hay varios grupos de investigacion interesados en
apoyarnos para llevar a delante el desarrollo de tecnologias para el analisis de variables y la
generacion de datos en matrices no invasivas, que faciliten la labor y automatizacion en las
empresas. Intervienen todos los coordinadores concluyéndose preparar una nueva solicitud
del proyecto para la siguiente convocatoria de SecJacumar 2012, con los siguientes objetivos
generales y especificos:

e Objetivo general: Desarrollar una segunda generacién de seleccion genética en dorada
para caracteres de interés comercial bajo condiciones de produccién industrial,
mediante la incorporaciéon de nuevas tecnologias en la valoraciéon de caracteres que
permita una mayor competitividad de las empresas espafolas en un mercado global.

e Objetivos especificos:

o a) Puesta en valor del primer ciclo de seleccion a través de la produccion de
una segunda generacion de descendientes provenientes de reproductores
genéticamente evaluados para caracteres de crecimiento, calidad del pez y de
la carne, mediante indices de seleccion genética.

o b) Estudiar la determinacion genética de caracteres de crecimiento, calidad del
pez y de la carne en peces en todo el ciclo productivo, desde alevin hasta el
kilo.

o c¢) Desarrollar nuevas tecnologias e ingenieria para la automatizacion industrial
de la valoracion de caracteres de interés econémico.

o d) Generar bancos de esperma y tejido de lotes de peces genéticamente
controlados.

10. Publicaciones: taller de genética en Chile

El coordinar el proyecto comenta que uno de los miembros del equipo de investigacién, el Dr.
Miguel Angel Toro, ha sido invitado para el desarrollo de un “Taller de Genética en Chile”, y
seria interesante que se difundiera en dicho taller los resultados previos del proyecto. Todos
los investigadores presentes acuerdan por unanimidad que el Dr Toro haga difusion del
proyecto.

11. Conclusiones

e Se aprueba por unanimidad el Acta reunion PROGENSA 3-5.02.10.

e Queda reflejado que el proyecto va cumpliendo en forma y plazo con todos los hitos
preestablecidos para el 2010, al margen de que el muestreo final se debe retrasar
debido a que el peso medio de los peces es baja a estas alturas del afio.

e Hacer un seguimiento pormenorizado de los lotes en crecimiento en centros y
empresas, con el fin de definir exactamente cuando haremos el sacrificio de los peces,
el cual sera notificado a todas las CCAA con 15 dias de antelacion. En cualquier caso,
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deberé ser en cualquiera de las siguiente opciones, con el fin de llegar en forma y
plazo con el cumplimiento de los objetivos del tercer afio (2011):
o OPCION — A: en la primera quincena de febrero
o OPCION — B: en la segunda quincena de febrero.
e Llevar a cabo el siguiente orden y variables para el sacrificio final de los peces:
o Etiquetado - reconocimiento > fotografias > peso > longitud > grasa muscular
(FFM) > aletas > textura > recuperacion PIT > grasa visceral > banco de
muestras ventricular > peso canal > peso grasa visceral > peso branquia > peso
ventriculo > peso filete > deformidad > anélisis proximal (filetes al vacio —
20°C)
e Se acuerda por unanimidad:
o remitir el cuadro completo de todas las multiplex a Juan Sanchez para que con
toda la informacién lleve a cabo el disefio de 3 supermultiplex
o que la CCAA de Canarias lleve a cabo la puesta a punto de las 3
supermultiplex
o que cada CCAA remita a la CCAA de Canarias alicuotas de cada uno de los
pares de primers que han sido Utiles para el disefio de las multiplex.
e Que todas CCAA concluyan sus bases de datos y remitan los datos a la CCAA de
Canarias para hacer la fusion de las mismas y remitir nuevamente a todas las CCAA.
e Que el convenio esta practicamente concluido y se procedera a la firma del mismo.
e Que a partir de ahora ya hay que poner el acronimo del proyecto del siguiente modo,
en escritos y graficos, - PROGENSA® porque ya ha sido registrado como marca.
e Preparar una nueva solicitud del proyecto PROGENSA® para la siguiente convocatoria
de SecJacumar 2012.
e Todos los investigadores presentes acuerdan por unanimidad que el Dr Toro haga
difusion del proyecto en el “Talle de Genética”.
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ACTA reunion PROGENSA® del 21-24.11.2011

Esta reunion del proyecto fue celebrada en el propio contexto del XIII Congreso Nacional de
Acuicultura, entre los dias 21-24 de noviembre de 2011, en los periodos de tiempo libre que
permitié el congreso. Los aspectos tratados se relacionan a continuacion, para cuyo desarrollo
asisten las siguientes personas:

Asistentes

e Alicia Estévez Garcia — CATALUNA
e José Antonio Sanchez Blanco — CATALUNA
e Juan Manuel Afonso Lépez — CANARIAS

Manuel Manchado excusa su ausencia debido a que tuvo que asistir de forma imprevista a una
reunion en Francia para defender el proyecto europeo que lidera, justo en esas mismas fechas,
cuando a priori ya tenia programado asistir al X111 CNA de Casteldefels.

Orden del dia de la reunién

Lectura y aprobacion del acta anterior (Acta Reunion Skype PROGENSA 26.11.10)
Bases de datos del proyecto

Catalogo de malformaciones

Anélisis proximal de la carne

Matriz de parentesco

Matriz de rendimiento fenotipico

Presupuesto de la CCAA de Murcia

Actualizacion de la informacion de la propuesta de PROGENSA-II

Valoracién de presentacién de la propuesta europea

0. Ruegos y preguntas

BOoo~NoOThwDE

1. Lecturay aprobacion del acta anterior.

Todos los miembros asistentes a la reunion aprobaron por unanimidad el acta de la reunién
anterior - Acta Reunién Skype PROGENSA 26.11.10.

2. Bases de datos del proyecto.

En este punto se repasaron los principales aspectos que entre José Antonio, Alicia y Juanma
apreciaron para concluir la BBDD en forma y plazo, especialmente teniendo en cuenta que el
invierno o periodo de maduracion la dorada esta cerca, y habrd que disponer de la BBDD
completa lo antes posible para llevar a cabo la estima de pardmetros genéticos
(heredabilidades y correlaciones genéticas y fenotipicas) con los cuales estimar los valores
mejorantes de todos los pre-reproductores vivos en los distintos centros de aplicacion de las
CCAA con competencia en acuicultura (IRTA, IFAPA, IMIDA, ICCM).

Para ello, se considerd importante responder a la pauta que marque Ana Navarro de la CCAA
de Canarias, quien esta integrando todos los datos provenientes de las diferentes CCAA y asi
no poner en riesgo una potencial segunda generacién de seleccion. En este sentido, es
importante cumplir con las fechas que se vayan proponiendo.
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3. Catélogo de malformaciones.

Acorde a la planificacion original, la CCAA de Murcia, y coordinado por Guillermo Ramis,
haria el andlisis radiografico de los peces sacrificados, y en los que se detectd una
malformacion aparente, a efectos de digitalizar las radiografias y proceder con un analisis
estandarizado de las malformaciones. Al margen de ello, las bases de datos deberian contener
el andlisis macroscopico que inicialmente hicieron los distintos grupos de investigacion
durante el sacrificio de los peces.

Para el analisis estandarizado de las malformaciones se puede seguir el catalogo de
malformaciones generado fundamentalmente por la CCAA de Canarias, el cual se puede
descargar de la aplicacion o grupo de trabajo JACUMAR, o bien remitir todas las radiografias
a Javier Roo de la CCAA de Canarias para que éste, junto a Juanma, lleve a cabo en analisis
de las malformaciones tal y como es llevado a cabo en la industria.

Otro aspecto tratado es que los responsables de cada una de las CCAA aclaren a Ana Navarro
cudl es el significado de las codificaciones utilizadas por cada una, durante el analisis
macroscopico llevado a cabo en el sacrificio de los peces.

Por otro lado, que cada CCAA aclare el modo de pago para la CCAA de Murcia, pues ademas
se da el caso de que dicha CCAA tiene problemas para ejecutar la financiacion que tiene
concedida.

4. Andlisis proximal de la carne

En este punto se trataron dos aspectos fundamentales:

e latextura:
Que es de gran importancia que todas las CCAA exporten los valores que inicialmente
disefio Rafael Ginés Ruiz con cada uno de los especialistas de los respectivos centros
de investigacion, a fin de que todos los datos sean comparables.

e Lacalidad:
Que es muy importante que Ana Navarro vaya disponiendo de todos los datos del
perfil nutricional de los filetes de los peces sacrificados, a medida que €éstos se vayan
obteniendo.

En general, se considerd de gran interés que para todas las variables analizadas se tenga en
cuenta la trazabilidad llevada a cabo. Es decir, por ejemplo, conocer el orden de muestreo y/o
dia en que fue llevado a cabo la calidad, ya que esta podria ser afectada por el periodo de
incubacion previo, 4°C y/o en hielo, hasta el momento de realizar la valoracion. El
conocimiento de estos efectos permitiria incluirlos en el modelo matematico para eliminar
distorsiones en las estimaciones de parametros.

5. Matriz de parentesco

Se considerd de importancia fundamental contar con la matriz de parentesco lo antes posible.
De ésta, el aspecto mas importante es tener el genotipado de todos los reproductores que
potencialmente hayan contribuido a las puestas del proyecto PROGENSA-I. De la calidad de
dicha matriz, dependera en gran parte la fiabilidad con la que se hara la asignacién de
parentesco de cada uno de los descendientes muestreados en el sacrificio.
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Por otro lado, no sabemos si finalmente la CCAA de Murcia podria hacer el genotipado de
todos los peces porque Guillermo Ramis estaba teniendo problemas con la ejecucion
econdmica de los gastos que tenian previsto para la Gltima anualidad del proyecto. En el caso
de que finalmente no puedan, se incorporarian los datos de Murcia una vez reciban la
financiacion, momento en el cual se haria una reevaluacion de todos los pardmetros genéticos.

Otro aspecto relevante tratado, es la metodologia utilizada para hacer la asignacion familiar de
los descendientes a cada uno de los reproductores contribuyentes bajo puesta masal. Tal y
como inicialmente se indicé desde la coordinacion del proyecto, todos podrian utilizar el
programa de Marc Vandepute, para el que Ana Navarro hizo un pequefio protocolo de uso.
Otra posibilidad es que todas las CCAA remitan a Ana Navarro la informacion (genotipado y
ficheros de salida de éstos). De este modo, la matriz no tendria problemas de falta de
estandarizacion. De hecho, con el conocimiento exacto de los genotipos de los reproductores
y descendientes mediante la supermultiplex PROGENSA, en conjuncion con el programa de
Marc, Ana comprob6 que la exactitud de la asignacion era del 100% en una muestra inicial de
Canarias, si bien para ello es importante considerar todos los reproductores que
potencialmente han contribuido a las puestas masales de todas las CCAA. José Antonio
sugiere utilizar el CERVUS, ya que es el que habitualmente estan utilizando en su laboratorio,
y con mucho éxito. Después de una discusién sobre la validez de los distintos programas, se
concluyd que José Antonio chequeara con sus muestras el analisis de paternidad con ambos
programas Y lo hiciera llegar a todos los representantes de las CCAA, si bien era importante
considerar que en el momento actual lo fundamental era disponer de las relaciones de
parentesco, a efectos de no retrasar las evaluaciones genéticas de los pre-reproductores, y ya
mas adelante podriamos entrar en la evaluacion comparativa de los distintos programas.

6. Matriz de rendimientos fenotipicos

Aqui se resaltd que de la CCAA de Murcia, que es quien mas ha tenido problemas para
generar las matrices, si que se dispone de los valores de los distintos caracteres de los
descendientes sacrificados.

7. Prepuesto de la CCAA de Murcia

En este punto, se comentd que Juanma tratase de hablar con JACUMAR para ver de qué
modo la secretaria general podria desatascar el problema de financiacion de la CCAA de
Murcia, a pesar de que previamente ya se habia solicitado una prorroga a SecJACUMAR para
que con posterioridad Guillermo Ramis pudiese afrontar los gastos planificados para el Gltimo
afio del proyecto.

En cualquier caso, una idea para la CCAA de Murcia podria ser el modelo utilizado por la
ULPGC, quien canaliza la financiacion JACUMAR con la Fundacion Universitaria de Las
Palmas, quien a su vez adelanta la financiacion al Gobierno de Canarias, Consejeria de Pesca,
para que los proyectos se vayan desarrollando.

8. Actualizacion de la informacién de la propuesta de PROGENSA®-11

Mientras se producia la propia reunion del proyecto, se recibio la notificacion oficial de que la
comision de SecJACUMAR habia decidido financiar la propuesta de PROGENSA-II, frente a
las otras propuestas con las que competia. Aparentemente, el proyecto gusté por los
resultados que habia obtenido en su primera edicién, a la vez que disponia de unos
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presupuestos mas ajustados que las otras propuestas, en orden de magnitud, y habia sido
evaluado positivamente por parte de la ANEP.

Esta espléndida noticia quitd presion al consorcio definido en PROGENSA-I para buscar
financiacion y continuar con una segunda generacion de seleccion genética con las empresas
del sector participantes. Uno de los marcos financieros que precisamente se valord fue la
busqueda de fondos europeos, que seran tratados en el punto siguiente del orden del dia.

9. Valoracion de presentacion de la propuesta europea

En este punto, Alicia Estévez informé de la convocatoria KBBE, Agriculture and Fisheries &
Biotechnology, la cual recibira propuestas durante el 2013 y seréa resuelta en 2014.

José Antonio comentd que actualmente tiene una investigadora trabajando en el laboratorio de
genética del HMRC, quienes a priori no tenian idea de presentarse a dicha convocatoria, si
bien estarian dispuestos a entrar con nosotros en caso de proponer alguna propuesta.

Juanma comenta que ha contactado con Bruria Funkenstein y ésta esta dispuesta a participar
en una propuesta de genética. También comento que contactaria con el grupo de investigacion
de Beatrice Chatain, para ver si tienen alguna idea de presentarse.

Finalmente, se concluye que todos los grupos hagan los contactos a la mayor brevedad
posible para ver hasta qué punto es viable adherirnos a alguna propuesta o bien elaborar
alguna que sea competitiva. Quizas el Unico aspecto que habria que ver es como se resuelve la
participacién de tantos grupos espafoles, al menos como partners individuales.

10. Ruegos y preguntas

No hay sugerencias al respecto.
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ACTA reuniéon PROGENSA® del 22-23.02.2012

Esta reunion del proyecto fue celebrada en las instalaciones del departamento de genética de la
Universidad de Oviedo, entre los dias 22-23 de febrero de 2012. Los aspectos tratados se
relacionan a continuacion, para cuyo desarrollo asisten las siguientes personas:

Asistentes

Alicia Estévez Garcia— CATALUNA

José Antonio Sanchez Blanco - CATALUNA
Yaisel Borrell Pich — CATALUNA

Gloria Blanco Lizana- CATALUNA

Manuel Manchado Campafia - ANDALUCIA
Manuel Aparicio Puertas - ANDALUCIA
Ana Manuela Crespo Rodriguez - ANDALUCIA
Nuria Martin - ANDALUCIA

Marta Garcia Celdran - MURCIA

Ana Navarro y Guerra del Rio — CANARIAS
Juan Manuel Afonso Lopez — CANARIAS

Guillermo Ramis y Eva Armero se excusan Su ausencia porque tienen clases en sus
respectivas facultades durante el segundo semestre.

Orden del dia de la reunién

1.

Hw

©oN>

Lectura y aprobacion del acta anterior (ACTA Reunion PROGENSA Casteldefels 21-
24.11.2012)
Estado general de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma, por cada uno de
los coordinadores de cada CCAA.
Base de datos fenotipica: estado del arte
Base de datos genotipica: estado del arte
Aspectos relevantes a considerar para cada uno de los caracteres y procesos
considerados en PROGENSA-I; problemas y medidas para PROGENSA-II.
- Trazabilidad del PIT
- Efectos fijos
- Revisiones de datos
- Caracteres morfoldgicos
- Caracteres de crecimiento
- Caracteres de calidad de la carne
- Caracteres de rendimiento
- Caracteres de calidad del pez
Muestreo y sacrificio de los peces
Convenlo PROGENSA
2° Foro de Planes Nacionales; impresiones y proyecciones derivadas
Informe final del proyecto
Difusion y publicaciones
a. Europeo de Praga (1 abril) y Auburn (junio), enviar presentacion a todos.

10. PROGENSA-II

- Planteamiento general del proyecto
- Marco de financiacion
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- Objetivos: general y especificos
- Cronograma de objetivos
- Planificacion de tareas para el objetivo 1.
- Planificacién de tareas para el objetivo 2.
- Planificacion de tareas para el objetivo 3.
- Planificacién de tareas para el objetivo 4.
- Planificacion de tareas para el objetivo 5.
- Planificacion y propuesta para la siguiente reunion: via skype antes de los 0,5
gramos y lo vamos viendo segln sea el desarrollo de las puestas (Septiembre???)
- Propuesta de Joaquin de la Universidad de Barcelona de participar en el proyecto,
no por aspectos financieros sino por participar cientificamente en el mismo.
o Exposicion de Alicia Estévez
o Exposicion del CV del grupo de investigacion de Joaquin
11. Ruegos y preguntas
12. Conclusiones

1. Lecturay aprobacion del acta anterior.

Todos los miembros asistentes a la reunion aprobaron por unanimidad el acta de la reunion
anterior - ACTA Reunion PROGENSA Casteldefels 21-24.11.2012.

2. Estado general de desarrollo del proyecto por comunidad auténoma, por cada
uno de los coordinadores de cada CCAA.

En este punto, los lideres de cada CCAA expusieron la situacién actual de la parte que
coordinan dentro del contexto del proyecto.

Juan Manuel Afonso expone que los pre-reproductores que estdn en Canarias estan
poniendo y a priori estardn en dicha condicién hasta el mes de mayo. Ademas, ha sido
cuantificado en nimero de machos y potenciales hembras, esto Gltimo porque sélo han sido
detectadas dos hembras fluyentes, mientras que los restantes no emiten ni esperma ni 6vulos,
por lo que se presupone que puedan ser hembras. También afiade que se han muerto varios
reproductores, los cuales debieron perder el PIT por agresion del resto de reproductores, si
bien durante la reorganizacion de los lotes se cuantificard quiénes son.

Marta Garcia expone que los peces que aun quedan en Murcia son menos que los
existentes en el resto de las CCAA, debido a una mortalidad masiva que se produjo en las
instalaciones del ENA. Asi, actualmente sélo disponen de unos 100 reproductores de bajo
tamafo, por lo que nos disponen de hembras maduras para este invierno 2011-2012.

Alicia Estévez comenta que en la CCAA de Catalufia sélo disponen de machos fluyentes
debido al bajo peso, entre 600-800 gramos en octubre de 2011, lo que ha impedido tener
hembras maduras para la puesta de 2012, por lo que sélo podran disponer de hembras en 2013
(el segundo afio de ejecucién de PROGENSA®-II).

Manuel Manchado expone que en la CCAA de Andalucia, la situacion es similar a la
acontecida en la CCAA de Canarias, porque sus peces si que han madurado como machos y
hembras, entendiendo estas Gltimas como los animales de mayor peso y no fluyentes. El peso
medio de los peces es de 1.1188 gramos, con unos 118 machos y potencialmente 197
hembras. Por otro lado, también afiade que en este primer afio tendra problemas de instalacion
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para sacar adelante las puestas masales a escala industrial, por lo que sugiere que otra CCAA
sea quien saque adelante los huevos puestos por los reproductores de élite de Andalucia. A
ello se ofrece la CCAA de Catalufa.

A la vista de las limitaciones bioldgicas propias de la especie dependiendo de la ubicacion
geogréfica, se concluye:

3.

que en este primer afio de ejecucion del proyecto sélo siembren las CCAA de Canarias
y Andalucia, siguiendo el mismo protocolo que en PROGENSA®-1, es decir, siembras
sincronizadas entre CCAA y con huevos de dos dias consecutivos.

que los huevos sembrados por la CCAA de Andalucia sean cultivados por la CCAA de
Catalufa, lote estacion, y por la empresa participante de dicha CCAA, PIMSA, quien
esta muy interesada en colaborar en dicha fase. De este modo, habria una mayor
seguridad en el éxito de la F2.

Base de datos fenotipica: estado del arte.

En este punto se presentd la Gltima versién de la BBDD fenotipica PROGENSA®-I, la
cual integra toda la informacién aportada por cada una de las CCAA. La BBDD es presentada
por Ana Navarro, donde se explica el contenido de la misma:

Numeracion

Codigos de PIT

CCAA de origen y destino

Efectos

Edades de muestreo; desde alevin hasta sacrificio
Caracteres

Ademas, se afiade que es muy importante seguir los protocolos de integracion, a la vez
gue de comprobacion previa de la informacién, pues de lo contrario es mucho el tiempo que
se debe invertir desde la coordinacion de la BBDD. En este sentido, se_concluye seguir unas
normas minimas de revision de datos como son:

4.

Ordenar de mayor a menor

Hacer las medias

Hacer las varianzas

Hacer los minimos y maximos

En las variables derivadas, como es la conformacion o compacidad u otras, hacer
operaciones de comprobacion. Por ejemplo, restar al peso el peso canal, de modo que
se debe comprobar que los resultados deberian ser todos positivos.

Hacer un formulario web que haga pre-célculos y que indique algin mensaje al ser
cargado el dato. En este sentido, se sugiere que una idea podria ser incluir en el
apartado que deben desarrollar en el proyecto el grupo de Bio-informaticos adscritos a
la CCAA de Andalucia.

Base de datos genotipica: estado del arte.

En este punto Ana Navarro presentd la ultima versiébn de la BBDD genotipica
PROGENSA®-, la cual integra toda la informacién aportada por cada una de las CCAA. La
BBDD presenta el genotipado de cada uno de los animales descendientes asi como de los
reproductores de cada CCAA.
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5. Aspectos relevantes a considerar para cada uno de los caracteres y procesos
considerados en PROGENSA®-I; problemas y medidas para PROGENSA®-11.

En este punto se repasé cada uno de los caracteres estudiados y comprometidos en
PROGENSA™-I, donde cada CCAA expuso cuales fueron los principales problemas que se
encontraron durante el desarrollo y medicion de los caracteres, a efectos de que en
PROGENSA®-11 se pueda conseguir una normalizacién en los métodos de medicion, evitando
asi ruidos de fondo que impidan comparar adecuadamente los resultados obtenidos por las
mismas familias cultivas en todas las CCAA. Asi, se procedio al repaso para cada uno de los
procedimientos y caracteres.

5.1. Pagina Web para el proyecto

Se establece una amplia discusion sobre la posibilidad de habilitar una pagina web
desde la cual acceder a la informacién del proyecto. Manuel Manchado considera que
seria importante que la informacién molecular que se esta generando en los proyectos
con fondos publicos deberia ser disponible por parte de la comunidad de
investigadores, adscritos o no al proyecto. Juan Manuel Afonso afiade que si bien
entiende la posicion y la comparte, también considera que el acceso a la informacién
debe ser secuencial, es decir, a medida que esta se vaya publicando si que podria ir
liberandose, ya que de otro modo no se pondria en valor todo el esfuerzo llevado a
cabo por tantos grupos de investigacion espafioles en competencia con grupos de
investigacion internacionales.

Se concluye que si a la elaboracion de una web para el proyecto a través de la cual
desarrollar una aplicacion que permita a su vez incorporar la informacion que requiere
la elaboracion de la BBDD, haciendo campos de orden obligatorio y asi facilitar la
labor de integracién de la informacion.

5.2. Trazabilidad del PIT

Debido a que con la continuidad del proyecto se va a conseguir una matriz de datos
con profundidad dentro y entre generaciones, se hace necesario establecer un sistema
de codificacion de cada una de las muestras que permita la trazabilidad de cada una de
ellas de forma sencilla e inteligible. Todos los asistentes estan de acuerdo con ello y se
acuerda que cada uno haga una propuesta y la remita al coordinador. Ademas, dicha
codificacion sera de aplicacion a todo:

- Tubos

- Carreras en secuenciador

- Etc..

5.3. Efectos fijos

Ana Navarro expone aquellos factores fijos que han tenido relevancia a la hora de

corregir los datos de produccion y en las estimaciones de pardmetros genéticos. En

este sentido, refleja que éstos han sido:

- Tanque

- Dia; especialmente cuando se llevé a cabo el analisis al sacrificio, momento en el
cual no pueden ser realizados todos los peces de forma simultaneamente.

- Usuario; persona que lleva a cabo la caracterizacion de algunas variables como el
rendimiento filete.
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- Recorrido; responde a la secuencia de tanques que tienen los peces mantenidos en las
estaciones de acuicultura.

- Comunidad de Origen

- Comunidad de Destino

- Peso inicial como covariable.

5.4. Morfoldgicos

Que para el caso de las fotografias que posteriormente habrian de ser analizadas con el
programa pre-desarrollado PROGENSA®-1 y a concluir en PROGENSA®-II, seria
importante seguir una serie de recomendaciones porque en la primera edicion se han
perdido bastantes datos como consecuencia de la falta de homogeneidad. Asi, se
concluye que:

- Utilizar la misma altura en todas las fotografias

- Utilizar una guia o regla de referencia en todas las fotografias

- Hacer las fotografias a los peces en el mismo orden que la numeracion utilizada

5.5. Crecimiento

Que el caracter longitud se midi6 de varias formas diferentes, segun la CCAA. Asi,
- CCAA Cataluna; hizo la estandar

- CCAA Andalucia y Murcia; hicieron la total

- CCAA Canarias; hizo la furquial

Esto introduce efectos dificiles de corregir pues aunque se utilice como efecto fijo la
CCAA de cultivo, ya que a partir de la longitud se utilizan variables derivadas como
son la conformacion o compacidad. En este sentido, quizas sea méas adecuado utilizar
el programa de analisis morfologico y medir nuevamente todas las longitudes usando
el mismo criterio.

Finalmente se concluye que para PROGENSA®-11, utilizaremos:
e Lalongitud estandar

5.6. Calidad de la carne

Para este grupo de caracteres no hubo problemas ya que todas las muestras al
sacrificio fueron analizadas con el mismo equipamiento en las instalaciones del IRTA.

Finalmente se_concluye que ya no es necesario conservar las fracciones de filete que
tiene cada laboratorio, por lo que:
e Se pueden tirar los filetes reserva de PROGENSA®-|

5.7. Rendimiento filete

Este es un caracter para el cual el usuario tiene un posible efecto sobre la cantidad de
carne obtenida a partir de cada pez. Debido a que el nimero de peces es elevado,
ademas de que es cansado, y es inevitable que varias personas intervengan en esta
fase, se concluye;

e  Anotar qué usuario hace el rendimiento de cada pez

e  Hacer un protocolo, con fotos incluidas, a efectos de facilitar la normalizacién
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5.8. Calidad del pez

En la cuantificacion de las deformidades existen diferencias notables en como éstas
han sido consideradas, todo lo cual tiene importante influencia en las estimas de
pardmetros. De hecho, las heredabilidades dan valores diferentes para el carécter
presencia-ausencia entre CCAA, cuando sin embargo las familias son las mismas en
todas las CCAA. Asi, es importante seguir el catdlogo de deformaciones elaborado por
Javier Roo y Juan Manuel Afonso, el cual esta en la web del grupo GENETICA en
SecJACUMAR.

Por otro lado, todas las CCAA hicieron conservacion diferencial de los esqueletos de

los peces al sacrificio.

- CCAA Catalufia y Canarias; conservaron solo los esqueletos de los peces deformes

- CCAA Andalucia y Murcia; conservaron los esqueletos de todos los peces, normales
y deformes.

A tenor de todo lo expuesto, y para tratar de homogenizar los resultados, se concluye;

e  Que la CCAA de Andalucia descongele todos los esqueletos y haga un analisis de las
malformaciones, a la vez que puede hacer lo propio a través de las fotografias.

e  Que la CCAA de Murcia valore si finalmente puede hacer las radiografias de todos
los esqueletos deformes, las digitalice y remita la CCAA de Canarias, donde Javier
Roo y Juan Manuel Afonso, harian una valoracion final y homogénea para todos los
peces.

e Que Juan Manuel Afonso remita a todos los participantes el Catadlogo de
Malformaciones, al margen de que este pueda descargarse desde la web del grupo
GENETICA en SecJACUMAR.

5.9. Muestreo y sacrifico de los peces

En este punto cada CCAA expuso donde tuvo los inconvenientes mas importantes
durante el proceso de analisis de caracteres al sacrificio.

- CCAA Catalufia:
Alicia Estévez indic6 que lo mas dificil fue el eviscerado de los peces, por el proceso
de descomposicion de los mismos a lo largo del muestreo.

- CCAA Murcia y Andalucia:

Tanto Marta Garcia como Manuel Manchado comentan que para ellos la logistica de
medir la textura, fue lo mas complicado y tedioso, porque en ambos casos los peces
tenian que ser transportados a otros edificios colindantes, ya que los responsables de
dichos equipamientos querian evitar posibles descalibraciones. Esto fue especialmente
dificil en Andalucia, quienes tuvieron que desplazarse varios kilometros en coche.

A tenor de todo lo expuesto, y para tratar de minimizar inconvenientes, a la vez que
aumentar la robustez de los resultados, se concluye;

e  Que la CCAA de Cataluiia trate de explotar la estrategia llevada a cabo por la CCAA
de Canarias, quien utilizo alumnos de las facultades de Veterinaria y Ciencias del Mar,
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a través de la contratacion de alumnos de la escuela de Formacion Profesional que
tiene cerca de su centro.

e Que una vez analizados los resultados genéticos de heredabilidad para todos los
parametros de la textura en PROGENSA™-I, s6lo se volverian a llevar a cabo en
PROGENSA®-11 si la heredabilidad fuese importante.

6. Convenio

Que el convenio esta actualmente en los Servicios Juridicos de la Universidad de Murcia,
quien entendemos que de forma inadecuada estd comprobando nuevamente el convenio,
cuando en su momento ya fue revisado por todas las instituciones. En este sentido, se
concluye;

e Que se trate de desatascar desde la Universidad de Murcia

7. 2°Foro de Planes Nacionales; impresiones y proyecciones derivadas

Que dentro del contexto del XIIICNA celebrado en Castelldefels se celebr6 a su vez el 2°
Foro de Planes Nacionales, en el cual fuimos invitados a presentar los resultados finales y
preliminares del proyecto PROGENSA®-I. A la presentacion asistieron por parte de la plantilla
del proyecto; Juan Manuel Afonso, Alicia Estévez y José Antonio Sanchez.

La sensacion fue que el foro de empresario no estaba tan Ileno de empresarios, pero si por
algunos y sobre todo por gestores de diferentes CCAA de Espafia, asi como de medios de
prensa especializados en acuicultura e instituciones que promocionan la acuicultura espariola
como es del caso de OESA.

En general, los asistentes creemos que los resultados del proyecto gustaron porque estan
implicadas muchas empresas del sector, algunas de gran relevancia, ademéas de que recibimos
in situ las felicitaciones de SecJACUMAR. Por otro lado, sirvio para explicar y difundir
mejor el proyecto, ya que MisPeces.com nos volvio a hacer una entrevista en exclusiva que
posteriormente sacarian en la web especializada espafiola.

8. Informe final del proyecto

En este punto, se comento se concluyo:

e (ue Juanma tratase de preparar la memoria final utilizando toda la informacién de los
informes anuales previos asi como con las actas de cada una de las reuniones. Por otro
lado, cada lider de CCAA remita todo aquello que considere necesario afiadir, si bien
en el Gltimo afio se produjo la BBDD fenotipica y genotipica que ya esta integrada en
solo una. Luego, en todo caso que cada CCAA revise el documento definitivo.

9. Difusiény publicaciones

El coordinador expuso que en el afio 2012 existen varios congresos, entre nacionales e
internaciones, que pueden ser de interés para difundir los resultados del proyecto. Por
unanimidad se_concluye preparar presentaciones para los siguientes congresos, previo envio
de las presentaciones a los lideres de las CCAA:

e Reunion Nacional de Mejora Genética Animal (Menorca, 2012)

e Genética en Acuicultura (Auburn, 2012)

e Europeo de Acuicultura (Praga, 2012)
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10. PROGENSA®-11

En este punto se revisan todos los puntos relativos a la nueva edicién del proyecto por
parte del coordinador del proyecto, para que cualquier sugerencia sea indicada y se pueda
comenzar el proyecto con completa normalidad. Asi, se repasan los:

- Objetivos: general y especificos:

Con la presente propuesta se pretende desarrollar metodologia transferible al sector
industrial de dorada que facilite la implementacién de esquemas de seleccion en esta
especie mediante la definicion de caracteres de interés comercial con nuevos
desarrollos tecnolégicos, el estudio de pardmetros genéticos, la estimacion de la
interaccion genotipo-ambiente en todo el ciclo productivo y la gestion de
reproductores bajo los propios condicionantes de la industria.

- Cronograma de objetivos

CRONOGRAMA

Afio 1 Afo 2 Adio 3
Tarea
1 2 J k4 5 ] 7 8 9 10 11 12

Qbjetivo 1 *
Objetive 2 # # #

Objetivo 3 # *
QObjetivo 4 * #® * *
Objetivo 5 # * # *

* Dacrmaentos de resuitados
# Renmiones

- Planificacion de tareas para el objetivo 1.

Puesta en valor del primer ciclo de seleccion llevado a cabo con PROGENSA®, a
través de la produccion de una segunda generacién de descendientes provenientes de
reproductores genéticamente evaluados para caracteres de crecimiento, calidad del pez
y de la carne, mediante indices de seleccion genética, en todas las condiciones de
cultivo de la especie (esteros y jaulas) y diferentes localizaciones (insular y
continental) y cuantificando la interaccion genotipo-ambiente.

o En este punto se comenta la importancia de comenzar ya con las puestas para
no tardar el desarrollo de las puestas, si bien corremos con el contratiempo de
la falta del ingreso de la primera anualidad del proyecto. En este sentido, se
concluye;

= que el coordinador indague al respecto con la Jefa de Servicio de la
CCAA de Canaria.
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- Planificacion de tareas para el objetivo 2.

Estudiar la determinacidn genética de caracteres de crecimiento, calidad del
pez y de la carne en peces en todo el ciclo productivo, desde alevin hasta el kilo.

o En este punto Alicia Estévez indica que posiblemente tenga problemas para
llevar los peces al kilo, por parte de las empresas implicadas. En ese mismo
sentido se expresa Marta Garcia de la CCAA de Murcia. Juan Manuel Afonso
indica que es importante cumplir con los compromisos expuestos en el
proyecto concedido y que en este sentido se concluye:

= que los lideres de cada CCAA pregunten a las empresas implicadas su
grado de compromiso de llevar peces hasta el kilo.

= que en el caso de que las empresas no puedan o quieran, se tendria que
valorar la posibilidad de cambiar de empresa.

- Planificacion de tareas para el objetivo 3.

Desarrollar nuevos marcadores SNPs mediante tecnologias NGS, a la vez que
busqueda de variabilidad relevante en genes candidatos, y su aplicacion a familias de
dorada genéticamente controladas, que posibilitien la aplicaciéon de modelos de
seleccion asistida por marcadores y procesos de seleccién de tipo génico o gendémico,
asi como el diagndstico de filiacidn bajo puestas masales

o En este objetivo José Antonio Sanchez comenta que su laboratorio puede
comenzar con un estudio de predmbulo, en el sentido de que dispone de
informacidn para crecimiento de los peces provenientes de la CCAA de
Cataluiia y puede relacionarla con marcadores moleculares que ya tiene
puestos a punto en su laboratorio. Todo lo cual permitiria optimizar el
abordaje del presente objetivo del proyecto.

o Manuel Manchado comenta que preguntaria al grupo de Bioinformaticos
de la Universidad de Cadiz si podemos integrar en el desarrollo
comprometido la WEB y la Base de datos para caracteres fenotipicos.

- Planificacion de tareas para el objetivo 4.

Desarrollo de tecnologias de la reproduccion que permitan mejores disefios,
una eficiente transferencia de la ganancia genética a los estratos productivos, asi como
disponer de una mejor conservacion y conocimiento de animales de alto valor
genético, mediante la generacion de bancos de esperma y tejido de lotes de peces
genéticamente controlados.

o Que Manuel Manchado contacte con Olvido de Santander para ver como se
puede articular el Banco de Esperma, ya que a estas alturas, y bajo las
circunstancias de financiacion actual, quizas haya que replantear el
abordaje de este objetivo.
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- Planificacion de tareas para el objetivo 5.

Desarrollar nuevas tecnologias e ingenieria para la automatizacion industrial de
la valoracion de caracteres, a través de mecanismos especificos de desplazamiento y
de andlisis de imagen de los peces.

o Juan Manuel Afonso comenta que este objetivo ya ha comenzado a
desarrollarse mediante el programa informatico que hemos utilizado para la
valoracion morfologica de los peces al sacrificio. Ahora queda hacer la
valoracion en continuo y andlisis de la informacion mediante la
construccién de un mecanismo de cinta sin fin. Para ello, posteriormente a
la presente reunion, el coordinador tendria una reunién con los ingenieros
de telecomunicaciones de la ULPGC adscritos al proyecto, para planificar
todo.

A partir de esta exposicion de todo lo anterior, se establece una discusion abierta sobre
diferentes aspectos para el desarrollo del proyecto:

e El coordinador sugiere hacer 3 grupos de peces para producir la F2 del proyecto,

o Grupo de élite, los mejores reproductores

o Grupo Control, una muestra de peces del centro de la distribucion, con el
objeto de corregir los datos productivos finales en el caso de existir efectos
fijos que disminuyan las producciones por causa desconocida. Ello ayudaria a
demostrar a los productores que la seleccion de la élite ha sido efectiva y que
la mejora genética también.

o Grupo de supermacho-superhembra, se trataria del mejor macho y hembra
disponible en cada CCAA, a efectos demostrativos para los empresarios, como
cruces dirigidos pueden contribuir ampliamente a rentabilizar mejor sus
producciones.

e Se comenta la importancia que puede tener la clasificacion de los animales segln
criterios de conformacion como pueden ser indice de compacidad, la excentricidad,
etc. Manuel Manchado comenta que una idea podria ser el que Rafael Ginés haga una
encuesta similar a las que esta haciendo en su proyecto de Calidad, para pasar a todo
el consorcio y tomar una decision.

e También se expone que seria fundamental concluir todas las correlaciones y
heredabilidades entre los grupos de peces deformes y normales entre el crecimiento y
la compacidad, todo lo cual contribuiria grandemente a la toma de decisiones sobre los
criterios de seleccion.

e Seria interesante hacer un PDF con fotos de los tres grupos de peces, a unos 16 peces
por grupo, incluyendo un cuarto grupo de peces deformes.

e Que importante establecer indices de relacion entre caracteres de crecimiento,
parametros morfoldgicos y rendimiento, a efectos de tener una idea mas clara de coémo
puede abordarse la seleccion de animales.
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e Que los factores de importancia economica para los caracteres seleccionables se
podrian consultar a investigadores con informacion relevante como son Cristébal
Aguilera del IRTA o Carmelo Ledn de la ULPGC.

e Que para las empresas los caracteres mas importantes son los de crecimiento y de
malformaciones por las pérdidas que estas implican en costes de produccion.

e Joseé Antonio Sanchez y Yaisel Borrell indican que podria ser interesante considerar el
valor de heterocigosidad media en la descendencia como factor a ponderar en la
seleccion del nucleo de reproductores de élite. Si bien, a priori, la minima
consanguinidad deberia dar el mismo resultado o similar al obtenido por
maximizacion de heterocigosidad media con marcadores neutrales.

e Finalmente se concluyen los siguientes pasos para ejecutar PROGENSA®-I,

- Establecer un ranking de los peces por crecimiento y valorar como quedan para los
valores genéticos aditivos de las malformaciones.

- Hacer una maximizacion del nucleo de reproductores de élite por Valor Genético
Aditivo (VGA) y consanguinidad minima para la F2. Para ello se dispone el
programa aportado por Miguel Angel Toro.

- Hacer la seleccion de dos lotes para las CCAA de Canarias y CCAA de Andalucia:

o 60 peces para el Grupo de élite

o 60 peces para el Grupo control
- Llevar a cabo la organizacion de ambos lotes, momento en el cual se podrian

hacer,
o fotos con el mismo sistema utilizado para el sacrificio, y llevar a cabo un
Catalogo de Animales de Elite.
o toma de trozo de aleta caudal
o toma de muestra de sangre (a valorar in situ por cada equipo de trabajo)

- Llevar a cabo una criba de peces en la CCAA de Murcia y CCAA de Catalufia para
evitar el mantenimiento de todo el stock de reproductores hasta el proximo
invierno de 2013.

- Llevar a cabo una criba de peces en la CCAA de Andalucia y CCAA de Canarias
para evitar el mantenimiento de todo el stock de reproductores, a la vez que
proceder al establecimiento de los lotes arriba mencionados y sincronizar los dos
dias consecutivos en que ambas CCAA recogerian las siembras de huevos de los
Grupo de élite y Grupo control, las cuales se llevarian por separado hasta el
momento del marcaje con PIT.

- La CCAA de Andalucia remitirias sus puestas a la CCAA de Catalufia por la
imposibilidad de sacar adelante este invierno las mismas, para lo cual ambas
CCAA llegarian a un acuerdo econémico de cémo proceder.

- Consolidar las empresas que finalmente participaran por parte de cada uno de los
lideres de las CCAA.
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- Valorar la compra unificada de un sistema de muestreo similar al utilizado por la
CCAA de Andalucia, para implementar desde el marcaje inicial. Para ello, valorar
la propuesta del sistema de Manuel o bien con los ingenieros del IDeTIC de la
ULPGC.

- Valorar qué numero de animales habremos de sacar adelante porque en esta
ocasion los factores a considerar son:

o Dos tallas de sacrificio: 500 gramos y 1 kilo
o Dos lotes: descendientes de élite y control

11. Planificacion y propuesta para la siguiente reunion

En este punto se considera que podriamos hacer una reunion via Skype antes de que los
peces alcancen los 0,5 gramos, que es el momento en que los peces seran remitidos a las
distintas CCAA. Luego iremos viendo el desarrollo de las puesta, por lo que podria ser
aproximadamente en septiembre de 2012.

12. Ruegos y preguntas

El coordinador Juan Manuel Afonso expone que ha recibido varios emails por parte del
Catedratico de Fisiologia de la Universidad de Barcelona Joaquin, mostrando un gran interés
en participar en el proyecto, aparentemente sin &nimos de financiacion sino solo con el interés
de contribuir con su analisis de marcadores de crecimiento muscular y esquelético. A priori,
las muestras que necesitaba no eran posibles porque los filetes sobrantes del proyecto fueron
congelados a -20°C, lo cual hace inviable cualquier anlisis de expresion genética.

Por otro lado, se solicita la opinidén de Alicia Estévez ya que la presentacion inicial de
dicho investigador vino por una previa conversacion con ella. Una vez informado que ella no
llegd a ningln compromiso con Joaquin a quien le explicd los condicionantes del proyecto,
asi como que los objetivos estan ya muy bien definidos, asi como las tareas, se concluye que
el coordinador informe que Joaquin que no es posible en las condiciones actuales integrar sus
pretensiones en el contexto del proyecto PROGENSA-II.

Sin mas asuntos que tratar se da por finalizada la reunion de cierre del proyecto
PROGENSA-I, y de arranque del proyecto PROGENSA-II.

13. Conclusiones

e (ue en este primer afio de ejecucion del proyecto sélo siembren las CCAA de Canarias
y Andalucia, siguiendo el mismo protocolo que en PROGENSA®-I, es decir, siembras
sincronizadas entre CCAA y con huevos de dos dias consecutivos.

e (ue los huevos sembrados por la CCAA de Andalucia sean cultivados por la CCAA de
Catalufa, lote estacion, y por la empresa participante de dicha CCAA, PIMSA, quien
estd muy interesada en colaborar en dicha fase. De este modo, habria una mayor
seguridad en el éxito de la F2.

e Utilizar la misma altura en todas las fotografias, como normalizacion.

e Utilizar una guia o regla de referencia en todas las fotografias, como normalizacion.

e Hacer las fotografias a los peces en el mismo orden que la numeracion utilizada, como
normalizacion.

e Utilizar la longitud estandar, como variable de crecimiento.
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e Desechar los filetes reserva de PROGENSA®-|

e Anotar queé usuario hace el rendimiento de cada pez

e Hacer un protocolo para el caracter de rendimiento filete, con fotos incluidas, a efectos
de facilitar la normalizacion.

e  Que la CCAA de Andalucia descongele todos los esqueletos y haga un analisis de las
malformaciones, a la vez que puede hacer lo propio a través de las fotografias.

e Que la CCAA de Murcia valore si finalmente puede hacer las radiografias de todos
los esqueletos deformes, las digitalice y remita la CCAA de Canarias, donde Javier
Roo y Juan Manuel Afonso, harian una valoracion final y homogeénea para todos los
peces.

e Que Juan Manuel Afonso remita a todos los participantes el Catdlogo de
Malformaciones, al margen de que este pueda descargarse desde la web del grupo
GENETICA en SecJACUMAR.

e Que la CCAA de Cataluiia trate de explotar la estrategia llevada a cabo por la CCAA
de Canarias, quien utilizé alumnos de las facultades de Veterinaria y Ciencias del Mar,
a traves de la contratacion de alumnos de la escuela de Formacion Profesional que
tiene cerca de su centro.

e  Que una vez analizados los resultados %enéticos de heredabilidad para todos los
parametros de la textura en PROGENSA™-I, s6lo se volverian a llevar a cabo en
PROGENSA®-11 si la heredabilidad fuese importante.

¢ Que se trate de desatascar desde la Universidad de Murcia el Convenio PROGENSA-
l.

e Que el coordinador tratase de preparar la memoria final utilizando toda la informacién
de los informes anuales previos asi como con las actas de cada una de las reuniones.
Por otro lado, cada lider de CCAA remita todo aquello que considere necesario afadir,
si bien en el ultimo afio se produjo la BBDD fenotipica y genotipica que ya esta
integrada en so6lo una. Luego, en todo caso que cada CCAA revise el documento
definitivo.

e Presentar a los siguientes congresos las conclusiones del proyecto PROGENSA-I:

o Reunién Nacional de Mejora Genética Animal (Menorca, 2012)
o Genética en Acuicultura (Auburn, 2012)
o Europeo de Acuicultura (Praga, 2012)

e Que el coordinador indague al respecto con la Jefa de Servicio de la CCAA de
Canaria, como y cuando dispondremos de la financiacién para desarrollar
PROGENSA-II.

e Que los lideres de cada CCAA pregunten a las empresas implicadas su grado de
compromiso de llevar peces hasta el kilo, y que en el caso de que las empresas no
puedan o quieran, se tendria que valorar la posibilidad de cambiar de empresa.

e Establecer los siguientes pasos para llevar a cabo el desarrollo de PROGENSA-II:

o Establecer un ranking de los peces por crecimiento y valorar como quedan para

los valores genéticos aditivos de las malformaciones.

o Hacer una maximizacién del ndcleo de reproductores de élite por Valor
Genético Aditivo (VGA) y consanguinidad minima para la F2. Para ello se
dispone el programa aportado por Miguel Angel Toro.

o Hacer la seleccion de dos lotes para las CCAA de Canarias y CCAA de
Andalucia:

= 60 peces para el Grupo de élite
= 60 peces para el Grupo control
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o Llevar a cabo la organizacion de ambos lotes, momento en el cual se podrian
hacer,
= fotos con el mismo sistema utilizado para el sacrificio, y llevar a cabo
un Catalogo de Animales de Elite.
= toma de trozo de aleta caudal
= toma de muestra de sangre (a valorar in situ por cada equipo de trabajo)

o Llevar a cabo una criba de peces en la CCAA de Murcia y CCAA de Catalufia
para evitar el mantenimiento de todo el stock de reproductores hasta el
préximo invierno de 2013.

o Llevar a cabo una criba de peces en la CCAA de Andalucia y CCAA de
Canarias para evitar el mantenimiento de todo el stock de reproductores, a la
vez que proceder al establecimiento de los lotes arriba mencionados y
sincronizar los dos dias consecutivos en que ambas CCAA recogerian las
siembras de huevos de los Grupo de élite y Grupo control, las cuales se
Ilevarian por separado hasta el momento del marcaje con PIT.

o La CCAA de Andalucia remitirias sus puestas a la CCAA de Catalufia por la
imposibilidad de sacar adelante este invierno las mismas, para lo cual ambas
CCAA llegarian a un acuerdo econémico de como proceder.

o Consolidar las empresas que finalmente participaran por parte de cada uno de
los lideres de las CCAA.

o Valorar la compra unificada de un sistema de muestreo similar al utilizado por
la CCAA de Andalucia, para implementar desde el marcaje inicial. Para ello,
valorar la propuesta del sistema de Manuel o bien con los ingenieros del
IDeTIC de la ULPGC.

o Valorar qué numero de animales habremos de sacar adelante porque en esta
ocasion los factores a considerar son:

» Dos tallas de sacrificio: 500 gramos y 1 kilo
= Dos lotes: descendientes de élite y control
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