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1. DATOS ADMINISTRATIVOS
1.1. Titulo del proyecto

MEJORA DE LA COMPETITIVIDAD DEL SECTOR DE LA DORADA A TRAVES DE LA SELECCION
GENETICA (PROGENSA-III)

1.2. Entidades participantes
- AGENCIA ESTATAL CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS (CSIC)

- INSTITUTO ESPANOL DE OCEANOGRAFIA (IEO)

- EL INSTITUTO ANDALUZ DE INVESTIGACION Y FORMACION AGRARIA, PESQUERA,
ALIMENTARIA Y DE LA PRODUCCION ECOLOGICA (IFAPA)

- UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA (ULPGC)
- UNIVERSIDAD POLITECNICA DE CARTAGENA (UPCT)

1.3. Coordinador técnico del proyecto
JUAN MANUEL AFONSO LOPEZ

14. Periodo de ejecucidn

DICIEMBRE DE 2016 — OCTUBRE DE 2018

1.5. Ayuda concedida

Indicar el importe de la ayuda concedida por resolucion.

577.109,87€ SEGUN RESOLUCION DE 5 DE DICIEMBRE DE 2016

2. DATOS ECONOMICOS

Indicar el presupuesto concedido en la resolucion:

2016 2017 20181 20191
Presupuesto 288.554,89 € 144.277,49 € 0€ 144.277,49 €
concedido
Presupuesto 288.554,89 € 144.277,49 € 0€ 129.965,44 €2
ejecutado

1 En concordancia con la prérroga concedida al proyecto PROGENSA-III por el DIRECTOR GENERAL DE

ORDENACION PESQUERA Y ACUICULTURA, D. Juan Ignacio Gandarias Serrano, el 19 de noviembre de

2018, solicitada previamente por el coordinador de PROGENSA-III el 26 de julio de 2018.

2 Segun el investigador Principal del IFAPA (Dr. Manuel Manchado), 8.869,05€ no los pudieron consumir.

Segun la Investigadora Principal del IEO (Dra. Marta Arizcum), 5.442,998€ no los pudieron consumir. Por

lo que PROGENSA-III ha consumido del total del proyecto el 97,52%. Estando este importe en el Ultimo |T|_

afio, donde sélo ha consumido el 90,08% del importe de esa anualidad (144.277,49€)
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3. MODIFICACIONES DEL PROYECTO?
3.1. Modificacion de las actividades

Indicar, en su caso, los cambios producidos en las actividades contempladas en la memoria
cientifico-técnica y la justificacion de estas modificaciones.

PROGENSA-III no ha sufrido modificacién alguna en sus actividades a desarrollar, tal y como
estas fueron planteadas en el proyecto y que son:

ACTIVIDAD-A.1

O1. Produccién de una tercera generacion de animales seleccionados
02. Optimizacién de la gestidon y manejo de reproductores de élite bajo puesta masal,
03. Generar un banco de tejido

ACTIVIDAD-A.2

OA4. Explorar el efecto de dietas altamente eficientes

ACTIVIDAD-A.3

O5. Estudiar la variabilidad genética para la resistencia a patégenos
ACTIVIDAD-A.4

06. Desarrollar nuevas Tecnologias Facilitadoras Clave (KET’s)
ACTIVIDAD-A.5

07. Jornadas de transferencia de conocimiento

3.2. Cambios en el equipo de trabajo

Indicar cualquier modificacion en la composicion y dedicacion del equipo de trabajo.

PROGENSA-III no ha sufrido modificacién alguna en la composicion de su equipo de trabajo. Asi,
se mantienen las cinco instituciones participantes desde el inicio, cada una dentro del marco de
las actividades encomendadas a cada una de ellas, y que son:

- IATS CSIC
-1IEO

- IFAPA

- ULPGC

- UPCT

3 Las modificaciones técnicas o econdmicas del proyecto deberdn haber sido aprobadas por el érgano
instructor (punto 4 del apartado decimocuarto de la orden de convocatoria).
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3.3. Cambios en el presupuesto

Indicar, en su caso, los cambios respecto a los gastos contemplados en el presupuesto incluido
en la memoria cientifico-técnica del proyecto y la justificacion de éstos.

Los cambios de presupuesto se indican desglosados por periodo oficial en los que ha habido que
presentar informes; 2016-2017, 2018-2019

Periodo 2016-2017
- IATS CSIC

El CSIC solicito el 20 de julio de 2017 el cambio de 9.500 € de material fungible a material
inventariable para la adquisicion de un FISHREADER (para el registro y toma de datos; 5.500€),
un refractdmetro (para la trazabilidad del medio salino; 1.000€) y un electrodo de iones amonio
(para la trazabilidad de la calidad el agua mediante test colorimétricos; 3.000€). Todo lo cual fue
aprobado por EL DIRECTOR GENERAL DE RECURSO PESQUEROS Y ACUICULTURA, D. José Miguel
Corvinos Lafuente, el 4 de agosto de 2017.

-IEO

El IEO solicitd pasar a 2018: a) todos los gastos de personal, b) 2.000 € de material inventariable,
c) 3.580 € de viajes y dietas, todo lo cual se corresponde con un montante final de 12.251,25 €,
lo que representa un valor final inferior al 13%.

- IFAPA

Debido a la ejecucién financiera del subproyecto de Andalucia, y ante la necesidad de poder
ajustar los presupuestos a la situaciéon de desarrollo de los trabajos de investigacién vy las
demoras administrativas en su ejecucidn, se solicitd redistribuir algunas partidas econémicas tal
como se describe a continuacion:

1) Cambiar la partida de personal de 8.778,60 € del afio 1 a la partida de fungible de afio 1. Este
cambio se debid a la imposibilidad de contratar personal este afio. La convocatoria se retrasd y
no se pudo ejecutar el presupuesto asignado.

2) Cambiar la partida de fungible de 5.023,74 € del afio 2 a la partida de fungible de afio 1. Este
cambio se solicitd para agilizar la compra de productos de laboratorio para andlisis en el primer
afio.

3) Cambiar la partida de Estabulacién de 500 € del afio 2 a la partida de Estabulacién de afo 1.
Este cambio se solicitd para agilizar la alimentacién de los peces en el primer afio

4.) Cambiar de la partida de Consumible 837,50 € del afio 2 a la partida de Consumible de afio
1. Este cambio se realizd para agilizar los andlisis de laboratorio en el primer afio.

5) Cambiar 1.000 € de la partida de Viajes y Dietas de afio 1 a subcontratacion de afio 2. Este se
debid a que no se pudo ejecutar el presupuesto total del primer afio y fue necesario incrementar
la partida de subcontratacién.

6) Cambiar 10.500 € de la partida de subcontratacion de afio 1 a subcontratacion de afio 2. Se
firmo un contrato con APROMAR tras su aprobacion por MAPAMA, y otro con la Universidad de
Malaga que estad en proceso de firma tras la supervisidon del letrado. Este afio sélo se podra
realizar una ejecucién parcial de estas partidas y se deben trasladar a 2018.

I
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Todo lo cual fue aprobado por LA DIRECTORA GENERAL DE RECURSO PESQUEROS Y
ACUICULTURA, Dia. Isabel Artime Garcia, el 6 de octubre de 2017.

- ULPGC
No solicité cambio alguno.

- UPCT

La UPCT solicité traspasar 11.434,15 € de Personal y 639,81 € de Viajes y Dietas a Material
Fungible, dejando este ultimo concepto en un montante final de 33.895,46 €. Todo lo cual fue
aprobado por EL DIRECTOR GENERAL DE RECURSO PESQUEROS Y ACUICULTURA, D. José Miguel
Corvinos Lafuente.

Periodo 2018-2019
-1EO

El IEO solicitd el 17 de julio de 2018, una modificacién presupuestaria consistente en pasar el
importe correspondiente a los 4 meses de contrato que se quedaran sin cubrir (7.911,92 €)
desde el concepto de personal a otros conceptos. Se disminuiria asi la partida de viajes y dieta
pasando de 3.580 € que estaba presupuestado a 1.500 €. De esta manera, la partida de fungible,
gue no tenia presupuesto asignado, quedaria con un importe de 5.617,66 € y aumentaria la
partida de material inventariable. Asi, el presupuesto de la 22 anualidad quedaria de la siguiente
manera

CONCEPTO ANO 2
Personal (8 meses de contrato) 15.823,84
Material inventariable 2.500,00
Material fungible 5.617,66
Viajes y dietas 1.500,00
Costes indirectos 5.088,30
TOTAL ELEGIBLE 30.529,85

Ante la demanda de JACUMAR de aclarar cdmo quedaria el cuadro presupuestario, sin descontar
la cantidad de mas justificada en la 12 anualidad, posteriormente matizado por el IEO matiza el
24 de septiembre de 2018, donde en el caso de que no haya que restar al presupuesto de la
anualidad 22 la cantidad de mds que se justificd en la anualidad 12, el presupuesto de la 22
anualidad con las modificaciones quedaria de la siguiente manera:

e Del importe de personal correspondiente a los 4 meses de contrato que se quedaban
sin cubrir (7.911,92 €) se afiadirian 500 € a material inventariable y el resto (7.411,92 €)
se pasarian a material fungible.

CONCEPTO ANO 2
Personal (8 meses de contrato) 15.823,84
Material inventariable 2.500,00
Material fungible 7.411,92
Viajes y dietas 3.580,00
Costes indirectos 5.863,15
TOTAL ELEGIBLE 35.178,91

I
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De esta manera, la cantidad total de la 22 anualidad no variaria respecto a la cantidad
presupuestada inicialmente, pero la suma de esta cantidad con el total justificado en la
12 anualidad excederia del total presupuestado para el proyecto.

Todo lo cual fue aprobado por la SECRETARIA DE LA JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS
MARINOS (JACUMAR), el 28 de septiembre de 2018 (email a las 12:14).

- IFAPA

El IFAPA, solicita una modificacidon presupuestaria el 7 de junio de 2018, para completar los
analisis de PROGENSA Il y poder realizar la selecciéon de los animales reproductores de la
siguiente generacion, es necesario un esfuerzo adicional en los andlisis de genotipado. Dado el
retraso en la seleccién de personal, la partida prevista en personal no se podra ejecutar y por
ello solicitamos un cambio de partida al concepto de fungibles. Este cambio de presupuesto
teniendo en consideracion el ya aprobado en octubre de 2017 supone el 19.95% del total
aprobado a IFAPA. Abajo se indica el presupuesto aprobado y los cambios solicitados.

Modificacion Octubre2017
OTAL/CCAA: IFAPA -2
Personal 0,00 € 2048340€ | 20483.40€ -6,57
Material Inventariable 3.000,00 € 0.00 € 3.000,00 €
Material fangible 5375234 € 0.00 € 5375234 € 6,57
Estabulacién 4.789.27 € 0,00 € 4.789.27 €
Consumible 143354 € 0,00 € 145354 €
Viajes y dietas 3.000,00 € 0,00 € 3.000,00 € -0,75
Otros gastos 8.400.00 € 0.00 € 8.400,00 €
SUBCONTRATACION | 500000€ | 1150000€ | 16.500,00 € 0,75
Costes indirectos 15879.03€ | 639668€ | 2227571¢€
TOTAL ELEGIBLE: 95.274,18€ | 38.380,08 € | 133.654,26 € 133.654,26
COSTE TOTAL: 732
% 11.3% 287%
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Moditicacion Mayo 2018

TOTAL/CCAA: IFAPA -2
Personal 0.00 € 3.600,00 € 3.600,00 € -19,20
Material Inventasiable 3.000,00 € 0.00 € 3.000,00 €
Material fungible 33.75234€ | 16.88340€ | 70.63574¢€ 19,20
Estabulacién 478927 € 0.00 € 478927 €
Consumible 143354 € 0.00€ 145354 €
Viajes y dietas 3.000,00 € 0.00 € 3.000,00 € -0,75
Otros gastos 8.400,00 € 0.00 € 8.400,00 €
SUBCONTRATACION | 500000€ [ 1130000€ | 16500,00¢€ 0,75
Costes indirectos 15879.03€ | 639668€ | 2227571€
TOTAL ELEGIBLE: 95.274,18 € | 38.380,08€ | 133.654,26€ 133.654,26
COSTE TOTAL: % 19,95
% 11.3% 287%

Todo lo cual fue aprobado por la SECRETARIA DE LA JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS
MARINOS (JACUMAR), el 29 de junio de 2018 (email a las 11:43).

El IFAPA, solicita una nueva modificacidn presupuestaria el 30 de julio sobre la previamente
solicitada el 7 de junio de 2018. Desde la ultima solicitud de presupuesto se ha incurrido en un
gasto de dietas y locomocién necesario para el andlisis de muestras y seguimiento de
actividades. Por ello es necesario, realizar una distribucién entre anualidades y un pequefio
cambio en la partida de fungible respecto al presupuesto aprobado y que respecto al
presupuesto original supone el 19.81% del total aprobado a IFAPA. Abajo se indica el
presupuesto aprobado en 2016 y los cambios solicitados.

Modificacién Mayo 2018

TOTAL/CCAA: IFAPA -3
Personal 0,00 € 3.600,00 € 3.600,00 € -19,20
Material Inventariable 3.000,00 € 0.00 € 3.000,00 €
Material fungible 5375234 € | 1688340€ | 70.63574€ 19,20
Estabulacién 478927 € 0,00 € 478927 €
Consumible 143354 € 0,00 € 145354 €
Viajes y dietas 3.000,00 € 0,00 € 3.000,00 € -0,75
Otros gastos 8.400,00 € 0.00 € 8.400,00 €
SUBCONTRATACION | 500000€ | 11.50000€ [ 16.500.00€ 0,75
Costes indirectos 15879,03€ | 639668€ | 2227571€
TOTAL ELEGIBLE: 95.274,18€ | 38.380,08€ | 133.654,26 € 133.654,26
COSTE TOTAL: % 19.95
% 71,3% 28,7%
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Modificacién Julio 2018

TOTAL/CCAA: IFAPA-4
Personal 0.00 € 3.60000€ | 3.60000€ -19,20
Material Inventasiable | 3.000.00 € 0.00 € 3.000,00 €
Material fungible 53.75234€ | 1670440€ [ 7045674¢€ 19,07
Estabulacién 4789.27 € 0.00 € 478927 €
Consumible 143354 € 0.00 € 145354 €
Viajes y dictas 194700€ | 123200€ | 3.179.00¢€ -0,61
Otros gastos 8.400,00 € 0.00 € 8.400,00 €
SUBCONTRATACION| 500000€ | 1150000€ | 1650000 € 0,75
Costes indirectos 15879.03€ | 639668€ | 2227571¢€
TOTAL ELEGIBLE: 94.221,18€ | 39.433,08 € | 133.654,26 € 133.654,26
COSTE TOTAL: % 10 81
%o 70,5% 29.5%

Todo lo cual fue aprobado por la SECRETARIA DE LA JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS
MARINOS (JACUMAR), el 9 de septiembre de 2018 (email a las 10:10).

3.4. Cambios en el cronograma de trabajo

Indicar, en su caso, las prérrogas del proyecto autorizadas por el drgano instructor y/o los
cambios producidos en la distribucion temporal de las actividades.

En el proyecto PROGENSA-III se establecié un cronograma que se indica en la siguiente figura 1,
si bien finalmente se ha ejecutado el indicado en la figura 2. Como se puede apreciar, se han
cumplido todas las tareas en plazo y forma, excepto que en algunas tareas que se relacionan a
continuacién, se ha tenido que adelantar el trabajo a tenor de la necesidad de sincronizar
adecuadamente las justificaciones del proyecto con los ciclos bioldgicos y del sistema de
produccién de la dorada.

Tarea A.1-2. Control de Rendimientos: se mantiene dicha tarea para los meses 7, 8 y 9 del

segundo ano del proyecto para las muestras de engorde de la clase afio 2017, llevadas a cabo
por el IEO-UPCT e IFAPA. Mientras que para las muestras de la clase afio 2016, llevadas a cabo
por la ULPGC e IFAPA se han adelantado a los meses 10, 11 y 12 del primer afio del proyecto,
por lo que entran en la primera justificacion de 30 de noviembre de 2017.

Tarea A.1-3. Andlisis de paternidad: se mantiene dicha tarea para los meses 7, 8 y 9 del segundo

afio del proyecto, para las muestras de engorde de la clase afio 2017, llevadas a cabo por el IEO-
UPCT e IFAPA. Mientras que para las muestras de la clase afio 2016, llevadas a cabo por la ULPGC
e IFAPA se han adelantado a los meses 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12 del primer afio del proyecto, por lo
que entran en la primera justificacion de 30 de noviembre de 2017. Ello esta motivado por el
adelanto de parte de la Tarea A.1-2, ya que van en paralelo.
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Tarea A.1-6. Banco de Muestras: se mantiene dicha tarea para los meses 7, 8 y 9 del segundo

afio del proyecto, para las muestras de engorde de la clase afio 2017, llevadas a cabo por el IEO-
UPCT e IFAPA. Mientras que para las muestras de la clase afio 2016, llevadas a cabo por la ULPGC
e IFAPA se han adelantado a los meses 11 y 12 del primer afio del proyecto, por lo que entran
en la primera justificacion de 30 de noviembre de 2017. Ello estd motivado por el adelanto de
parte de la Tarea A.1-2, ya que van en paralelo.

Tarea A.2-2. Andlisis de Paternidad: la tarea planificada en el primer afio para los meses 5,6y 7,

se ha llevado a cabo entre los meses 10, 11y 12, acorde a cdmo ha transcurrido en crecimiento
de los alevines de la clase aifio 2017, proporcionada por el IFAPA y pre-engordada por el IEO,
antes de ser remitida al CSIC (IATS). Esto ha hecho que las muestras hayan llegado mas tarde a
la ULPGC, desde donde se lleva a cabo al andlisis de paternidad en colaboracién con el IFAPA,
pero en cualquier caso, siempre dentro de primer afio, tal y como estaba planificado.

Tarea A.5-1. Jornadas de Transferencia: la tarea planificada en el primer afio para el mes 12, se

llevé a cabo en el mes 5, después de varias reuniones via Skype con REMA, D. Juan Manuel
Ferndndez Aldana, pues el sector consideréd mejor hacer difusidn inicial de PROGENSA-III, para
de alglin modo introducir los “inputs” de las empresas, al margen de que posteriormente se
lleven a cabo nuevas acciones de transferencia. En cuanto a la Jornada de Transferencia al sector
industrial programada para el mes 12 del segundo afio, se trasladd al mes 9 del segundo afio
después de las coordinaciones llevadas a cabo entre el IFAPA y REMA.

En el cuadro no se considera modificacién alguna en la distribucién de las actividades acorde a
la concesion de la prérroga, a tenor de que ésta fue concedida para la elaboracidn del INFORME
DE SEGUIMIENTO FINAL, asi como la presentacién de la JUSTIFICACION ECONOMICA.

PRIMERA ANUALIDAD [Afiol] SEGUNDA ANUALIDAD [Afio2]

ACTIVIDAD-A.1
CRIAY CULTIVO Tarea A.1-1.

M1*¥ M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 MS MI10 M1l Mi2|M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M3 MS M10 M1l M12

CONTROL DE RENDIMIENTO Tarea A.1-2.

ANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.1-3.

ESTIMACION DE PARAMETROS GENE]Tarea A.1-4.

OPTIMIZACION DE LA CONTRIBUCIONTarea A.1-5.

ANCO DE MUESTRAS Tarea A.1-6.

ACTIVIDAD-A.2
INTERACCION NUTRICION-GENOMA |Tarea A.2-1.

ANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.2-2.
ACTIVIDAD-A.3

INFECCIONES EXP. VIBRIO - PHOTOB. |Tarea A.3-1.

INFECCIONES CON LYMPHOCYSTIS Tarea A.3-2.

INFECCIONES EXP. ENTEROMYXUM [Tarea A.3-3.

ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNIT Tarea A.3-4.

ANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.3-5.

ACTIVIDAD-A.4

BASE DE DATOS

I

area A.4-1.
ACTIVIDAD-A.5
Tarea A.5-1.

JORNADAS DE TRANSFERENCIA

A

Figura 1. Cronograma planificado en la memoria del proyecto
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PRIMERA ANUALIDAD [Afiol]

SEGUNDA ANUALIDAD [Afio2]

ACTIVIDAD-A.1

M1* M2 M3 M4 M5 Mé M7 M8 M5 MI10 Mil Mi2|{M1 M2 M3 M4 M5 Mé M7 M3 MS M10 Mil MI12

cria Y cuLTIVO Tarea A.1-1.
JCONTROL DE RENDIMIENTO Tarea A.1-2.
JANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.1-3.

ESTIMACION DE PARAMETROS GfTarea A.1-4.

JOPTIMIZACION DE LA CONTRIBU Tarea A.1-5.

JANCO DE MUESTRAS Tarea A.1-6.

ACTIVIDAD-A 2
INTERACCION NUTRICION-GENO|Tarea A.2-1.

JANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.2-2.
ACTIVIDAD-A.3

INFECCIONES EXPERIMENTALES Tarea A.3-1.

INFECCIONES CON LYMPHOCYST|Tarea A.3-2.

INFECCIONES EXPERIMENTALES |Tarea A.3-3.

JANALISIS DE LA RESPUESTA INM{Tarea A.3-4.

JANALISIS DE PATERNIDAD Tarea A.3-5.
ACTIVIDAD-A.4
area A.4-1.

[BASE DE DATOS

I

ACTIVIDAD-A.5

ORNADAS DE TRANSFERENCIA |Tarea A.5-1.

Figura 2. Cronograma ejecutado del proyecto

4. SEGUIMIENTO TECNICO

4.1. Objetivos

Indicar el grado de consecucion, hasta la fecha, de cada uno de los objetivos (generales y
especificos) contemplados en la memoria cientifico técnica presentada, mediante la siguiente

tabla resumen:

%
OBIETIVOS CONSECUCION
OBIJETIVOS
Objetivo-1. Producciéon de una tercera generacién de animales
. 100%
seleccionados
Objetivo-2. Optimizacidn de la gestion y manejo de reproductores de 100%
élite bajo puesta masal
Objetivo-3. Generar un banco de tejido 100%
Objetivo-4. Explorar el efecto de dietas altamente eficientes 100%
Objetivo-5. Estudiar la variabilidad genética para la resistencia a 100%
patégeno
Objetivo-6. Desarrollar nuevas Tecnologias Facilitadoras Clave (KET’s) 100%
Objetivo-7. Jornadas de transferencia de conocimiento 100%
TOTAL 100%
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4.2. Actividades

Indicar la ejecucion de cada una de las actividades contempladas en el proyecto a través de la
siguiente tabla resumen:

. %
ACTIVIDADES ESTADO DE EJECU:IIOON EJECUCION
FINALIZADA REALIZADA

Actividad A.1-1. Cria y Cultivo X 100%
Actividad A.1-2. Control de Rendimiento X 100%
Actividad A.1-3. Andlisis de Paternidad X 100%
Actividad A.1-4. Estimacion de parametros X 100%
Actividad A.1-5. Optimizacidn contribucidn X 100%
Actividad A.1-6. Banco de muestras X 100%
Actividad A.2-1. Interaccion Nutricion-Genoma X 100%
Actividad A.2-2. Andlisis de paternidad X 100%
Actividad A.3-1. Infecciones bacterias X 100%
Actividad A.3-2. Infecciones virus X 100%
Actividad A.3-3. Infecciones pardasitos X 100%
Actividad A.3-4. Andlisis de la respuesta X 100%
Actividad A.3-5. Andlisis de paternidad X 100%
Actividad A.4-1. Base de datos X 100%
Actividad A.5-1. Jornadas de Transferencia X 100%

TOTAL 100%

Incluir, para cada una de las actividades la siguiente informacion:

- Entidades participantes

- Presupuesto inicial y Presupuesto ejecutado

- Descripcion de las tareas y trabajos realizados
- Subcontrataciones

- Resultados obtenidos

- Incidencias

ACTIVIDAD-A.1

01. Produccidon de una tercera generacion de animales seleccionados (élite) para crecimiento y
morfologia basada en poblaciones de animales bajo explotacidon industrial, el marco de
PROGENSA®, a través de la produccion de descendientes evaluados para caracteres de
crecimiento, rendimiento, calidad del pez y de la carne, en todas las condiciones de cultivo de
dorada de Espafia (esteros y jaulas) y diferentes localizaciones (Atlantica y Mediterranea),
cuantificando la interaccion Genotipo-Ambiente (Familia-Condiciones de produccion).

Tarea A.1-1. CRIA Y CULTIVO

Participantes: ULPGC — IFAPA - IEO

Para realizar la evaluacién genética de una tercera generacién de animales seleccionados de
PROGENSA, se han llevado a cabo el establecimiento de lotes de reproductores a escala
industrial en tres instalaciones:
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- Lote de control (animales no seleccionados, 46 reproductores) y élite (animales seleccionados
para crecimiento y baja prevalencia en deformidades, 53 reproductores) en las instalaciones del
IFAPA.

- Lote de control (animales no seleccionados, 30 reproductores) y élite (animales seleccionados
para crecimiento y baja prevalencia en deformidades; reproductores) en las instalaciones de la
ULPGC.

- Lote de control (animales no seleccionados, 140 reproductores [90 € y 50 @]) en las
instalaciones del IEO.

Protocolos de cultivo

Se siguieron los protocolos de cultivo estandares para dorada, tal y como se describe en Roo et
al. (1999) y Lee-Montero et al. (2015). Para lo cual se llevaron a cabo siembras a escala industrial,
cada una de ellas compuesta de huevos recogidos en cuatro dias consecutivos (4DL), con
proporcionalidad de cada uno de los cuatro dias en la composicién final del lote a sembrar. Asi,
se sembraron tanto lotes de animales de élite como de control en las instalaciones de IFAPA y
ULPGC, mientras que en el caso del IEO sélo se sembraron lotes control porque el stock de
reproductores del IEO nunca antes habia sido sometido a procesos de seleccién genética.

Todos los reproductores de las tres instituciones (IFAPA, IEO, ULPGC), estdn identificados con
PIT-tags para disponer de una trazabilidad total de los lotes a producir, los cuales ademas han
sido caracterizados con la Supermultiplex de PCR de marcadores microsatélites SMsal (Lee-
Montero et al., 2013), y que fueron:

- En el caso del IFAPA se han producido dos clases afos (denominadas como CA16 y CA17) a
partir de los reproductores F2 del programa PROGENSA para el proyecto PROGENSA-III, de tal
forma que permitiese la evaluacién final de caracteres de crecimiento, rendimiento, calidad del
pez y de la carne al final del engorde, asi como la comparacion con otros stocks de produccion
(Mediterraneo-Atlantico) en el periodo de ejecucion del proyecto.

En la CA16 se usé descendencia de una F2 de 53 parentales y una F2 sin seleccionar (Control) de
46 parentales en Andalucia. Estos animales se acondicionaron desde finales 2015 con
fotoperiodo corto (8L:16D) a una temperatura que vario entre 19-209C. El periodo de puesta fue
entre enero y junio de 2016. Para el periodo de puesta, los animales se alimentaron con dieta
especial de reproductores (Skretting Vitalis Cal). Las puestas se cosecharon diariamente y se
monitorizaron las tasas de fecundacidn y la tasa de eclosién. Cuando dichas tasas eran dptimas
(>80%), la siembra se sincronizé con la ULPGC la siembra de los tanques.

- En el caso de la ULPGC, el procedimiento fue similar al descrito anteriormente para las
instalaciones del IFAPA, excepto que sdlo se produjo la clase afio 2016 (CA16) y que el nimero
de reproductores fue diferente (30 animales para los élite y otros 30 animales para los control).

- En el caso del IEQ, sdlo se produjo la clase afio 2017, CA17, con un stock de reproductores de
dorada d formado por 90  y 50 @£, adaptados a las condiciones de cultivo, que producen
puestas de forma natural entre 150 y 200 millones de huevos por estacién reproductora. Todos
los individuos estan identificados con el sistema individual Passive Integrated Transponder y sus
genotipos han sido analizados por la UPCT con la multiplex SMsal (Lee-Montero et al., 2013).
Previamente a la estacidn de puesta los reproductores fueron colocados en tanques con circuito
cerrado a 19-202Cy alimentados con pienso especial de reproductores. Las puestas comenzaron
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el 14.12.2016 y se sucedieron casi diariamente hasta el 05.06.2017 con unos porcentajes medios
de fecundacion del 80% y de eclosién del 94%.

Siembras

Participantes: IFAPA — ULPGC — AQUANARIA - PIMSA

Clase afio 2016 (CA16)

Entre el 24.03 y 07.04 llegaron 4 lotes de larvas recién eclosionadas, 2 Control y 2 Elite. Se llevd
a cabo el cultivo larvario de 120.000 larvas/lote en tanques cilindricos de 1,5 m3 de capacidad
siguiendo la misma metodologia del apartado anterior. Se hicieron muestreos periddicos de
crecimiento larvario y se enviaron muestras a ULPGC para el analisis genético.

Tabla 1. Caracteristicas de las siembras de la CA16. Se indica fecha de las puestas, el nimero de
larvas usado y los porcentajes relativos en los tanques de cultivo larvario.

Siembra S1 IFAPA Siembra S3 IFAPA
Total Total %
Fecha Larvas % Fecha Larvas
28/01/16 68.000 23.6 29/02/16 36,000 35.6

29/01/16 90,000 313 01/03/16 15,000 14.9
30/01/16 90,000 313 03/03/16 25,000 24.8

1/02/16 40,000 13.9 04/03/16 25,000 24.8
28/01/16 68.000 22.8 01/03/16 25,000 25.0

Control

Control

o ]

5 20/01/16 90,000 302 S 020316 25.000 250
S 3001/16 90,000  30.2 T 03/03/16 25000  25.0
B 10216 50000 168 = 0s/03/16 25000 250
o 07/0216 100,000  25.9

é 09/02/16 100,000  25.9

S 1000216 100,000  25.9

= 11/02/16 86,000 223

El cultivo de las larvas se realizd de acuerdo con el protocolo estdndar que se siguié en ciclos de
seleccién previos (Garcia-Celdran, et al., 2015; Garcia-Celdran, et al., 20163, b). En el caso de las
dos primeras siembras de Control y EliteF2, un problema en la calidad del agua a los 31 dias de
vida (dph) hizo que el control murieray el lote de EliteF2Aa redujera la cantidad de larvas. El lote
EliteF2b siguid su cultivo de forma adecuaday a los 88 dph se desdoblé para evitar el canibalismo
(10.812 postlarvas de 0,96g y 16.811 de 0,30 g). A los 93 y 100 dph, las larvas se volvieron a
dividir para evitar la dispersidn excesiva de tallas tal como se muestra en la Figura. 3. Cuando los
animales de la EliteF2a tenian 124 dias de vida y los de la Elite F2b 113 dias, se enviaron 2,242
peces a la ULPGC (11,6% de la EliteF2a y 88,4% de EliteF2b). De igual forma, la ULPGC envi6 786
peces de la EliteF2 y 130 de Controles F2 de la ULPGC para crear los grupos de evaluacion.

A dia 140, se comenzaron los marcajes de los 2,263 animales y que incluyeron 1,247 peces de
IFAPA (eliteF2a 8,2% y eliteF2b 91,8%) asi como los peces procedentes de Canarias (eliteF2Cy
controlF2C). Los animales marcados se mantuvieron en IFAPA y los 23.476 peces restantes se
transportaron a PIMSA, para su evaluacion. Debido a un fallo de oxigenacién, los peces de la
empresa murieron en su mayoria y se estimé una supervivencia de 2.000 peces, por lo que hizo
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un nuevo envio a la empresa PIMSA para incrementar el nimero de animales en evaluacién. En
las instalaciones del IFAPA Torufio se mantuvieron 1.400 peces marcados como plan de
contingencia.

$1 ControlF2
ULPGC

31dph l
—>
>< Flites Canarias (786)
Contral Canarias {130)

Hites Andaluda {1,247)

ULPGC L

Elitef2a

—>

7T peces Total 2,262

2
S

2.1g {1280 g)

<
a
o
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1
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2,10 peces {1.3) § O‘ =
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980g (457 peces) §-
ULPGC
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Figura 3. Esquema de la produccion de familias de la clase afio CA16 para la siembra 1.

Ademas de la siembra S1, en IFAPA en coordinacion con la ULPGC se realizé una siembra 3
(Tabla 1) con el objetivo de determinar con mayor precision el progreso en la seleccidén genética
durante los dos ciclos de seleccidn realizaos. Para ello, se establecieron dos grupos de doradas
(controlF2A y EliteF2A) en tanques por duplicado. Al destete (40 dias), 251 peces del grupo
controlF2A con un peso de 0,19g se mezclaron con 1.058 peces del grupo EliteF2A. De este grupo
S3, 307 peces de 0.45 g se enviaron a la ULPGC para su cria y el resto se mantiene en la
instalacion para su evaluacidn prevista para noviembre de 2017.

Los datos de peso de los muestreos al marcaje y los muestreos intermedios realizados a los 90 y
253 dias tras el marcaje para al CA16 correspondiente a la S1 se muestran en la Figura 4. Los
peces del grupo de controlF2C son los que tuvieron un mayor peso al marcaje. Sin embargo, a
los 253 las elites EliteF2A y EliteF2C estaban recuperando estas diferencias iniciales e incluso en
el caso de los peces en IFAPA, con un mayor peso medio. En octubre de 2017 a los 481 dias tras
el marcaje (620 dph) esta previsto el sacrificio final.
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Figura 4. Pesos al marcaje, a los 90 y 253 en las instalaciones de PIMSA E IFAPA en la CA2016.

Participantes: IFAPA - IEQ — UPCT — PIMSA — SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO

Clase afio 2017 (CA17)

Se realizé una nueva clase afio, para lo cual se sembraron un tanque control y otro de eliteF2.
La recogida de puestas de los reproductores IEO se sincronizé con ULPGC e IFAPA y se realizé en
cuatro dias consecutivos para aumentar el nimero de familias. A partir del 12.02.17 se
seleccionaron las puestas de mejor calidad segun los porcentajes de fecundacion, simetria de
las divisiones, gotas de grasa, y porcentajes de eclosidn, y se trasladaron a tanques incubadores
cilindro-cénicos de 1.000 litros de capacidad, provistos de circuito abierto de agua de mary
control de temperatura.

Se obtuvieron 1 millén de larvas que se cultivaron en un tanque cilindrico de 5 m3 de capacidad,
a una densidad inicial de 100 larvas/l, temperatura de 199C, salinidad 38%o, y fotoperiodo 16:8
(L: D). Se utiliz6 el método del agua verde afiadiendo los 20 primeros dias 70 ml/m3/dia de un
concentrado comercial de fitoplancton con un 80% de Nannochloropsis sp. Durante esta etapa
la renovacion del agua fue del 2%/dia. Posteriormente los tanques se pusieron en circuito
abierto (30%/hora) con aireacion ligera para mantener los valores de oxigeno disuelto alrededor
de 6 mg/litro. La intensidad de la luz fue de 1.000 luxes en la superficie del agua y el fotoperiodo
16:8 (L: D). Las larvas fueron alimentadas con rotifero (10-20/ml) desde el 6 al 25 dias post
eclosidn (dpe), nauplios de Artemia (1/ml) desde 17 al 27 dpe, metanauplios enriquecidos de
Artemia (3-5ml) del 20 al 55 dpe, y pienso comercial del 40 dpe en adelante.

A los 22 dpe las larvas fueron muestreadas con el programa de analisis de imagen Leica
Application Suite V 4.3, registrando la longitud total (LT), altura de la cabeza (HC), didmetro del
ojo (DO), y porcentaje de formacion de vejiga natatoria. Se llevaron a cabo muestreos periddicos
de crecimiento larvario con el fin de confirmar el correcto crecimiento de los ejemplares.
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Tabla 2. Caracteristicas de las siembras de la CA17. Se indica fecha de las puestas, el nimero de
larvas usado y los porcentajes relativos en los tanques de cultivo larvario

Siembra S1 IFAPA
Fecha Total Larvas %

05/02/17 97.000 31.1

< 070217 85000 272

5 10/02/17 130,000 41.7
12/02/17 100,000 24.4

< 13/02/17 100,000 24.4

(o]

[

2 19/02/17 100,000 24.4

@

20/02/17 110,000 26.8

En el caso del grupo EliteF2A, al dia 37 se desdobld en dos tanques (promedio 0,12 g/pez y
0,3 g/pez) (FigdB). A los 92 dias tras la eclosidn de la poblacién, un lote de aproximadamente
3.000 peces de EliteF2A y 300 de ControlA se intercambiaron con IEO de Murcia. El resto de
peces se mantuvieron en la instalacién hasta su marcaje. Dado el mayor niumero de larvas en el
grupo EliteF2A se tuvo que desdoblar el tanque hasta 3 veces (lotes a, b, c). En total se
produjeron 2.758 peces d control y 8.853 de EliteF2A. Como se puede observar en la figura 4 se
muestra el crecimiento de los grupos ControlA y EliteF2A. La diferencia de crecimiento se
acentula tras el destete debido a la mayor carga de los lotes de EliteF2A.

—&— Controls
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g ® £
L2 -
- ° 23
= @
ol 4 3
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Figura 4. 1zq: Longitud del controlA y EliteF2A en diferentes tanques desdoblados: Dcha:
Longitud de lotes desdoblados de EliteF2A

EI IEO envio a IFAPA 6.200 alevines para preengorde y transporte a jaulas y esteros (crecimiento)
y retos bacterianos y viricos contemplado en la Actividad 3, a la vez que recibieron 5.000 alevines
el 19.05.

Los dias 13y 14 de septiembre de 2017 se marcan con PIT en la cavidad abdominal 2.100 alevines
de IEO de 7 gy 2.100 alevines de IFAPA/CANARIAS de 10 g. Los dias 9y 10 de octubre, utilizando
el FishReader de TROVAN, se hace el muestreo individual de todos los peces destinados al
crecimiento en jaulas mediterrdneas —marca, peso y talla- y se toma una muestra de aleta para
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el andlisis genético que se realizara al final de la etapa de engorde. Quedan en tanques
separados los peces marcados y muestreados destinados a la fase de engorde en la empresa
Servicios Atuneros del Mediterrdneo S.L. (Murcia), 1.100 alevines de IFAPA/CANARIAS de
reproductores de ELITE (seleccionados) y CONTROL (no seleccionados) y 1.000 de IEO que son
trasladados a la jaula mediterranea en el mes de noviembre, a las instalaciones de la empresa
Servicios Atuneros del Mediterraneo S.L. (San Pedro del Pinatar, Murcia).

Tabla 3. Datos fenotipicos (talla y peso) de los alevines de los dos origenes diferentes (IFAPA +
ULPGC e IEO Murcia)

Peso 230dpe (gramos) Talla230dpe

AND-CAN MUR AND-CAN MUR
Media 9,83 8,97 14,06 11,45
Mediana 9,75 8,86 12,97 10,79
Varianza 1,39 0,72 31,89 12,55
Desviacion estandar 1,18 0,85 5,65 3,55
Error estandar 0,035 0,029 0,167 0,124
Minimo 7,04 7,20 3,00 4,99
Maximo 14,03 13,42 54,66 35,53
Asimetria 0,353 1,316 1,230 2,062
Curtosis -0,144 3,661 3,193 7,721

Un grupo de 3.000 peces queda en las instalaciones del IEO, para la realizacidn de infecciones
experimentales con patdgenos bacterianos. Una muestra representativa de alevines de
diferente origen queda reservada en las instalaciones del centro como medida de seguridad para
salvaguardar los objetivos del proyecto PROGENSA-III.

El 10.10.2017, los alevines presentes en el IEO fueron muestreados. Asi, Los alevines
procedentes del IFAPA y ULPGC fueron de mayor peso (13,7 £0,18 vs. 11,5+ 0,12 gramos) y talla
(97,8 £ 0,38 vs. 89,7 + 0,30 mm) que los del IEO Murcia (Figura 5y 6, tabla 4).
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Figura 5. Histograma de la distribucion de la talla de los alevines de los dos origenes diferentes
(CA=IFAPA + ULPGC, y MU = IEO Murcia) el dia 10-10-2017
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Figura 6. Histograma de la distribucion de la talla de los alevines de los dos origenes diferentes
(CA=IFAPA + ULPGC, y MU = IEO Murcia) el dia 10-10-2017
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Tabla 4. Datos fenotipicos (talla y peso) de los alevines de los dos origenes diferentes (IFAPA +
ULPGC e IEO Murcia)

TALLA (mm) Estadistico SE.
IFAPA-ULPGC Media 97.77 0,38
N=1002 mntervalo de confianza 95% Linute inferior 97.03
Limite superior 98.50
Mediana 96.53
Varianza 141,30
Desviacion estandar 11.89
Minimo 70.42
Maximo 140,27
Rango 6985
Rango intercuartil 16.30
Asimetria 419 0.077
Curtosis -,.075 0.154
IEO MU Media 89.72 0,30
N=817 intervalo de confianza 95% Limite inferior 89.13
Limite superior 90,30
Mediana 88.64
Varianza 71,98
Desviacion estandar 8§48
Minimo 72.00
Maximo 134.20
Rango 622
Rango intercuartil 9,65
Asimetria 1.316 0.086
Curtosis 3.661 0.171
PESO ()
IFAPA-ULPGC Media 13.66 0,18
N=1002 mntervalo de confianza 95% Linute inferior 13.31
Limite superior 14.01
Mediana 12.40
Varianza 31.08
Desviacion estandar 5.58
Minimo 3,00
Maximo 54.66
Rango 51.66
Rango intercuartil 6.91
Asimetria 1.377 0.077
Curtosis 4,029 0.154
IEO MU Media 11.45 0,12
N=817 intervalo de confianza 95% Limite inferior 11.21
Limite superior 11.70
Mediana 10.79
Varianza 12,55
Desviacion estandar 3,54
Minimo 4,99
Miximo 35,53
Rango 30,54
Rango intercuartil 3,67
Asimetria 2062  0.086
Curtosis 7,721 0,171

Los alevines del IEO que son trasladados a las instalaciones de la empresa Servicios Atuneros del
Mediterraneo S.L. (San Pedro del Pinatar, Murcia) (Figura 7), son criados en una jaula en el Mar
Mediterraneo bajo condiciones intensivas de crianza: jaula de 11 metros de diametro anclada a
38 metros de profundidad (temperatura promedio del agua 18,2 + 0.9°C, oxigeno disuelto: 7,4
mg/|, salinidad: 37,9%.; datos estimados en condiciones de mar abierto) y alimentados con un
pienso comercial (39% de proteina, 21% grasa, 2% de fibra; Dibaq S.A., Fuentepelayo-Segovia).
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Figura 7. Servicios Atuneros del Mediterraneo S.L. (San Pedro del Pinatar, Murcia, Espaia)

Para la CA17, en septiembre, a la edad 206 dph se realizd el marcaje intraperitoneal con chips
electrénicos. En la Tabla 5 se muestran el nimero de animales de ControlA, EliteF2 y Murcia
marcados y enviados a las instalaciones de la empresa PIMSA y los mantenidos en IFAPA centro
El Torufio. El peso medio fue 19,3+9,1 gy 20,4+9,8 g, respectivamente. La siembra de animales
se realizé el 2 de octubre de 2017.

Tabla 5. Nimero de animales por origen. Se indica el peso medio.

PIMSA Toruiio
Origen n Peso n Peso
ControlA 140 30,149,1 143 31,1£10.7
EliteF2A 1.019 20,348,6 697  20,749.0
Murcia 426 132432 279 141451
1.585 19,349.1 1,119 20,449.8

Tarea A.1-2. CONTROL DE RENDIMIENTO

Participantes: IFAPA — ULPGC — AQUANARIA - PIMSA

Clase afio 2016 (CA16)

Para todos los animales sacrificados en PIMSA y los peces vivos en la instalacién del Torufio se
le tomé aleta y se extrajo ADN para la asignacion de parentesco. Posteriormente los animales
se genotiparon con la SMsal (Lee-Montero et al., 2013) en colaboracidn con la ULPGC poniendo
en comun todos los animales de la clase 2016 para las estimas genéticas. Para las estimas se
considerd prioritario el andlisis de crecimiento (peso y longitud) y malformaciéon. La media
poblacional fue de 471+97g para el peso y de 25,3+1,9 cm para la longitud. En el caso, de IFAPA
se evaluaron un total de 913 reproductores vivos para la construcciéon de una nueva generacién
mejorada. Para ello, se realizaron varias simulaciones para mantener un adecuado control de
consanguinidad al mismo tiempo que favorecia el progreso por generacion (Tabla 6). Asi, se ha
conseguido disefar 5 lotes que se podran compartir con las empresas con una maximizacién del
progreso de hasta el 20% con un nivel aceptable de consanguinidad (0.06), mientras que para el
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nucleo de seleccién se mantendran niveles de progreso <10% pero con consanguinidad <0.05.
Ademas, se identificaron dos lotes de bajo crecimiento para ensayos comparativos en el plan de
seleccion.

Tabla 6. Caracteristicas de las simulaciones realizadas en funcién del parentesco,

consanguinidad (AF), valor mejorante (VGA) y el progreso por generacién (%)
Lote Ne Parentesco AF VGA Mejora por

peces medio (F) medio generacion (%)

IFAPA 1 60 0,0361 -0,0067 24,76 5,2
IFAPA 2 60 0,0444 0,0021 57,44 12,1
IFAPA 3 60 0,0413 -0,0011 43,99 9,3
IFAPA Super (4) 60 0,0592 0,0168 92,88 19,6
IFAPA PRO 20% (5) 60 0,0572 0,0149 96,32 20,3
IFAPA 10% (6) 60 0,0595 0,0171 49,56 10,4
Bajo-Crecimientol 41 0,0477 0,00534 -43,24 9,1
Bajo-Crecimiento2 43 0,0497 0,00734 -45,82 -9,7

Los resultados descriptivos de la clase CA16 se muestran en las tablas 7, 8 y 9. En la tabla 7 estan
las estimaciones de los caracteres de crecimiento y calidad de la carne en la poblacidon completa.
La descomposicidn de los caracteres de crecimiento y calidad de la carne por origen y sistema
de cultivo son descritos en las tablas 8 y 9, respectivamente.

Tabla 7. Resultados descriptivos de los caracteres de crecimiento y calidad de la carne en la
poblacién completa.

Coeficiente
Pardmetros [ N | Rango| Minimo | Méximo Media DeS\{lauon _de -
estandar | variacion
(%)
Peso 2493 7796 | 10840 | 888,00 46§'§§ * 118,74 25 47
Longitud 248 | 1520 40,00 |2612+006| 299 11,48
2.492
Factor de 0,03+
condicion 0,05 0 0,04 0,00009 0,01 16,29
CO'(f}/f)’)e”O 2389 283 0,01 283 1,15+ 0,01 0,51 44,06
TOTAL
Grasa (%) 1319 | 184 1503 | 6,69+ 0,04 2.20 32,90
H”E"(y‘;)dad 2465| 16,88 | 62,50 7938 |7076+005| 233 3,29
Proteina (%) 693 | 16,98 2391 |2111+002| 0,99 4,67
FFM (%) [1.370| 18,70 | 2,00 2070 |1246+007| 246 19,77

En la poblacion total (Tabla 7), la maxima variacién fue mostrada por los caracteres de calidad
de la carne (20,94% de coeficiente de variacién), principalmente debido al contenido en
colageno del musculo. Secundariamente, el contenido en grasa del musculo mostré una alta
variacion (32,9%), la cual fue del 60% mas que este mismo caracter cuando fue medido mediante
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el FFM (19,77%), cuando ambos fueron no invasivos (caracteres NTT). En relaciéon a los
caracteres de crecimiento, el peso mostré el maximo nivel de variacién (25,47%), y el nivel de
variacion minimo lo mostro la longitud (11,48%).

Tabla 8. Resultados descriptivos de los caracteres de crecimiento y calidad de la carne, acorde
al origen.

Coeficiente
Origen | Parametros N | Rango| Minimo [ Maximo Media Ziigfg;?n vari(ﬁ:ién

(%)

Peso 7405 | 108, 848,9 415:;’; * | 11363 27,55

Longitud |1.122| 187 | 152 339 [2383+007| 250 10,48

Egﬁé‘l’élgﬁ 004 | o001 0,05 0%%%38 0,003 8,56

Andalucia Co'(f;‘/f)’fno 1.099| 282 | 001 283 | 1332014 | 048 35,94

Grasa (%) 13,19 | 1,84 1503 | 6,67+008 | 2,49 37,37

H“?;/‘z;jad 1104 12,93 | 625 7543 |69,61£006| 210 3,01

Proteina (%) 618 | 17,73 2391 |21,08+003| 1,11 5,29

Peso 761,00 | 127,00 | 888,00 513’58 * | 10376 20,33

Longitud |1.370| 21,40 | 18,60 40,00 [27,99+005| 1,86 6,64

E:ﬁé?élgf] 0,04 0 0,04 8;85011 0,002 10,60

Islas CO'(‘;’;‘/%;"”O 1.289| 2,73 | o001 2,74 | 0,99+0,13 0.8 48,39
Canarias

Grasa (%) 1383 | 1.86 1409 | 6,70£005 [ 1,93 28,81

H“?;/‘;jad 1.360| 14,73 | 64,65 7938 | 71,76£0,06| 2,04 2,85

Proteina (%) 6,54 | 16,98 2352 |21,14+002| 0,87 411

Peso  |1.370| 18,70 | 2,00 20,70 | 12,46+007| 2,46 19,77

Considerando la informacion por origen (Tabla 8), todos los caracteres (crecimiento y calidad de
la carne) muestran valores mas altos en las Islas Canarias (jaulas oceanicas) que en Andalucia
(esteros y tanques), excepto para el factor de condicién (30% mas elevado en los esteros que en
jaulas ocednicas). Siendo la longitud donde esta diferencia es maxima (57,75%). El promedio del
coeficiente de variacidn por origen (incluyendo todos los caracteres), fue similar (18,13% y
17,69% para Andalucia e Islas Canarias, respectivamente. Es resefiable la variacion del contenido
en grasa del musculo, la cual fue un 30% mas alta en las Islas Canarias que en Andalucia. Estos
resultados fueron similares, donde los datos son mostrados por sistema de cultivo (Tabla 9).
Para todos los caracteres, las jaulas ocednicas mostraron valores mas altos que los esteros y los
tanques, excepto en el factor de condicidn. Sin embargo, entre los Sistema de estero y tanque,
los tanques mostraron un promedio mas alto de la estima de la varianza para los caracteres de
crecimiento y de calidad de la carne (2,5%).
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Table 9. Resultados descriptivos de los caracteres de crecimiento y calidad de la carne, acorde
al sistema de cultivo o compaiiia.

o Coeficiente
Compafiia | Parametros| N | Rango [ Minimo | Maximo Media Zesst\éﬁg;c;n vari(lecic’)n
(%)
Peso 677.70| 171,20 | 848,90 492’21 | 10002 | 2057
Longitud | 473 | 14,90 | 19,00 | 33.90 2%'%74* 1,83 715
Factor de 0,03 +
condicion 0,04 | 001 0,05 0.0001 0,002 7,80
PIMSA CO'(";‘/f)lf”O 451 | 2,22 0,01 223 |1,20+0,02| 0,44 36,45
Grasa (%) 11,06 | 1,84 129 |503+0,08| 1,66 32,94
Humedad 71,10 +
%) 455 | 11,48 | 63,95 75,43 0.06 1,36 1,92
Proteina 21,80
) 6,18 | 17,73 23,91 037 0,79 3,65
Peso 480,70| 108,40 | 589,1 35:‘,:”3?’3? 1 8473 23,85
Longitud | 650 | 12,3 | 152 27,5 2%'%%* 213 9,42
Factor de 0,03 +
condicion 002 | 003 0,04 0.0001 0,003 8,46
IFAPA CO'(E)‘/%;”O 649 | 274 | 0,09 283 [1,42+0,02| 0,48 34,02
Grasa (%) 1245 | 258 1503 [7,83+0,00| 2,33 29,79
Humedad 68,57 +
%) 650 | 11,38 | 625 73,88 007 1,88 2,74
Proteina 20,58 +
) 599 | 17,81 23,8 0.04 1,03 4,99
Peso 761,00 127,00 | 888,00 512’58 1 103,76 20,33
Longitud |1,370| 21,40 | 18,60 | 40,00 22’%951 1,86 6,64
Factor de 0,02 +
condicion 0,04 0 0,04 0.0001 0,002 10,60
AQUANARIA Co'g/f)’;*”o 1289 273 | 0,01 274 1099+0,13| 0,48 48,39
Grasa (%) 13,83 | 1,86 1409 [6,70+0,05| 1,93 28,81
Humedad 71,76
%) 1.360| 14,73 | 64,65 79,38 0.06 2,04 2,85
Proteina 21,14 +
) 6,54 | 16,98 23,52 002 0,87 411
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12,46 +
0,07

| | FFM (%) |1,370 18,70| 2,00 | 20,70 |

2,46 | 19,77 |

Participantes: IFAPA — IEQ — UPCT — SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO - PIMSA

Clase afio 2017 (CA17)

El dia 24 de octubre de 2018 se procedid al sacrificio (619 dias tras la eclosién) de una
subpoblacién de animales de la clase afio 2017 criada en las instalaciones de la empresa PIMSA
en esteros (Tabla 10). La evaluacidon se hizo completa y para cada animal se tomd un registro
fotografico y se tomd muestra para generar el banco de muestras del proyecto PROGENSA.

Tabla 10. Datos de los peces sacrificados en estero

Grupo " i:scizl longinicial  Pesofinal tallafinal  P.eviscerado SGR
Control 36 36.5+11.1 10.9¢1.0 215.3#53.3 19.1+1.6 202.7#50.2  0.44+0.07
Elite2 186 21.448.1 9.3+1.1 239.0+65.3 19.7+2.0 223.9+60.6 0.60+0.08
Murcia 36 129442  7.8+0.8 230.3+63.5 19.2+1.8 216.1+59.7  0.71+0.08

Simultdneamente, se muestrearon los vivos de la clase ano 2017 en las instalaciones en el
Torufio. Los datos se indican en la Tabla 11. Para todos los animales se tomd aleta para estudio
genético e identificacion de valores mejorantes.

Tabla 11. Datos de los peces vivos en las instalaciones El Torufio. Peso al marcaje (peso 1), a los
257 d (Peso 2) y 410 d tras el marcaje (Peso 3). Se indican las SGR en el primer (SGR1) y segundo
periodo (SGR2)

n Pesol Peso2 Peso3 SGR1 SGR2 SGR total

Control 138 31.3t104 115.6%42.0 253.1+101.0 0.50%0.10 0.4510.17 0.49+0.10

Elite 636 21.4+8.9 129.7+48.7 309.3187.3 0.70%0.10 0.53+0.15 0.65%0.08

Murcia 257 14.3+4.9 120.4%43.2 315.1480.6 0.8210.12 0.5810.13 0.75%0.07
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Figura. 8. Izq, Registro de peso en gramos al marcaje, a los 257 d y a lo 410 d de la clase afio
2017. Dcha, Valores de SGR (izq) en % d-1 entre el marcaje y 247d(SGR1), entre 247 y 410 (SGR2)
y en el periodo completo (marcaje-410)

El dia 21 de noviembre de 2018, 600 dias post-eclosion, se lleva a cabo el sacrificio de los peces

gue estaban en la jaula en condiciones mediterraneas, y se registra la siguiente informacién de
estos peces:

- Peso

- Talla

- Presencia de malformaciones

- Fotografias para posterior analisis de malformaciones
- Rendimiento canal

- Rendimiento filete

El peso y la talla se muestran en la tabla 12, donde se puede observar que las doradas
procedentes de Andalucia y Canarias tenian un mayor peso y talla que las de la Regién de Murcia.
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Peso 600dpe (gramos)

Talla 600dpe (mm)

AND-CAN MUR AND-CAN MUR

Media 243 211 247 229
Mediana 238 210 250 230
Desviacion estandar 55,1 60,7 18,2 24,7
Error estandar 2,31 4,03 0,77 1,63
Minimo 53,3 72 155 160
Mdximo 543,2 371 300 285

Tabla 13. Correlaciones entre el peso y la talla a diferentes edades

Correlaciones
Peso600dpe  Talla600dpe Talla230dpe = Peso230dpe

Peso600dpe  Correlacion de Pearson 1 ,907" ,438™ 461"

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000

N 794 794 794 791
Talla600dpe  Correlaciéon de Pearson 907" 1 412" AT73™

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000

N 794 794 794 791
Talla230dpe  Correlacion de Pearson ,438" 412" 1 ,959™

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000

N 794 794 794 791
Peso0230dpe  Correlacion de Pearson 461" AT73” ,959™ 1

Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000

N 791 791 791 791

** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
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Tabla 14. Rendimiento canal y filete de las doradas de los dos origenes diferentes (IFAPA +
ULPGC e IEO Murcia)

Rendimiento canal (%) Rendimiento filete (%)

AND-CAN MUR AND-CAN MUR

Media 93,5 93,1 43,1 40,7
Mediana 93,6 93,2 43,4 230

Desviacion estandar 1,11 1,31 3,31 24,7

Error estandar 0,05 0,09 0,23 0,43
Minimo 89 89 33 32
Maximo 97 96 54 52

El peso del pez tuvo un efecto sobre estos caracteres, de tal forma que por cada gramo que
aumentaba el peso del pez el rendimiento canal disminuia en 0.003% y el rendimiento filete
aumentaba en 0.02%.

La presencia de malformaciones fue muy baja, los peces AND-CAN presentaron 0,5% de
malformaciones de columna y 0,7% en el opérculo, mientras que los peces MUR presentaron un
3,7% de malformaciones de columnay 0% en opérculo.

Respecto al analisis fotografico mediante el programa IMAFISH se realizaron fotografias de 800
doradas que se tienen que analizar (figura 9).

Figura 9. Fotografia de dorada para el programa IMAFISH
Tarea A.1-3. ANALISIS DE PATERNIDAD

Participantes: IFAPA — ULPGC — UPCT

Los reproductores del IEO han sido genotipados para los marcadores microsatellites de la
multiplex SMsal. Con este fin, inicialmente se extrajo el ADN de la aleta caudal, que se mantenia
en etanol absoluto a temperatura ambiente, mediante el kit EZNA Forensic (OMEGA). La calidad
y cantidad del ADN se determind mediante el espectrofotémetro NanoDrop 2000 v.3.7 (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, U.S.A.). Para el genotipado individual se utilizé la multiplex SMsal
(Super Multiplex Sparus aurata), descrita en Lee-Montero et al. (2013) y disefiada con 11
marcadores microsatellites (Tabla 15).
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Tabla 15. Informacidn genética del SuperMultiplex en dorada (SMsa1l): cédigo interno, nombres
de locus, grupo de ligamiento (LG), numero de acceso a loci en GenBank (GENBANK),
fluorocromo, motivo de nucledtido y concentracion de cebador para cada marcador de
microsatélite

In;z;:al Locus LG GENBANK Fluorochrome Nu::':tf'de Conc:ul:\;r}atlon
E 1| Bd-68-T| 23 |DQB51270 5 6-FAM (GT)10 0,02
C 3 | Eld-39-T] 6 |DQB851367 5 6-FAM (TG)27 0,06
D 4 P3 1 |Das51284 5 6-FAM (TG)25 0,09
4E E 4 | Bld-18-F] 11 |DQ851280 5* NED (AC)13* 0,06
SA A 5 | Bi-14-F | 20 |DQ851293 5* NED (CA)IS 0,03
5M M 5 Ct27 24 |DQB851320 5* NED (TAGA)15 0,08
L 11| Did-16-F| 10 |DQ851339 (GT)14 0,07
F 6 | Hd-25-F] 3 |DQ851392 (GT)15* 0,09
11D D 11| Cld-29-T] 5 |DQB51308 5*VIC (GT)16 0,03
12C C 12 D47 18 |DQB51347 5*VIC (CT)19* 0,03
9l I 9 AL37 19 |DQB51250 S VIC (TAGA)13 0,04

Las condiciones de la PCR consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95 ° C durante 10
minutos, seguida de 28 ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 60 ° C durante 1 minutoy 72 ° C
durante 1 minuto, con una extension final de 72 ° C durante 7 min. Se llevaron a cabo reacciones
en un volumen final de 12,5 pl con las concentraciones de los diferentes componentes que se
muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Los componentes y las concentraciones respectivas de la PCR utilizada en Lee-Montero
et al. (2013).

Components Stock Final pl per sample
Concentratlon Concentratlon
Gene Amp PCR Buffer Il without —_— -
MgCl2 (AB Cat.: N8DS-D13D)
1,25

MgcCl; solutlon 25 mM 1,5-3 mM 1,56
dANTP MIX (Amerhanm UST7119- Dilute it to have a 200 pm 0,25
S00UL) mix with 10 mM

PCR primer stock mix de primers 0,02-0,08 uM 2
AmpllTaq Gold 5unit /pl 0.5 units/12.5pl 0.1
Template DNA + 20 ng/pl + 20 ng /2.5 1
ddH20 — _— 6,4
Total 12,5

Los electrofenogramas fueron analizados mediante GeneMapper software v.3.7 (Life
Technologies®). Los microsatélites utilizados fueron muy polimérficos, el nimero de alelos por
marcador microsatélite fue bastante elevado, con valores comprendido entre 9 y 23 alelos por
microsatélites en la poblacidn de los reproductores. Se observa también que a mayor nimero
de alelos por microsatélite, la heterocigosidad fue mayor.
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Tabla 17. Informacién genética de la SuperMultiplex en dorada (SMsal) en los reproductores
del IEO: rango de tamafio de los alelos, nimero de alelos, heterocigosidad observada y esperada
para cada marcador microsatelite

Tamano de los N® Heterocigosidad Heterocigosidad
Microsatelite alelos (ph) Alelos observada esperada
El 58-90 14 1.000 0.899
C3 98-156 23 0.969 0.878
D4 173-221 18 0.796 0.880
E4 70-88 10 0.938 0.878
AS 100-118 9 0489 0.601
M5 126-200 15 0.925 0.867
L11 99-119 9 0464 0.536
F6 126-156 12 0.701 0.763
D11 56-92 12 0.907 0.868
C1z2 105-137 15 0918 0.826
o 138-190 19 0.832 0.844

En promedio, en la poblacién de los reproductores la heterocigosidad observada fue 0,81 + 0,06
y la heterocigosidad esperada 0,80 + 0,04.

Tarea A.1-4. ESTIMACION DE PARAMETROS GENETICOS

Participantes: ULPGC — IFAPA - UPCT

En la tabla 18, se muestran los valores de heredabilidad, asi como las correlaciones genéticas y
fenotipicas para los caracteres de crecimiento, rendimiento y calidad de la carne y morfoldgica
del pez, esta ultima determinada a través del programa IMAFISH_ML (Navarro et al., 2016),
donde se pueden ver las referencias de todos los acrénimos. Como se puede apreciar, los
caracteres de crecimiento presentaron heredabilidades entre moderadas y medias. Los
caracteres de rendimientos mostraron heredabilidades medias. Mientras que los caracteres de
calidad de la carne presentaron heredabilidades bajas, los de calidad morfoldgica fueron altas o
muy altas, excepto la presencia-ausencia de cualquier tipo de deformidad que fue claramente
baja.

En la tabla 19, para los caracteres de crecimiento, se estimaron las correlaciones genéticas por
cardacter entre sistema de cultivo. Estimdndose asi, el grado de interaccion genotipo-ambiente
(familia-sistema de cultivo), para lo cual sélo se utilizaron familias que estuviesen presentes con
al menos 4 descendientes en todos los sistemas de cultivo: Jaulas ocednicas (AQUANARIA),
Estero (PIMSA), Tanques insulares (AQUANARIA), Tanques continentales (IFAPA).
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Tabla 19. Estimaciones de las correlaciones genéticas del mismo cardcter a la edad de sacrificio
(Peso, longitud y factor de condicidn), entre sistema de cultivo (Jaulas, Esteros y Tanques).

PESO AL SACRIFICIO (talla racién)

JAULA - AQUANARIA ESTERO - PIMSA TANQUE - IFAPA
TANQUE - AQUANARIA 0,84 + 0,09 0,44 + 0,26 0,67 + 0,16
JAULA - AQUANARIA 0,58 + 0,24 0,87 + 0,10
ESTERO - PIMSA 0,90 + 0,10

LONGITUD AL SACRIFICIO (talla racién)

JAULA - AQUANARIA ESTERO - PIMSA TANQUE - IFAPA
TANQUE - AQUANARIA 0,69+ 0,17 0,36+ 0,28 0,51 + 0,24
JAULA - AQUANARIA 0,50+ 0,27 0,76 + 0,20
ESTERO - PIMSA 0,99 + 0,03

FACTOR DE CONDICION AL SACRIFICIO (talla racién)

JAULA - AQUANARIA ESTERO - PIMSA TANQUE - IFAPA
TANQUE - AQUANARIA 0,92 + 0,09 0,63 0,23 0,78 + 0,18
JAULA - AQUANARIA 0,99 0,13 0,94 + 0,08
ESTERO - PIMSA 0,97 + 0,06

Tarea A.1-5. OPTIMIZACION DE LA CONTRIBUCION FAMILIAR

Participantes: ULPGC - IFAPA

Se han realizado puestas masales con huevos de cuatro dias consecutivos (4DL), en distintos
momentos del periodo de puesta, tanto a partir de reproductores de élite y control existente en
IFAPA y ULPGC, estableciendo asi diferentes siembras (S1, al inicio del periodo de puesta; S3, a
las tres semanas de distancia de la toma de la siembra S1). En el caso del IEO, se establecieron
siembras 4DL pero no seleccionadas ya que el stock de reproductores nunca ha sido sometido a
un proceso de seleccion genética mediante indices de seleccidn sintético. Estos lotes son
aquellos a los que se hace mencién en la actividad A.1.

En la tabla 20 se muestran todas las estimaciones de variacién genética (heterocigosidad, Hardy-
Weinberg y Fst), solamente en los reproductores de élite. En relacion a la heterocigosidad, la
siembra S1 presenté mas variabilidad que el lote S3 (67,95% y 60,98%, respectivamente). Siendo
la heterocigosidad observada de 67,23%. Para la siembra S1, el rango estuvo entre 30,1% y
85,03% para los loci 8 y 9, respectivamente. Para la siembra S3, el rango estuvo entre 27,78% y
84,72% for loci 6 and 3, respectivamente. Respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg, todos los
loci presentaron desequilibrio en la poblacién total, excepto los loci 2 y 8. Este fue el cuadro que
presentd la siembra S1, sin embargo, la siembra S3 mostré equilibrio para todos los loci, excepto
los locus 9y locus 10. El grado de diferenciacién entre ambas siembras S1y S3 fue del 3,78%.
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Tabla 20. Estimaciones de la variacidon genética. Table of estimations of genetic variation.

Heterocigosidad (%), Hardy-Weinberg (HW) and Fst.

Locl | Loc2 | Loc3 | Loc4 | Locs | Locé | Loc7 | Loc8 | Loc9 | LoclO | Locll | Mean

H etob
(%)

783 | 653 | 802 | 708 | 763 | 51,7 | 848 | 30,1 | 850 79,7 47,2 67,9

S, Heleso | g6 | 700 | 701 | 637 | 735 | 488 | 700 | 270 | 787 | 763 | 525 | 667

(%)

N 1172 | 1154 | 1176 | 1172 | 1176 | 1176 | 1176 | 1176 | 1176 938 1176 1152

HW *khk 0 , 05 *khk *kk *kk * *hk O’ 17 *hk *hk *kk *kk
Heto, 69,4 69,4 84,7 45,8 66,6 21,7 70,8 33,3 75 80,5 56,9 60,9
(%)
Hetesp
S3 704 | 66,0 | 766 | 51,2 | 66,7 | 290 | 715 | 29,6 | 751 75,5 51,6 59,6

(%)

N 144 | 144 | 144 | 144 | 144 | 144 | 144 | 144 | 144 72 144 160

HW | 0,21 | 0,22 | 0,07 | 0,22 | 0,54 | 0,16 | 0,77 | 0,88 | * *x 0,05 *x

HW *xk 0 , 06 *xk *Khk *Khk * *xk 0 , 44 *xk *xk *hk *kk

Total

Ft 0,0378

En cuanto a la contribucidn familiar segun el tipo de siembra (S1 y S3), los resultados se muestran
en la tabla 21. Considerando sélo los reproductores de élite, 28 fueron los contributivos
(3 machos y 25 hembras), con 59 familias de hermanos carnales y 27 familias de medios

hermanos en ambas siembras.

En la siembra S1, 27 peces de élite (3 machos y 24 hembras) contribuyeron para producir un
total de 52 familias de hermanos carnales, y 26 familias de medios hermanos. En la siembra 3,
21 peces de éilte (dos machos y 19 hembras) contribuyeron para producir 23 familias de
hermanos carnales y 21 familias de medios hermanos. También, en la siembra 3, diez peces
control (5 hembras y 5 machos) contribuyeron para producir un total de 8 familias de hermanos
carnales y 7 familias de medios hermanos. Los resultados de la siembra S3 fueron
descompuestos en élite y control, debido a que pertenecieron a diferentes stocks de
reproductores. Asi, en la siembra control S3 sélo fueron utilizados 12 descendientes para

estimar la contribucion familiar.

El nimero medio de descendientes por familia de hermanos carnales, asi como su desviacién

estandar y nimeros maximos y minimos se muestran en la tabla 22.
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Table 21. Numero total de reproductores (tB), nimero de reproductores contributivos a la
puesta (cB), por siembray sexo, y el nimero de familias de hermanos carnales (FS) y de medios
hermanos (HS). Nd, no determinado.

Familias .
Familias
Total Reproductores de )
o de medios
reproductores contributivos hermanos
(tB) (cB) carnales hermanos
(HS)
(FS)
Nd 3 - 3
St Elite S
Q Nd 24 - 23
TOTAL 27 52 26
Nd 2 - 2
Elite g
Q Nd 19 - 19
S3 Subtotal 21 23 21
. Nd 5 - 4
Control S
Q Nd 5 - 3
Subtotal 10 8 7
TOTAL 31 31 24
S1 Total &) Nd 3 - 3
&  Elites
Q Nd 25 - 24
Ss
TOTAL 28 59 27

* La siembra control S3 contributiva fue utilizadas con solo 12 descendientes.

Table 22. Media de descendientes por familia de hermanos carnales, y su desviacién estandary
numero de descendientes maximo y minimo.

NO
. Desviacion Maximo™ n° de
desdencientes . .
estandar por FS descendiente por FS
por FS*
S1 Elite 9,71 9,72 44
S3 Elite 2,74 3,60 18
S3 Control 15 0,5 2

*FS, familia de hermanos carnales. ** El n2 minimo de descendientes por familia fue 1.
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Tarea A.1-6. BANCO DE MUESTRAS

Participantes: ULPGC — IFAPA — UPCT - IEO

Se ha establecido el banco de muestras de la F3 del programa de seleccién genética PROGENSA,
de momento para un total de 2.400 muestras pertenecientes a la clase aifio 2016, sembrada y
ya muestreada por IFAPA y ULPGC, asi como para la clase afio 2017, sobre papel tipo Whatman
o tarjetas FTA. Contribuyendo asi a disponer una copia de todas las muestras con registro
productivo a escala industrial, al objeto de posteriores andlisis con la evolucién de las
herramientas de biologia molecular, como es el caso de la produccién de nuevos SNP-chips, en
proyectos como PerformFISH (WP1), para posibles estrategias de seleccion gendmica.

ACTIVIDAD-A.2

O4. Explorar el efecto de dietas altamente eficientes en términos de crecimiento en familias de
alto, medio y bajo valor genético para el peso al sacrificio de PROGENSA® mediante el empleo
de marcadores moleculares de alteraciones del crecimiento y del metabolismo lipidico para su
implementacién en programas de seleccién genética asistida.

Tarea A.2-1. INTERACCION NUTRICION-GENOMA

Participantes: CSIC — ULPGC — IFAPA - IEO

El objetivo basico de la Actividad A-2 ha sido explorar el efecto de la interaccidn nutricion
genoma sobre parametros de crecimiento, utilizando para ello dietas basadas en las
formulaciones del Proyecto Europeo ARRAINA. Estudios previos, con formulaciones con un alto
nivel de sustitucion de harinas y aceites de pescado por ingredientes vegetales, muestran que
es posible disminuir el nivel de inclusidn de ingredientes marinos por debajo del 10% sin efectos
sobre el crecimiento desde los primeros estadios del engorde hasta completar el ciclo de
produccién (Benedito-Palos et al., 2016; Simé-Mirabet et al., 2018). Como efectos negativos
cabe destacar una respuesta inflamatoria y cambios en la proporcién de sexos, como
consecuencia de un proceso de pseudo-feminizacidn que favorece la reversion de machos a
hembras en animales de 2-4 afios en ausencia de hembras con una alta capacidad reproductiva
“super-girls”. Total o parcialmente, estos efectos negativos son revertidos por la
suplementacion de las dietas extremas con butirato. Este acido graso de cadena corta es de
accion multi-tropica y revierte los cambios observados en la proporcidn de sexos, a la vez que
limita la progresion de enfermedades en modelos de infeccion bacteriana y/o parasitaria. A su
vez, estos cambios van acompafiados de una reversion al fenotipo salvaje (propio de animales
con ingesta lata de ingrediente marinos), que se pone de manifiesto al analizar la microbiota
intestinal, el proteoma del mucus, el transcriptoma intestinal y/o medidas histolégicas y de
electrofisiologia de integridad del epitelio intestinal (Estensoro et al., 2016; Piazzon et al., 2016,
2017). Estas aproximaciones de cardcter claramente holistico también se han complementado
mediante estudios de metabdlomica (wide-approach), en los que se ha puesto de manifiesto el
efecto de la dieta sobre un elevado nimero de metabolitos-iones circulantes (Gil-Solsona et al.,
2019).

Sin embargo, permanecen practicamente inexplorados los efectos de los resultados de la
seleccidn por crecimiento sobre una diferente utilizacidon de dietas de alto y bajo contenido en
harinas y aceites de pescado. Es por ello, que en el actual proyecto PROGENSA-III, se ha
contemplado estudiar el efecto de una formulacién estandard y otra de niveles bajos e
intermedios de harinas y aceites, respectivamente. Esta formulacién conservativa se ha elegido
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para obviar la necesidad de adicionar butirato u otros aditivos equivalentes, aunque la
formulacion testada sigue siendo mas extrema que la de las actuales dietas comerciales.

METODODOGIA & PLAN DE TRABAJO
Dietas

Dos dietas isoproteicas e isolipidicas con diferentes niveles de inclusién de harina (FM) y aceite
(FO) de pescado fueron formuladas y fabricadas por BioMar-UK (Tabla 23). La dieta D1 contuvo
un 23% de harinas de origen marino, mientras que en la dieta D2 el nivel de inclusién se redujo
al 3%. El nivel de inclusién de FO en la D1 fue del 14.1% y del 3.9% en la D2, disminuyendo el
contenido de EPA+DHA del 3.8% al 1.2%. El contenido en lisina, metionina, colina, lecitina y
fosfato monocalcico de las dietas D1-D2 se balanceé convenientemente con la adicién del mix
de vitaminas y minerales.

Tabla 23. Ingredientes y composicidn de las dietas experimentales.

Ingredient (%) D1 D2
Fish meal 23,0 3,0
Fish hydrolysate (CPSP) 2,0 2,0
Soya protein 16,7 25,6
Corn gluten 16,5 25,5
Wheat gluten 10 7,3
Rapeseed cake 12 10
Wheat 10 7,4
Fish oil 14,1 3,9
Rapeseed oil 0 9

Mineral-vitamin mix* 1,25 6,3

Proximate composition (%)

Moisture 7,9 7,5

Crude protein 45 45

Crude fat 20,1 20,1
Ash 6,9 5,9
NFE? 19,1 19,8
ARA3 0,17 0,05
EPA? 2,30 0,60
DHA® 1,50 0,42
EPA+DHA 3,8 1,02

1Contiene vitaminas, minerales, aminodcidos, colesterol, lecitina y antioxidantes. 2 extracto
libre de nitrégeno. 3acido araquidénico (20:4n-6). 4acido eicosapentaenoico (20:5n-3). 5acido
docosahexaenoico (20:6n-3).
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Seleccion de progenitores —Larvario y pre-engorde

Peces seleccionados por alto (3 hembras y 3 machos) y bajo (3 hembras y seis machos)
crecimiento a lo largo del programa PROGENSA, se utilizaron como progenitores en las
instalaciones de cultivo del IFAPA para la obtencién de familias con un diferente potencial de
crecimiento y bagaje genético. El andlisis posterior de asignacién parental revelé una diferente
contribucion de los progenitores que quedd reducida a 3 hembrasy 2 machos en el grupo “elite”
(exey) y a 2 hembras y 6 machos en el grupo control o de bajo potencial de crecimiento (cxcy)
(ver ANEXOB, para mas detalle).

El larvario de ambos lotes se desarrolld en el IEO de Murcia y las larvas recién destetadas se
trasladaron al IATS-CSIC (Fig. 10). El pre-engorde se llevd a cabo en un sistema de recirculacion
de agua de mar en condiciones controladas de temperatura (<232C). Con 3-6 g se transfirieron
los peces a tanques de 3000 L en régimen de circuito abierto. Durante este periodo inicial en el
IATS, los peces fueron alimentados con piensos comerciales de diferente tamafio de granulo:

- 0.2-0.3 mm Skretting Gemma Wean
- 0.5 mm Skretting Gemma Wean Diamond
- 0.8 mm Skretting Perla Plus 2.0

- 1.5 mm Biomar Intro Plus MT.

Marzo-Abril 17 Abril-Junio 17 Junio-Agosto 17

» Cruces « Larvario * Pre-engorde
Reproductores « IEO Murcia * |ATS-CSIC

seleccionados por
bajo-alto crecimiento
* |[FAPA-ULPGC

Figura 10. Cronograma de cruzamientos y del larvario y pre-engorde en el IEO de Murcia e
instalaciones del IATS-CSIC.

Engorde IATS “common garden”

A los 180 dph (septiembre 2017), 2545 peces fueron marcados con Pit-tags (ID-100A 1.25 Nano
Transponder, Trovan) y cada uno de los dos lotes se distribuyd inicialmente en 6 tanques de
3000 L, que se desdoblaron en otros 4 adicionales a lo largo del periodo de engorde con una
densidad de cultivo que oscilé entre 2.5 y 12 kg/m3 desde el inicio al final del engorde. Durante
las 3 primeras semanas, todos los peces se alimentaron con una mezcla (1:1) de las dos dietas
experimentales (D1, D2; 1.5 mm) como adaptacidn al régimen de alimentacién. Tras lo cual, se
establecieron dos grupos de peces con alimentacion diferente, de acuerdo con un modelo
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“common garden” en el que estaban igualmente representados los lotes de alto y bajo
crecimiento en cada una de las réplicas (3-5 réplicas/dieta). El pienso, con un tamafio de pellet
de 1,9, 3 6 4,5 mm, se distribuyé mediante comederos automaticos. La racién se ajusto
semanalmente a un nivel proximo a la saciedad, variando el nimero de ingestas diarias entre 1
y 2, dependiendo del tamafio y de la temperatura del agua (estacion).

De forma periédica (noviembre 2017, abril 2018, mayo 2018, julio 2018, septiembre 2018), se
muestrearon todos los animales de la poblacidn para el registro de peso y talla de forma semi-
automatizada con el Fish-Reader de Trovan (Fig. 2). Coincidiendo con el primer muestreo de
noviembre, se tomaran muestras de aletas para el genotipado de los animales (ULPGC, CSIC)
con 11 marcadores de microsatélites. Se consiguid de forma inequivoca la asignacion parental
del 96% de la poblacion y el 4% de peces sin asignacién parental fue eliminado del estudio, en
el primer muestreo después del periodo invernal (abril del 2018).

CTRL-D1 D2

14%FO [l 4%FO

Sept.17  Now.17 Abril 18 Mayo 18  Julio 18 Sept 18

—
L R

Muestreos periédicos de biomasa
del conjunto de la poblacién en
puntos clave del ciclo de
produccion

ENGORDE —

Figura 11. Cronograma de muestreos en las instalaciones de cultivo del IATS-CSIC.
Seleccion de familias para nuestros de tejidos y tests funcionales

En base al crecimiento de septiembre 2017 a abril 2018 y a la diferente contribucidn genética a
la variabilidad total de la poblacidn, se seleccionaron 5 familias (c2c7, c4c3, edel, e5e2, e6e2)
para la toma de muestras de sangre y tejidos y cdlculo de indices hepdticos, de grasa visceral e
intestinal (Fig. 12). Muestras de estos mismos tejidos se tomaron para histologia y andlisis de
expresion génica y de la microbiota intestinal, aunque esto Ultimo no estaba previsto en la
propuesta del proyecto.

Adicionalmente, animales de familias c4c3, edel y e5e2 se utilizaron para tests de ejercicio y
retos infeccioso con el parasito intestinal Enteromyxum leei (Actividad A-3).
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Figura 12. Peso medio de las familias en cultivo con cada una de las dietas experimentales en
abril 2018. Las flechas indican las familias seleccionadas para muestreos y tests ulteriores.
(), nimero de individuos de las familias seleccionadas.

Expresidn génica

El ARN total hepatico de las 5 familias (c2c7, c4c3, edel, e5e2, e6e2) de los ensayos de expresion
génica se extrajo mediante el kit MagMax (Life Technologies), que permite una buena
recuperacion de ARN de calidad para ensayos de PCR, microarrays y ARN-seq. La transcripcion
reversa de aproximadamente 500 ng de ARN total se llevd a cabo con el kit High- capacity cDNA
archive (Applied Biosystems). Como gene housekeeping se utilizd la B-actina con una variacion
de Ct inter-individuos de menos de 0.5 ciclos tras la amplificacién por PCR de 660 pg de ADN
total (25 ul) en placas de 96 con 2 x SYBR Green Master Mix (Bio-Rad) y cebadores especificos a
una concentracion final de 0.9 uM. El programa de PCR incluyé una fase inicial de
desnaturalizacion a 952C durante 3 min, seguida de 40 ciclos de desnaturalizacién durante 15
segundos a 952C y una fase de anillado y extensién de 60 segundos a 602C. La especificidad de
la reaccidn se comprobd mediante analisis de las curvas de meelting. Para los analisis de los
datos de expresion, todos los datos se refirieron al nivel de expresidén de la IGFBP-2a de familia
c4c3, a la que de forma arbitraria se le asigné un valor de 1.

Todas las manipulaciones de pipeteo y procesado de muestras se realizaron de forma semi-
automatizada con la ayuda de un robot (5075 Liquid Handling Robot, Eppendorf), lo que permite
una cuantificacion simultanea y altamente reproducible de todos los marcadores incluidos en el
array de 30 genes, en el que se incluyeron marcadores de metabolismo lipidico (16), energético
(5) y del eje GH/IGF (8) (Tabla 2). Gran parte de estos marcadores proceden de las bases de datos
del transcriptoma y genoma de dorada del IATS-CSIC (www.nutrigroup-iats.org/seabreamdb).
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Tabla 23. Disefio del PCR-array de 30 genes, incluida la B-actina como gen housekeeping.

GENE NAME/CATEGORY SYMBOL GEMBAMEK
Elongation of very long chain fatty acids 1 ELOVL1 JX575700
Elongation of very long chain fatty acids 4 ELOVLA J¥575701
Elongation of very long chain fatty acids 5 ELOWVLS AYBBE0BTS
Elongation of very long chain fatty acids 6 ELOVLE JX575702
Fatty acid desaturase 2 FADS2 AY0D55745
Stearoyl-CoA desaturase 1a SCD1a 10277703
Stearoyl-CoA desaturase 1b SCD1b 10277704
Hepatic lipase HL EU254475
Lipoprotein lipase LPL AY495672
Adipose triglyceride lipase ATGL J¥975711
85kDa calcium-independent phospholipase A2 PLAZGE JX575708
Cholesterol 7-alpha-monooxygenase CYP7AL KX122017
Carnitine palmitgyltransferase 1A CPT1A Q308822
Peroxisome proliferator-activated receptor a PPAR AY550301
Peroxisome proliferator-activated receptor p PPARP AYS550304
Peroxisomeproliferator-activated receptor y PPARy KY388508
(EnergyMetabolism
Citrate synthase Cs IX975229
Proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha PGCla JX575264
Sirfuin 1 SIRT1 KFO12666
=irfuin 2 5IRT2 KFO186&7
Uncoupling protein 1 UCPr1 FI710211
Growth hormone receptor | GHR-| AFA38176
Growth hormone receptor Il GHR-II AYS573601
Insulin-like growth factor-| IGF-I AYSS6775
Insulin-like growth factor-11 IGF-II AYS5677E
Insulin-like growth factor binding protein 1b IGFEP-1b MH577185
Insulin-like growth factor binding protein 2a IGFBP-23 MH577190
Insulin-like growth factor binding protein 2b IGFBP-2b AF377958
Insulin-like growth factor binding protein 4 IGFEP-4 KMB58958

Tests de ejercicio en camaras metabdlicas

Peces de las familias c4c3, edel y e5e2 se sometieron a tests de esfuerzo en un tunel de natacion
del0 L de capacidad (Loligo® Systems, Viborg, Dinamarca), sumergido en una cadmara de agua
para mantener controlada la temperatura durante toda la experimentacion (Fig. 4). La calidad
de agua se controlé mediante un sistema de recirculacién de agua de mar equipado con
filtracion mecanicay bioldgica, y un sistema automatizado de control de temperatura (24-25°C).
Durante toda la experimentacién se comprobd que los niveles de amonio, nitritos y nitratos
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permanecieron en valores indetectables. La velocidad del flujo de agua, los recambios de agua
y la captura de datos se llevaron a cabo de forma automatizada (DAQ-M instrument; AutoResp™
software, Loligo® Systems). La saturacién de oxigeno dentro del respirémetro se cuantificd
mediante un electrodo (Witrox 1 single-channel oxygen meter, Loligo® Systems, Viborg,
Denmark), equipado con un microsensor de fibra dptica (NTH, PreSens-Precision Sensing GmbH,
Regensburg, Germany) y una sonda de temperatura (HTF50 Pt1000 1/3DIN, S+S Regeltechnik
GmbH; Nirnberg, Germany).

Los peces testados ayunaron durante la noche anterior a la experimentacion, y fueron
ligeramente anestesiados con MS-222 (0.1 g/L) como paso previo a la introduccion en la cdmara
de natacion. Una vez dentro, se aclimataron al sistema a velocidad baja (0.50 BL/s), hasta que el
consumo de 02 (MO2) se estabilizd en 30-45 min en 220-240 mg02/kg/h. Tras lo cual, la
velocidad del agua en el tinel aumenté de forma escalonada (0.5 BL/s) cada 5 min hasta que el
pez no pudiese sostener su actividad natatoria y quedase exhausto. Las mediciones de la
concentraciéon de oxigeno se efectuaron cada segundo y el cdlculo de MO2 se realizé
automaticamente mediante el software AutoResp™. La velocidad critica de natacion (Ucrit) se
calculé mediante la siguiente ecuacién: Ucrit= uhigh + [(texh / tinter) * uincr, donde uhigh es la
velocidad mdaxima que se sostuvo durante todo el intervalo, texh es el intervalo que el pez estuvo
alavelocidad de agotamiento, tinter es el intervalo de natacién (5 min), y uincr es el incremento
de velocidad en cada paso (0.5 BL/s).

Figura 13. Cadmara metabdlica/respirometro (Loligo® Systems) para mediciones de consumo de
02 en peces sometidos a diferentes grados de actividad fisica.

RESULTADOS
Interaccidn nutricion x genoma: crecimiento e indices biométricos

Los resultados derivados de los cruces y del engorde en el IATS para el estudio interacciéon
nutricién x genoma se muestran de muestran de forma detallada en el ANEXO-A*,

A modo de resumen se indican a continuacidn los aspectos mas relevantes:

e De los 2.545 peces marcados con PIT-tags, el 96% (2.441) fueron asignados de forma
inequivoca a una pareja de parentales. De los 15 progenitores seleccionados para la
obtencion de puestas de larvas con diferente potencial de crecimiento,
13 contribuyeron a la descendencia dando lugar a 18 familias, aunque dos de ellas
estuvieron constituidas por un sélo individuo y fueron descartadas del estudio. (Fig. 14).

4 Articulo enviado a publicar a Aquaculture en febrero del 2019
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Figura 14. Cruces, composicién por familia, y distribucidn de peces en las dietas
experimentales (D1 and D2).

e Los dos grandes grupos de peces estudiados (cxcy, exey) crecieron de igual manera con
ambas dietas desde 17 g hasta 214 g de peso medio, con tasas de crecimiento (SGRs) de
0.83-1.8 durante los periodos de crecimiento acelerado y 0.21 durante el invierno. La
eficiencia de conversion del alimento (FE) fue de 0.8-1 durante el periodo de
crecimiento acelerado y de 0.55 durante el invierno. Considerando todo el periodo
experimental, la SGR global fue de 0.7 y la FE de 0.56, sin diferencias entre dietas (ver
Fig. 15).

e Laevolucidn del pesoy el factor de condicién a lo largo del periodo experimental mostrd
que la seleccién de los peces por alto crecimiento, pero no la dieta, modificé el patron
de crecimiento (ver anexo A, Fig. 3). A nivel global, las familias exey aumentaron de peso
mas rapidamente con ambas dietas que los controles durante el primer periodo inicial
de crecimiento acelerado (septiembre 2017-noviembre 2017). Estos peces continuaron
creciendo mas rapido que el grupo control durante el invierno-primavera (noviembre
2017 a mayo 2018). Como resultado, la mayor diferencia de peso entre las poblaciones
cxcy y exey se observo en el muestro de mayo. Sin embargo, con el aumento estival de
las temperaturas, la tendencia de las familias cxcy fue aumentar de peso mas
rapidamente que las exey, por lo que este tipo de crecimiento compensatorio acabd
disminuyendo las diferencias de peso de la progenie de los dos grupos de familias al final
del engorde.

e Un analisis pormenorizado de las tasas de crecimiento confirma que no hay efecto de la
dieta sobre el crecimiento ni sobre el patrén diferencial de crecimiento de las familias
seleccionadas o no seleccionadas por alto crecimiento. De hecho, considerando todos
los periodos analizados, se obtuvo una alta correlacién lineal (R?=0,99) con una
pendiente préxima a 1 entre los SGR de las diferentes familias alimentadas con ambas
dietas experimentales (Fig. 16). Ello pone de relieve una débil interaccion nutricidn
genoma que también se evidencid con un modelo de interaccion lineal que incluye
efectos fijos y aleatorios (ver anexo A, Fig.6).
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Figura 15. Variaciones estacionales de temperatura y fotoperiodo durante el periodo
experimental (A). Peso de las dos poblaciones de peces alimentadas con las dos dietas

experimentales a lo largo de todo el engorde (B).
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Figura 16. Tasas de crecimiento (SGR) de los peces alimentados con las dietas
experimentales D1 y D2 a lo largo de todo el engorde. PCC, Pearson correlation
coefficient

En la Tabla 3-anexo A, se muestran los efectos del genotipo y la dieta sobre diferentes
indices de las familias seleccionadas como representativas del conjunto de la poblacién.
Los resultados muestran que no hay efecto dieta, pero si del genotipo sobre el peso, la
talla y el factor de condicidon. Por el contrario, hay efecto genotipo y dieta sobre los
indices hepatosomatico (HSI) y de grasa mesentérica (MSI), pero sin interaccion entre
ambos factores. La tendencia observada es un menor tamano del higado en los peces
alimentados con la dieta control, en contraposicién a una mayor deposicion de grasa en
el tejido adiposos perivisceral. Es dificil establecer un patrén global para familias control
y elite, aunque es de resefiar que la familia c4c3 mostré el mayor acumulo de grasa
mesentérica con independencia de la dieta.

Las caracteristicas biométricas del intestino, como los indices de peso (IWI) y longitud
(IL1), resultaron afectados significativamente por la dieta ingerida, con valores mas altos
en los peces que ingirieron la dieta vegetal D2, y sin interaccidn significativa familia x
dieta (Tabla 3-anexo A). Sin embargo, al agrupar las familias por bajo (c2c7, c4c3), medio
(edel) y alto (e5e2, ebe2) crecimiento, se observo que los peces de mayor crecimiento
presentaron intestinos mas cortos cuando ingirieron la dieta control (Fig. 8). Al ingerir
la dieta D2, estos peces mostraron los mayores incrementos en la longitud de sus
intestinos, alcanzado los valores propios de las familias de bajo crecimiento (Fig. 8).
Estas observaciones sugieren diferentes respuestas adaptativas para seguir
manteniendo una alta capacidad de digestién y absorciéon de nutrientes en base a la
dieta y la genética del pez.
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Figura 17. Efecto de las dietas experimentales sobre la longitud relativa del intestino
(IL1), calculado como porcentaje de la longitud del pez

Interaccidn nutricion x genoma: patrones de expresion génica

El ANOVA de dos vias muestra que 26 de los 29 genes del array estuvieron nutricionalmente
(efecto dieta) y/o genéticamente (efecto familia) regulados (Tabla 24). El efecto dieta, fue mas
evidente en marcadores del metabolismo lipidico y energético, mientras que los marcadores de
crecimiento (eje GH/IGF) se mostraron especialmente regulados por la dieta, quedando
reducida la interaccidn dieta x familia a unos pocos genes del metabolismo lipidico,
concretamente a elongasas (ELOVL6) y desaturasas (FADS2, SCD1a).

Al contrario que con los indices biométricos del intestino, el efecto familia quedé en gran parte
enmascarado por la dieta control y no por la dieta de mayor contenido en ingredientes vegetales
(D2). Asi pues, el ANOVA de una via detectd un efecto familia (P<0.05) para tan sélo 2 genes
(ELOVL6, SCD1b) de los 16 del metabolismo lipidico, o 3 de un total de 29 en peces alimentados
con la dieta D1, frente a los 10 de metabolismo lipidico (ELOVL], 4, 5, 6; FADS2, HL, PLA2G6,
PPARa, PPARP), 2 de metabolismo energético (CS, SIRT1) y 3 de crecimiento (IGF-I, IGFBP-2a,
IGFBP-4) en los peces alimentados con la D2. En total, ello supone cambios estadisticamente
significativos en 13 genes, cifra que aumenta a 23 con un nivel de significacién del 10% (P<0.1),
pero que queda reducida a tan sélo 5 genes (ELOVL6, SCD1b, PPARB, CS, SIRT1) con la dieta D1.

Es mds, un analisis mas detallado de los datos de expresion de los peces alimentados con la dieta
D2 muestra dos patrones de expresion claramente diferenciados, que se corresponden con las
familias cxcy y exey. Ello es mas evidente para la comparativa entre c2c7/c4c3 y edel/e6e2, ya
que la progenie de la familia e5e2 mostré un patrén intermedio. Este hecho es especialmente
evidente para algunos marcadores del metabolismo lipidico (elongasas, desaturasas). En todo
caso y como rasgo en comun, el incremento de la expresion de ELOVL6, FADS2 y SCD1a con la
dieta D2 fue mayor con la progenie de las familias edel/e5e2/e6e2, lo que se traduce en una
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interaccion significativa nutricion x genoma. Ello es relevante en el caso de estos enzimas, ya
gue estudios anteriores en el IATS-CSIC han puesto de relieve que estos genes son los que
presentan una mayor sobre-expresién en animales con signos de carencias en acidos grasos
esenciales omega-3. Ello estaria favoreciendo un aumento del nivel de instauracidn de los acidos
grasos poli-insaturados, al mismo tiempo que podria promover una mayor lipogénesis hepatica,
siendo la familia e5e2 la que muestra un menor indice hepatosomatico y una expresion
relativamente baja de desaturasas y elongasas en combinacidn con una baja expresion de HL,
aunque contrariamente esta misma familia también mostré el nivel mas alto de expresion de
LPL hepatica (enzima clave en la captacién tisular de acidos grasos, derivados de los triglicéridos
de las lipoproteinas circulantes).

Marcadores del metabolismo de los fosfolipidos y colesterol también mostraron un efecto de la
dieta y la familia. Aumentado la expresién de PLA2G6 con la dieta D2, al ser esta fosfolipasa otro
de los marcadores de un bajo contenido en aceites de pescado, y por consiguiente de n-3 PUFAs.
Por el contrario, la expresion de CYP7A1 fue claramente inhibida por la dieta D2 con
independencia de la familia, al ser este enzima uno de los principales responsables del efecto
hipo-colesterolémico de las harinas y aceites vegetales.

Factores de transcripcion del metabolismo lipidico también se vieron afectados por la dieta,
siendo el efecto mas claro la accidn inhibidora de la dieta D2 sobre la expresién hepatica del
PPARy en la progenie de las familias c2c7 y c4c3. Dado que el PPARy es de conocidos efectos
lipogénicos, la correlacidn inversa entre la expresidon del PPARy y el indice hepatosomatico se
debe interpretar como una consecuencia mas que una causa de un menor engrasamiento
hepatico, sin que en ningln caso observaciones histoldgicas del higado hayan mostrado signos
de esteatosis o cualquier otro tipo de alteracion o dafio histopatolégico.

A nivel global, la expresién de marcadores de actividad mitocondrial disminuyé con la dieta D2,
siendo este efecto mas evidente a nivel de CS. La misma tendencia, pero menos marcada,
mostré la SIRT-2. En cualquier caso, los marcadores de actividad mitocondrial (CS, PGCla) y
estado de energia (SIRT-2) estuvieron regulados genéticamente, con los niveles de expresion
mas bajos en la progenie de las familias c2c7/c4c3. Esta menor actividad metabdlica estuvo
asociado a un menor desacople energético (baja expresion de la UCP1) en los peces alimentados
con la dieta D2 con independencia de la familia, lo que posiblemente también es indicativo de
un menor riesgo de estrés oxidativo con la disminucién del grado de insaturacion de los lipidos
de la dieta.

A pesar de que la dieta no tuvo efecto sobre el crecimiento, 7 de los 8 marcadores hepaticos del
eje GH/IGF mostraron una menor expresion con la dieta D2, que no llego a traducirse a nivel
fenotipico en una merma del crecimiento por la posible accién de diferentes mecanismos
compensatorios a nivel local (musculo esquelético). También se observd un efecto
estadisticamente significativo del genotipo sobre la expresién de IGF-, IGFBP-1a e IGFBP-4. En
menor medida, cambios en la expresion de las dos variantes de receptores de GH (GHR-1 y GHR-
Il) también estuvieron genotipicamente regulados, dando como resulta una aparente inhibicion
del sistema GH/IGF a nivel hepatico en las familias cxcy.

A modo de corolario, el analisis multivariante (PLS-DA) del patron de expresion hepatica indica
que las dos primeras componentes explican gran parte de la variabilidad observada (40% del
56% total), separando la primera componente los peces a lo largo del eje X en base a la dieta,
mientras que la segunda componente promoveria la separacion en el eje Y de familias cxcy y
exey alimentados con la dieta D2. El analisis VIP (variable importance), para valores mayores de
1 demuestra una mayor contribucion de los marcadores de crecimiento sobre la componente 1,
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mientras que los genes del metabolismo lipidico estan sobre-representados en la accion
discriminante de la componente 2 (figura 18). Es decir, el efecto dieta afecta en gran medida al
crecimiento, mientras que el efecto familia tiene una mayor incidencia sobre el metabolismo
lipidico y los de depdsitos grasos.

Tabla 24. Efecto de la dieta y de |la familia sobre el patrén de expresién hepatico de marcadores
del metabolismo lipidico, energético y del eje GH/IGF.

Diet1 Oneway — Diet2 one-way_ Jwo-way ANOVA
c2c7 cdcd edel ede2 ebe2 ANOVA c2c7 cdcld edel ede2 e6e2 ANOVA DIET FAMILY INTER.

Lipid metabolism
ELOVL1 4.23 349 424 4322 4.90 0.27 4.26ab 3.72b 5.89a 459ab 5.93a 0.002** XA <0.001 0.315
ELOVL4 0.21 016 021 019 0.21 0.4 0.15ab 0.14b 0.23a 0.19ab 0.21ab 0.019** 0.356 0.015 0.28
ELOVLS 6.89 6.94 703 573 6.07 0.493 5.64ab 6.00ab 7.36a 3.31a 7.40a 0.024** 0.242 0.016 0.182
ELOVLe6 0.50ab 0.58a 030b 033b 059 0.002** 0.75b 0.77b 1.00ab 0.53b 1.28a 0.001** m <0.001 0.006
FADS2 1.08 071 094 034 1.05 0.15 1.41ab 0.71b 3.26a 147ab 239 <0.001** E{Xd8 <0.001 0.002
SCD1a 0.05 0.04 004 0.03 0.13 0.28 0.29ab 0.16b 0.74a 0.20bc 0.55ac 0.015%* SoN kN 0.007  0.024
SCD1b 1.18a 1.14a 0.62ab 035b 0.73ab 0.007** 1.88 2.02 1.63 0.74 223 0.096* SNk 0.006  0.465
HL 7.93 7.08 7.83 7.40 8.15 0.821 6.25b  6.72ab 8.79a 6.67ab 9.21a 0.032** 0.76 0.050 0.316
LPL 2.08 2.30 273 313 2.63 0.314 2.30 2.60 2.96 3.98 289  0.097* 0.111 0.007 0.754
ATGL 0.06 0.09 012 010 0.12 0.79 0.04 0.04 0.05 0.11 0.07 0356 0.111 0481 0.752
PLA2GE6 0.06 0.07 007 0.06 0.08 0.162 0.07ab 0.07b 0.12a 0.08ab 0.11ab 0.004%* m <0.001 0.200
CYP7A1 0.58 0.61 065 063 0.54 0.925 0.27 0.30 0.32 0.50 031 0.078* <0.001 0.33 0.678
CPT1A 0.20 016 017 0.20 0.16 0.7 0.15 0.14 0.20 0.20 0.16 0364 0.52 0363 0.642
PPARa  1.07 1.02 134 113 1.09 0.303 0.81b  0.87b 1.30a 0.90ab 1.29a 0.001%* 0.155 0.002 0.200
PPARP 0.19 027 031 027 0.26 0.087* 0.12 0.16 0.19 0.21 020 0104 <0.001 0.008 (0.697
PPAR) 0.37 034 037 039 0.39 0.733 0.24b  0.26bc 0.35ac 0.31ab 0.38a 0.002** <0.001 0.007 0.144
Energy Metabolism
cs 0.37 030 040 035 0.329 0.058* 0.27b  0.27b 0.35ab 0.30b 0.40a <0.001** [0.005 <0.001 0.341
PGCla 0.10 0.09 014 013 0.12 0.446 0.11 0.10 0.15 0.12 0.15 0.097% 0.120 0.041 0.764
SIRT1 0.028h 0.029h 0.043a 0.034ab 0.031b 0.003%* 0.028ab 0.025b 0.034ab 0.03%9ab 0.037a 0.026%* 0.972 <0.001 0.119
SIRT2 0.111 0113 04121 0109 0112 0.882 0.092 0.092 0.123 0401 0110 0.054* 0.075 0.097 0.541
UCP1 1216 1223 1288 11.66 13.40 0.826 8.13 8.76 9.15 5.84 1144 0.091* <0.001 0066 0.649
GH/IGF axis
GHR-1 1.19 131 147 140 1.36 0.779 0.94 1.03 1.35 0.98 1.30 0.065* 0.013 0129 0.726
GHR-II 1.24 1.22 132 134 1.11 0.514 0.91 0.84 1.10 1.29 119 0.051* 0.01 0.088 0.178
IGF-1 843 8.11 9.67 9.66 9.16 0.282 3.98bh 5.36ab 6.77a 6.11ab 6.45ab 0.028%* <0.001 0.008 0.596
IGF-II 1.74 1.29 164 1.60 1.24 0.483 1.40 0.93 1.63 1.42 142 (0.189 0.316 0125 0.715
IGFBP-1b 1.12 1.63 1.05 2.08 1.24 0.201 0.29 0.61 0.34 1.07 027 0104 <0.001 0.006 (0.989
IGFBP-2a 1.09 1.03 1.07 1.03 1.09 0.987 0.64b  0.68ab 0.86ab 0.72ab 0.962 0.029%* <0.001 0.251 0.447
IGFBP-2b 1.65 1.70 186 1.66 1.75 0.853 1.06 1.16 1.43 1.25 143 (0118 <0.001 0.187 0.860
IGFBP-4 0.52 049 057 053 0.57 0.739 0.35b Dﬁﬁb 0.54ab 045ab 0.58a 0.003** 0.006 0.04 0.293

[ a7 L




Uni6én Europea

o d ¥ GOBIERNO  MINISTERIO
"Q DEESPANA  DEAGRICULTURA PESCA SECRETARIA GENERAL
i Y ALIMENTACION

Fondo Europeo Maritimo y
de Pesca (FEMP)

(A)

10

Goodness of Fit
R2Y{cum) = 55%
0s Q2(eum) = 43%
08
o7
06
0s
ad
03
a2

Q1

00
Come(t) Comp(2) Come(y) Comeid)

Comgonent

(B) Scores plot

-1
oc-2
ee-1

ee-2

]

Compotent 2 (17 52%)
=]

o

(€)

Gene IG‘- 5CD1a ucel GFER-2b

Farlb FRARE ELOVLE GHA- GFEF-4

GFIFZa  FRARy  CYFTAL G
VIP[1] |l.8 153 142 141 1.35 132 131 131 129 119 107 1.07

(D)

Gene [p1z @
VIP[2] 11.57 142 134 129 119 111 1.07 106 105 1.04 1.02 1.02 1.01 1.01

AZGE IGF- ELOVLL  ELOVLE  UC# GFEP-1b PPARy IGFEP2b FADSZ GFEF-4 FRARa CrRTAL GF3F2a

Figura 18. Analisis discrimante del patréon de expresion hepatica. (A), varianza explicada (R2Y) y
predicha (Q2). (B), score plot de las variables coloreadas por dieta y grupo familiar. Variable
importance (VIP) de las variables (genes) después de la primera (C) y segunda componente (D).
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Tests metabdlicos

Las tres familias seleccionadas como representativas de la varianza observada mostraron que la
seleccidn por crecimiento va ligada a diferentes capacidades metabdlicas, que en Uultima
instancia comportan una diferente respuesta en animales sometidos a esfuerzo. En los que, en
ningun caso, la dieta comporté un efecto significativo y los resultados obtenidos se han
considerado de forma conjunta para cada familia. De ello se deduce que la capacidad aerdbica,
medida como el maximo consumo de oxigeno en peces sometidos a ejercicio, es muy similar en
las tres familias. Sin embargo, la velocidad critica en los tests de esfuerzo fue significativamente
mayor en los peces de las familias de menor crecimiento (c4c3). Esta relacion inversa también
se puso de relieve al considerar las tasas de crecimiento de cada individuo con independencia
de su genética. Por tanto, la seleccidon por crecimiento va en detrimento del metabolismo
anaerdbico, lo que parece excluyente de un determinado patrén de crecimiento que favorece
un crecimiento mas constante o uniforme a lo largo de todo el proceso de produccion
(figura 19).
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Figura. 19. Consumo de oxigeno (M0O2) y velocidad critica (Ucrit) en un test de esfuerzo de
familias con diferente tasa de crecimiento.
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ACTIVIDAD-A.3

O5. Estudiar la variabilidad genética para la resistencia a patégenos en poblaciones de dorada
bajo explotacién industrial en el marco de PROGENSAZ®, incluyendo los patdgenos que producen
las mayores pérdidas econdmicas en el sector espafiol (Vibrio, Photobacterium, Lymphocystis y
Enteromyxum) bajo diferentes condiciones de manejo industrial, y determinar su relacién con
marcadores del sistema inmunitario para facilitar su seleccién a escala industrial.

Tarea A.3-1. INFECCIONES EXPERIMENTALES CON VIBRIO SPP. Y PHOTOBACTERIUM
DAMSELAE SUBSP. PISCICIDA

Infecciones experimentales

Participantes: [IEO — UPCT — IFAPA - ULPGC

1. CONSTRUCCION SALA DE INFECCIONES EXPERIMENTALES.

Se acondicioné una sala para poder realizar las infecciones experimentales, quedando
totalmente aislada del resto de las instalaciones de la Planta de Cultivos.

Habitacion de 50 m? con desaglie central y suelo con pendiente al 3% terminado con pintura
epoxi antideslizante. Se dotd de aparato de aire acondicionado, para poder regular la
temperatura ambiente y la temperatura del agua, luces con programacion para controlar el
fotoperiodo, entrada de agua de mar y de agua dulce para los tanques y una pila de lavado de
material. Los vertidos de la sala estan controlados mediante valvulas de bola de PVC en todos
los desaglies, ademas de una valvula de seguridad general. Este sistema permite la cloracién
manual y periddica del agua durante los procesos de infeccién, también dentro de las tuberias,
garantizando asi que el vertido final esté libre de patdgenos incluso en el caso de fugas
accidentales de agua de los tanques instalados en la sala. Se instalaron 5 tanques rectangulares
de 200 L de capacidad, provistos de un sistema de recirculacidn independiente compuesto por
filtro mecanico y bioldgico, dos aireadores, tanque de estabilizacion y bomba de recirculacidn
sumergible. Cada tanque tiene su sistema de medicion de temperatura y salinidad para
garantizar la estabilidad de las condiciones a lo largo del tiempo de experimentacion. Ademas
se instalé un tanque de infeccidon estanco con aireacidon para el caso de necesitar realizar
infecciones por bafio. La sala consta de mesa de muestreo, balanza y lector de chips.

2. REALIZACION DE INFECCIONES.

2.1. Cultivo de Photobacterium damselae subsp. piscicidia (Phb) y pruebas de dosificacion

El primer afio del proyecto, nos centramos en obtener informacién sobre la resistencia o
susceptibilidad de los ejemplares a Photobacterium damselae subsp. piscicidia (Phb). Los cultivos
de la bacteria se realizaron en caldo de triptona de soja (TBS) a 202C durante 48 horas. El cultivo
en fase exponencial, fue lavado tres veces en tampdn fosfato salino (PBS) estéril mediante
centrifugacidon a 2700xg durante 15 minutos a 42C. La densidad dptica de las suspensiones
bacterianas fue medida a 540 nm, y el nimero de unidades formadoras de colonias (u.f.c.)/mL
fue calculado usando una curva patrén de crecimiento. La suspensién bacteriana fue ajustada a
las concentraciones requeridas para cada experimento en PBS estéril.
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Inicialmente se realizaron tres pruebas de dosis con un nimero pequefio de ejemplares del IEO
con el fin de determinar la dosis de bacteria adecuada para obtener un cierto porcentaje de
supervivencia en la poblacién. Las doradas utilizadas se cribaron con el fin de tener una
poblacién homogénea de 150 peces con peso medio de 3.5 + 1.0 g para cada prueba. Las dosis
probadas inicialmente fueron 0, 4,33 x 107; 4,33 x 106; 4,33 x 105 y 4,33 x104 bacterias/pez,
administradas mediante inyeccién intraperitoneal en 100 uL de PBS estéril. En esta primera
prueba se obtuvo un porcentaje de supervivencia cercano al 57% Unicamente en la dosis menor,
mientras que el resto de las dosis provocaron mortalidades del 100%. En una segunda infeccion
se inyectaron 0, 4,15 x 104, 4,15 x 103, 4,15 x 102 y 4,15 x 101 bacterias/pez administradas
intraperitonealmente en 100 pL de PBS estéril, obteniéndose un 90% de supervivencia
Unicamente en la dosis mayor. Una tercera prueba se realizd con el fin de determinar el
protocolo de crecimiento de las bacterias previo a su inyeccidn en el pez. Asi se determind que
la dosis adecuada para obtener un cierto porcentaje de supervivencia en la poblacién era de
8x104 bacterias/pez procedente de un cultivo liquido inoculado directamente con el aislado
congelado y sin plaguear. Se establecié una tabla de sintomas y niveles de sufrimiento para la
evaluacidn retrospectiva del proyecto.

2.1.1. Primera infeccion experimental con Phb

A continuaciéon se realizd una primera infeccion experimental con peces de ELITE de
IFAPA/ULPGCYy de IEO. Los ejemplares de ambos lotes fueron tranquilizados en 20 uL/L de aceite
de clavo en agua de mar y 400 ejemplares de cada uno fueron seleccionados con un peso medio
de 4,08+0,72 g. Los 800 ejemplares fueron inyectados con 100 pl de 8x105 bacterias/mL de PBS
estéril y se distribuyeron al azar en 4 tanques de infeccidon. Un grupo control compuesto por 30
peces de IEO fue inyectado con PBS estéril y mantenido en la misma instalacion con el fin de
controlar la correcta manipulacién de los ejemplares infectados. Los peces que morian se
recogieron dos veces al dia durante los 3 primeros dias y una vez al dia el resto del tiempo de
experimentacion. Estos ejemplares fueron pesados y congelados a -209C en bolsas individuales,
asignandoles un cédigo numérico en funcion del dia de defuncién tras el inicio de la infeccion.
La infeccidn se considerd superada a los 11 dias, al ser el nimero de mortalidades acumuladas
en los ultimos tres dias inferior a 3 en todos los tanques. A los peces supervivientes se les aplico
eutanasia mediante exceso de anestesia (40 pL/L de aceite de clavo en agua de mar), fueron
pesados y posteriormente congelados a -202C en bolsas individuales asignandoles un cddigo
numérico.

2.1.2. Segunda infeccion experimental con Phb y extraccion de sangre

Un segundo lote de peces compuesto por 530 ejemplares de ELITE de IFAPA/ULPGC y 460
ejemplares de IEO previamente marcados con un Chip intraperitoneal, tal y como se describid
anteriormente, han sido muestreados para la obtencidn de suero. Los peces fueron sedados con
20 uL/L de aceite de clavo en agua de mar y se les extrajo 100 uL de sangre mediante puncidn
de la vena caudal. Esta cantidad se vio que era la cantidad mdaxima que se podria extraer sin
poner en riesgo la vida de los ejemplares y minimizando las pérdidas debido a la manipulacién.
Aun asi, se contabilizd un 23% de mortalidad media en los dias posteriores a la extraccion, siendo
ligeramente superior entre los peces de ELITE de IFAPA/ULPGC. Los ejemplares se han dejado
recuperar en condiciones de cultivo con circuito abierto durante 20 dias como minimo. La sangre
obtenida ha sido dejada coagular a 42C durante 16 horas y centrifugada a 10.000xg durante 10
minutos a 42C para la obtencidn del suero que fue congelado a -802C hasta su posterior analisis.

Un lote de estas doradas a las que se les ha extraido sangre, compuesto por 360 ejemplares de
ELITE de IFAPA/ULPGC y 400 de IEO, una vez recuperadas, fueron inoculados con 100 pL de
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8x105 bacterias de Phb/mL de PBS. Un grupo control compuesto por 30 peces de IEO fue
inyectado con PBS estéril y mantenido en la misma instalacidn con el fin de controlar la correcta
manipulacion de los ejemplares infectados. Los ejemplares que morian se recogieron dos veces
al dia durante los 3 primeros dias y una vez al dia el resto del tiempo de experimentacién. La
infeccion se considerd superada a los 9 dias, al ser el nUmero de mortalidades acumuladas en
los ultimos tres dias inferior a 3 en todos los tanques. A los peces supervivientes se les aplico
eutanasia mediante exceso de anestesia (40 pL/L de aceite de clavo en agua de mar). Todos los
ejemplares, tanto susceptibles como supervivientes, de ambas infecciones fueron pesados y una
porcién de aleta caudal fue guardada en alcohol, asignandoles un cddigo numérico en funcién
del dia de defuncidn tras el inicio de la infeccidn. Estas muestras, se enviaron a la UPCT para su
genotipado.

2.1.3. Andlisis de la supervivencia tras la infeccion por Phb

La supervivencia en ambas infecciones estuvo entorno al 60% en todos los tanques excepto en
uno de ellos, en donde la tasa de supervivencia descendié de forma significativa (al 43%) (figura
20).
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Figura 20. Tasas de supervivencia en peces no infectados (control=E1) e infectados segun los
distintos tanques de estabulacidn (A) y segln su origen (B), correspondiente a dos experimentos
de infeccidn independientes con 8x104 u.f.c de Phb/pez.

El analisis de los pesos determind que los ejemplares supervivientes eran estadisticamente
mayores en peso tanto analizando todos los peces en su conjunto como por origenes. Al analizar
los datos de supervivencia segun el origen de los ejemplares, los ejemplares de ELITE de
IFAPA/ULPGC muestran una significativamente mayor resistencia a la infeccion que los de IEO;
un 72% frente a un 61%, respectivamente, siendo los peces supervivientes los de mayor peso.
Es de destacar que se realizé una homogenizacion previa de ambas poblaciones de origen, de
forma que todos los peces infectados se encontraban dentro del mismo rango de pesos.

2.1.4. Andlisis de la sintomatologia observada tras la infeccion con Phb

Los sintomas observados fueron de tres niveles: (1) sin sintomas externos, (2) hemorragias
alrededor de la base y a lo largo de las aletas, en el poro genital y en algunos puntos de la piel,
(3) aparicidn de ulceras en las zonas de hemorragias con descamamiento de la piel. En todos los
casos los animales murieron antes de las 24 horas tras la observaciéon de los sintomas. No se ha
podido encontrar ninguna correlacidn entre el origen de los peces, el tiempo de resistenciay la
intensidad de los sintomas ya que dichos sintomas se observaron en un nimero muy pequefio
de ejemplares (figura 21).
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Figura 21. Fotografias representativas de los sintomas observados durante la infeccién con Phb.
La flecha sefala zonas de hemorragia (A,B) y la cabeza de flecha sefiala las ulceras (C,D).

2.2. Infecciones con Vibrio anguillarum (Va)

Un lote de peces compuesto por 150 peces del IEO, se infectaron con cinco dosis distintas de Va
(1,16x107, x108, x109, x1010y x1011 bact/100uL de PBS). Se inyectd 100uL/ejemplar. El tiempo
de experimentacion durd 12 dias y se establecid una tabla con los sintomas observados vy los
niveles de sufrimiento para la evaluacion retrospectiva del proyecto. Se establecié la dosis
optima de infeccién del orden de 109 bact/pez.

2.2.1. Infeccion con Va

Un lote de peces compuesto por 139 peces de IEO y 148 de ELITE de IFAPA-ULPGC, se infectd
con 1,7x109 bact/100uL de PBS. Se inyectd 100ulL/ejemplar. Los ejemplares que morian se
recogieron una vez al dia durante 18 dias hasta que el nimero de mortalidades acumuladas en
los tres ultimos dias fue inferior a 3 peces por tanque. A los peces supervivientes se les aplico
eutanasia mediante exceso de anestesia (40 pL/L de aceite de clavo en agua de mar). Todos los
ejemplares, tanto susceptibles como supervivientes de ambas infecciones, fueron pesados y una
porcién de aleta caudal fue guardada en alcohol, asignandoles un cédigo numérico en funcién
del dia de defuncidn tras el inicio de la infeccion. Estas muestras se enviaron a la UPCT para su
genotipado.

2.2.2. Andlisis de la supervivencia tras la infeccion por Va

En esta infeccidn se observd un porcentaje pequefio de ejemplares ciegos bilateralmente o con
heridas abiertas (nivel 4 de sufrimiento) que se considerd que sufrian en exceso y fueron
eutanasiados junto con los ejemplares que presentaron secuelas (exoftalmia unilateral y
hemorragias oculares unilaterales) al final del periodo de infeccion. Tanto los eutanasiados
como los que tenian secuelas fueron considerados como susceptibles a la infeccién e
incompatibles con las condiciones de un cultivo masivo. Sin embargo, cuando se realizd un
analisis por origenes se encontrd que no existian diferencias significativas en el nimero de estos
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ejemplares entre las dos poblaciones (6% en la poblacién del IEO frente al 7% en la poblacion de
ELITE).

La tasa de supervivencia en los diferentes tanques infectados vario entre el 43-60%, aunque no
hubo diferencias significativas entre los tanques. Los peces supervivientes presentaron pesos
mayores en ambas poblaciones. En cuanto al origen, al igual que la infeccidn por Phb, se observa
una mayor supervivencia, estadisticamente significativa, en la poblacidn de ELITE que en la del
IEO (54% y 48%, respectivamente).
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Figura 22. Tasas de supervivencia tras la infeccion con 1,7x109 u.f.c. de Va/pez en 6 tanques (E1-
E6) independientes (A) y tasas de supervivencia y de eutanasia humanitaria (S-)en las dos
poblaciones (ELITE e IEO) (B).

2.2.3. Andlisis de la sintomatologia observada tras la infeccién con Va

Las mortalidades tras la infeccién con Va fueron mucho menos rdpidas que tras la infeccién con
Phb. Los sintomas encontrados fueron: exoftalmia unilateral y bilateral, zonas necréticas
irregulares en la piel que evolucionaron hacia una desintegracién de la misma con aparicién del
musculo necrético subyacente, ceguera con hemorragias oculares internas y opacidad del
cristalino al volverse blanco. Estos sintomas se observaron tanto en ejemplares que perecieron
rapidamente como en ejemplares mas resistente, incluso en el caso de la cegueray la exoftalmia
en ejemplares supervivientes. Todos estos ejemplares, tanto los eutanasiados por motivos
humanitarios segun los protocolos de bienestar animal establecidos al efecto, como los
supervivientes con sintomas permanentes, fueron considerados como susceptibles de la
infeccion ya que dichos sintomas son incompatibles con una adecuada alimentacién y un
sistema productivo convencional. Estos sintomas aparecieron en ambas poblaciones estudiadas
y su cantidad no presentd diferencias significativas respecto a su origen poblacional.

/7

Figura 23. Fotografias representativas de los sintomas observados durante la infeccidn con Va.
La flecha sefiala exoftalmia (A), la cabeza de flecha negra sefiala una zona necrética (B) y la
cabeza de flecha blanca un ojo con hemorragia y principio de opacidad del cristalino (C).
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Tarea A.3-2. INFECCIONES POR LINFOCISTIS

Participantes: IFAPA — IEO — ULPGC - MARESA

1. Contexto

La dorada (Sparus aurata) es una especie de gran importancia econdmica en la region
Suratlantica europea y cuenca mediterrdnea, siendo la primera especie marina por volumen de
produccién en Europa, con una estima de 207.000 toneladas en 2017, con Turquia (34,5 %),
Grecia (30,1 %), Egipto (8,7 %) y Espafia (7%) como principales productores (APROMAR, 2018).

Las infecciones viricas constituyen un problema creciente para la acuicultura, debido a las
pérdidas econdmicas derivadas del retraso de crecimiento y mortalidades que provocan vy el
establecimiento de infecciones persistentes y de portadores asintomaticos, que pueden
convertirse en reservorios que propagan y diseminan particulas viricas durante largos periodos
de tiempo. Todo ello, unido a la escasez de herramientas para su deteccién y a la falta de
tratamientos antivirales, hace que estas enfermedades sean un cuello de botella para el
desarrollo de la acuicultura (Walter y Winton, 2010; Borrego et al., 2017).

En la dorada, la enfermedad de linfocistis (LCD) es la patologia mas frecuente de origen
viral descrita en los cultivos de esta especie hasta la fecha (Borrego et al., 2017). EI LCDV es el
agente causal de la enfermedad de linfocistis y se caracteriza por la aparicién de pequefios
nddulos de color blanquecino a grisaceo (Fig. 24), que pueden aparecer aislados o, con mayor
frecuencia, agrupados en racimos y localizados en la superficie del cuerpo y las aletas, pudiendo
llegar a cubrir todo el cuerpo del animal (Wolf, 1988; Anders, 1989). Dichos nédulos estan
constituidos por células hipertrofiadas denominadas linfocistes o células linfoquisticas.

La LCD es una infeccion autolimitada que, dependiendo de la especie hospedadoray las
condiciones ambientales, puede prolongarse por un tiempo variable. Asi, por ejemplo, en
doradas mantenidas a 20°C las lesiones suelen remitir totalmente en unos 45 dias (Gonzalez et
al., 1996; Kvitt et al., 2008; Cano et al., 2009). En las instalaciones de acuicultura, la LCD suele
presentar una elevada morbilidad, ocasionando graves pérdidas econémicas relacionadas con
una desfiguraciéon de los animales que impide su comercializacién. Ademads, los animales
enfermos muestran un descenso del crecimiento y anemia siendo mas susceptibles a infecciones
bacterianas secundarias, canibalismo y/o infestaciones parasitarias y ocasionalmente muerte
por inanicion (Deuff y Renault, 1993; Borrego et al., 2017).

La enfermedad ocurre de forma recurrente en las instalaciones dedicadas al cultivo de
la dorada en Andalucia. Este hecho, unido a la falta de tratamientos antiviral hace necesario
mejorar la resistencia de los animales a estas infecciones viricas, evaluando la resistencia
genética de familias de dorada a sufrir la enfermedad de linfocistis dentro del plan de seleccién
genética para la mejora de la produccion de dorada PROGENSA (www.progensa.eu).

[ ss L



http://www.progensa.eu/
http://www.progensa.eu/

* X % Unién Europea
ud ¥ GOBIERNO  MINISTERIO * *
i "Q DEESPANA  DEAGRICULTURA.PESCA SECRETARIA GENERAL - *

)3 Y ALIMENTACION DEPESCA L S Fondo Europeo Maritimo y
ol de Pesca (FEMP)

Figura 24. Juveniles de dorada infectados por LCDV
2. Disefo experimental y evaluacion
2.1 Preparacion de familias de dorada y formacion lotes centinela

Para la generacién de las familias de dorada para evaluacién genética, en diciembre de 2017 se
establecieron puestas masales a partir de tres lotes de reproductores en el centro IFAPA “El
Toruno”, correspondientes a 52 reproductores del grupo control (no seleccionados), 30
reproductores de la Elite F1 y 57 pertenecientes a la Elite F2 (Fig. 25). Para ello, se siguié un
modelo 4D que ya habia testado previamente en PROGENSA, como adecuado para la
maximizacién del nimero de familias. Las puestas se recogieron diariamente durante 4 dias
consecutivos y se cultivaron en incubadores cilindro-cénicos de 1.000 L de capacidad, provistos
de circuito abierto de agua de mar y control de temperatura.

Las recogidas se repitieron varias veces, desde febrero hasta junio de 2017 para constituir lotes
de evaluacidn uniformes y constituir lotes centinela de produccién. En este periodo, se enviaron
aproximadamente 20 millones de huevos y larvas a las empresas MARESA y CULMASUR en
Huelva que construyeron lotes de produccion y la formacidn de grupos centinelas. Los lotes de
se cultivaron segun condiciones de produccién industriales. A la aparicidn del brote de linfocistis
en junio de 2017. Tras detectar los primeros sintomas de la enfermedad producida por
linfocistivirus, se seleccionaron 2 lotes de peces centinela de distinta edad (Nacidos en febrero
y abril) procediendo a la toma de muestras de animales enfermos. Para ello, se seleccionaron
dos tanques de peces procedentes de diferentes lotes de puesta y diferente tamano y se
tomaron de cada uno una muestra de 500 peces. De esta forma se seleccidn un lote (abril; lote
1) en fase activa de infeccidon y otro de febrero (lote 2) en fase de recuperacion.
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Figura 25. Esquema para produccién de familias. Se indica los lotes de reproductores, los lotes
formados en febrero y abril y el flujo hasta la evaluacidn de los animales enfermos.

Figura 26. Evaluacion fotografica de animales infectados por LCDV

2.2 Evaluacion fenotipica

Estos animales se sacrificaron en hielo y se transportaron al laboratorio en condiciones de
bioseguridad para su evaluacion y analisis (500+500 de lote 1 y 2) en las instalaciones del centro
“El Torufio”. Los animales muestreados se registraron mediante toma de fotografias
individualizadas siguiendo los procedimientos y analisis establecidos en PROGENSA. Para ello,
se identificaron individualmente, asigndndole un nimero a cada muestra, se realizd6 una
fotografia a cada animal para realizar la evaluacion fenotipica y se congelaron a -202C para su
conservacién para posteriormente hacer la determinacidén biométrica y toma de muestras. Esta
forma de proceder es para garantizar las medidas de bioseguridad en la manipulaciéon de
muestras por el riesgo de infeccidn en las instalaciones del centro IFAPA El Toruio.

Para el analisis de las lesiones partir de las fotos realizadas se establecié un protocolo y una
escala de evaluacion (Tabla 25 y Fig. 27) y se realizé en triplicado por personas independientes.
La evaluacidn se hizo independiente en tres regiones de cada pez se dividié (Fig. 27): regidén 1,
desde el opérculo hasta el extremo caudal de la aleta pectoral; regién 2, desde el extremo
pectoral hasta el principio del pedunculo y regidn 3, desde el pedunculo al final de la aleta
caudal. Se establecieron dos parametros: la superficie afectada y la intensidad de la lesion y
ambos criterios se evaluaron con puntuaciones del 1 al 3 (Tabla 25). Para la superficie afectada,
se puntud 1 si se encuentra afectado por lesiones menos del 30% de la region, 2 si esta entre 30
y 70%, y 3 si se ve afectado mas de un 70% de superficie. Para el criterio de intensidad de la
lesién, se asignaron los valores de 1 para lesiones suaves y no abultadas, 2 para lesiones que
presentaban un ligero abultamiento y 3 para linfocistes claramente abultados.
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Con estos de superficie afectada e intensidad de lesién se determind un indice mixto de
gravedad de la enfermedad denominado el indice de gravedad (IG), correspondiente a la
multiplicacién de las medias de los valores de las 3 regiones para los criterios de superficie
afectada (S) e intensidad de la lesién (L) (IG= S* L). Dicho valor oscila entre 1y 9 y se tipifica
como leve, moderado, grave y muy grave segun se indica en la tabla 25.

Tabla 25. Clasificacidn de las lesiones segun la superficie afectada, lesion e indice de gravedad.
S=Score de la gravedad

Superficie Intensidad Indice gravedad
afectada Lesion

S % S tipo S Gravedad
1 <30 1 Sinrelieve 1-2  leve

2 30-70 2 Leve relieve 2-4  Moderado
3 >70 3 linfocistes 4-8  Grave

8-9  Muy grave

Superficie : 2

Superficie : 2
LESION: 2

LESION : 2

Superficie : 3 Superficie : 3
LESION: 3 LESION: 3
3

Figura 27. Ejemplo de evaluacion fenotipica. Se indican las tres regiones evaluadas en 4
individuos y los criterios establecidos para la superficie, la intensidad de lesion y el IG de cada
region.

Por otra parte, se procedié a realizar un analisis morfométrico de cada individuo. Para la medida
de la longitud se utilizo el registro fotografico, tomando la longitud furcal, mediante el software
de andlisis de imagen (Imagel). La medida de peso se toma a partir de los individuos congelados.

2.3 Cuantificacion de particulas viricas.

Con el fin de cuantificar el nimero de particulas viricas de cada individuo, se procedié a la
extraccién de DNA total a partir de muestras de higado de cada animal. Aunque LCDV presenta
un alto tropismo en aleta caudal y piel y significativamente superior al nimero de particulas
detectadas en higado (Valverde et al., 2017), se eligié el higado para los analisis debido a la
posibilidad de evitar la contaminacion externa, asi como por su facil extraccidon y tamanio,
suficiente para realizar los analisis en animales de pequefios.
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Las doradas fueron diseccionadas y se extrajeron asépticamente los higados, que fueron
pesados e inmediatamente homogenizados mediante digestién enzimdatica con proteinasa K.
Para la extraccion de DNA total se empled el método de columna ISOLATE Il Genomic DNA Kit
(Bioline) para los individuos del lote 1. Para las muestras del lote 2, se empled el método de
extraccién mediante Fenol-cloroformo usando Trizol (Thermofisher) siguiendo las instrucciones
del fabricante. En ambos casos, las muestras fueron tratadas con RNasel. Las muestras se
cuantificaron espectrofométricamente mediante NanoDrop 800 y visualizacién en gel de
agarosa.

El numero de particulas virales se determind mediante qPCR absoluta del gen de la proteina
principal de la capside (mcp) siguiendo la metodologia descrita por (Valverde et al., 2017)

2.4 Genotipado y asignacion de las matrices de parentesco.

Para la asignacién de parentesco de las doradas muestreadas y clasificadas
fenotipicamente en el apartado anterior se empleé la PCR multiples de 11 marcadores con su
anclaje en el mapa genético de dorada (SMsal) (Lee-Montero et al., 2013). Este trabajo se hizo
coordinado con la ULPGC. La asignaciéon de parentesco se hizo mediante VITASSIGN v8.2.1
(Vandeputte et al., 2006).

Para el célculo de las estimas para la resistencia a la infeccion por linfocistis, una vez constituida
la matriz de datos, se tuvo en cuenta el modelo y = X8 + Zu + e donde Y, es el dato para cada
caracter, B, es el vector de factores fijos (grupo de reproductores), U, es el vector de efecto
animal al azar y E, el error. Se calculd la heredabidad y correlaciones genéticas y fenotipcias para
el peso, longitud, Numero particulas e indice de gravedad. Para el calculo de la susceptibilidad a
la infeccion se hizo un modelo umbral en el que las categorias del IG leve y moderado se
asignaron como poco afectados y las categorias grave y muy grave como muy afectado. Las
estimas genéticas en la escala observada se realizé con el programa Wombat (Meyer, 2007) y
para el modelo umbral se siguid la correccion propuesta por Dempster y Lerner (1950) para la
escala subyacente:

e donde, h%s es la heredabilidad en la escala observada (0/1), h? es la heredabilidad en
la escala subyacente (logit o probit), p es la proporcion de enfermos en la poblaciény z
es la altura de la ordenada en la distribucién normal que se corresponde con el punto
de corte aplicado a la proporcidon p de enfermedad. La escala observada se usé para
estimar las correlaciones genéticas en la escala subyacente ya que entre los caracteres
binarios las correlaciones son iguales entre ambas escalas.

Ademas, se realizé las estimas para la susceptibilidad en el modelo umbral por el método
bayesiano GLMM usando el software MCMCglmm (Hadfield, 2010).

3. Resultados
3.1. Datos biométricos de los lotes evaluados

La morbilidad observada en los lotes muestreados fue el 100%. Esto significa que no podiamos
evaluar resistencia ya que todos los animales presentaban lesiones por LCDV. No obstante, como
los animales presentaban distinto tipo de gravedad en las regiones afectadas, se puede estimar
la susceptibilidad genética a padecer la enfermedad LCD.

El lote 1, en fase aguda de la infeccidn, tuvo un peso medio de 1,3+0,5 g oscilando en el rango
0,3-2,9 g. El lote 2, en fase de recuperacién tras 2 meses de inicio de la infeccidn, tuvo un peso

[ 59 L




* X % Unién Europea
GOBIERNO  MINISTERIO *x
DEESPANA  DEAGRICULTURA.PESCA  S-oReTARIA GENERAL * * = . s
Y ALIMENTACION BEFESCA * * Fondo Europeo Maritimo y
IR de Pesca (FEMP)

medio de 3,8+1,1g oscilando entre 1,4-7,0g. Para la longitud, el lote 1 tuvo 3,8+0,4 cm y el lote
2, 5,3+0,4 cm (Fig. 28)

Peso (g)
Longitud (cm)

Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2

Figura 28. Peso y longitud para los lotes 1y 2 evaluados. Se indica la media + desviacién estandar
(n=500 para cada lote)

3.2. Datos de evaluacion fenotipica

La evaluacién fenotipica para cada regién se muestra en la Fig. 29. No hubo diferencias
significativas en relacién a la superficie afectada entre los lotes 1 y 2. La regiéon mas afectada fue
la Regién 1 con un valor medio de 2,740,5 para lotes 1 y de 2,9+0,4 para el lote 2. La regién
menos afectada fue la R3 con un valor de 2,3+0,8 y 1,9+0,8 para los lotes 1y 2, respectivamente.
El valor promedio de gravedad por superficie afectada fue de 2,6 y 2.5 para los lotes 1y 2,
respectivamente

Parala intensidad de la lesidn, el lote 1 siempre tuvo mayor gravedad. No hubo diferencias entre
regiones y oscilé entre 1,79-1,93 para el lote 1 (promedio 1,9+0,7) y entre 1,4 y 1,6 para el lote
2 (promedio 1,5+0,6) (Fig. 29).

4 Mlotel ' lote2 mlotel m lote2
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Figura 29. Grado de afectacion de lesiones de LCDV por superficie afectada e intensidad de
lesién para las regiones 1, 2y 3.
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Figura 30. Box-plot del Indice de gravedad. El recuadro contine el 75% de los datos

El indice de grave (IG=S*1) para el lote 1 fue de 5,0+2,6 y para el lote 2 de 3,9+2,2 (Fig. 30). De
acuerdo con el IG se establecieron 4 categorias (de leve a muy grave). En el Lote 1, los animales
poco afectados fueron del 40% (leves o moderados). Para el lote 2, este porcentaje fue del 60%
(Fig. 31).

Moderado
52%

Figura 31. Distribucién de categorias para IG en e lote 1 (izq) y lote 2 (dcha). La linea negra indica
las categorias poco afectadas (leve y moderada) de las muy afectadas (grave o muy grave) y
usadas para el andlisis umbral.

3.3. Datos de infeccion viral.

Ademas de la evaluacién fenotipica, en cada animal se cuantificé la concentracién de particulas
virales estimadas como copias de ADN por pg de ADN total. El promedio de copias de ADN
estimadas en el lote 1 fue de 9,2x107 + 7,2x108ug de ADN total-1. En el lote 2 fue de
6,3x10545,9x106 pg de ADN total-1.

Nuestros datos demostraron una correlaciéon positiva (r’=0,90-0,94) entre la categoria de
gravedad y la concentracién del nimero de particulas en el higado (en logaritmo) tanto para el
lote 1 como 2.
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Figura 32. Concentracion de ADN vira (logaritmol10) pug ADN total-1 para el lote 1 y 2
considerando 4 o 5 categorias de gravedad en funcién del IG.

3.3. Contribucion de parentales y asignacion de parentesco

Los datos de asignacidn se muestran en la tabla 26. Para el lote 1, de los 499 animales
muestreados, se purificd ADN y amplificaron correctamente 464 individuos que asignaron en un
87.3% a un parental y un 76.1% a ambos parentales. En el lote 2, el nimero de individuos
analizados fue de 486 con un total del 88.9% asignados al menos a un parental y 70% asignado
a los dos parentales.

Tabla 26. Datos de asignacidn. Se indica el nimero total de animales analizados, los % asignados
a 1 parental (1P) o 2 parentales (2P)

Total Lote 1 Lote 2
Total 464 486

1P 445 (95,9%) 454 (93,4%)
2P 399 (86,0%) 408 (84,0%)
Familias 150 128

En la distribucidn por lotes de reproductores el 87% de la progenie fue del grupo élite F2, un
9,7% de élite F1 y un 3.3% de los controles.

En total contribuyeron 83 reproductores (60% del total) que produjeron un numero total de
familias de 150 para el lote 1y de 128 para el lote 2 obtenidas mediante el modelo 4L (Tabla 26).
55 reproductores estuvieron representados en ambos lotes, mientras que 11 sélo estuvieron
representados en el lotel y 17 en el lote2. No obstante, hubo un gran sesgo en la contribucion
familiar. En el lote 1 se identificaron 47 reproductores y en el lote 2, 46. Cuatro de estos
reproductores contribuyeron mas de 50 hijos cada uno (Fig. 33).
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Figura 33. Contribucién de progenie de reproductores en el lote 1y 2 para el grupo de éliteF2 y
élite F1

El estudio del nimero de copias de ADN viral de la descendencia por parental teniendo en
cuenta el promedio de su descendencia indicé un amplio rango de variacién especialmente en
el lote 2 (1,8-6,2) (Fig. 34). Las diferencias entre parentales fueron mucho mayor para el IG tanto
para el lote 1 como para el lote 2 (rango 1,7-9) indicando que los padres generaban
descendencia con distinto IG y por tanto seleccionable.
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Figura 34. Niumero medio de copias de ADN viral (log) y gravedad (IG) de la descendencia de
cada reproductor del lote 1(izq) y lote 2 (dcha)
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3.4. Estimas genéticas

Las estimas se realizaron por separado para cada lote dado las distintas fases de la infeccién en
la que se encontraban los lotes evaluados. Los datos fenotipicos se muestran en la tabla 27.

Tabla 27. Datos fenotipicos de las estimas genéticas.

Lotel Lote2

n media stdev  Min max. n media stdev min. max.
peso 445 1,302 0,477 0,3 2,9 452 3,709 1,065 1,4 9,6
long 445 3,768 0,381 2,5 4,8 452 5,285 0,425 4 7
Parti 442 6,385 1,12 2,1 10,1 442 3,84 1,489 0,4 81
IG 445 4,978 2,544 1 9 453 3,965 2,207 1
4C 445 2,542 0,959 1 4 454 2,211 0,835 1
4Cbin 0,566 0,496 0 1 454 0,357 0,480 0 1

En el lote 1 (Tabla 28), el peso y la longitud presentaron una heredabilidad de 0,18 y 0,16
respectivamente. No hubo heredabilidad para el nimero de particulas mientras que para el IG
en la escala observada fue de 0,18. Usando el modelo umbral, para animales poco afectados
(leves o moderados) vs muy afectados (graves o muy graves) la heredabilidad fue de 0,20 en la
escala observada, pero al transférmalo a la escala subyacente fue de 0,32. Este dato se confirmd
mediante una aproximacion bayesiana que proporciéon una heredabilidad de 0,31 para el
modelo umbral.

Respecto a las correlaciones genéticas, fue muy alta entre peso y longitud asi como el nimero
de particulas y el IG. Es interesante que la gravedad se correlacionaba de forma alta y positiva
con el peso y talla indicando que eran los animales mas grandes los que mas sintomatologia y
particulas viricas acumulaban.

Tabla 28. Estimas genéticas para peso, longitud, nimero de particulas, indice de gravedad y
modelo umbral (bin ene la escala observada y bin_liab en la escala subyacente) para el lote 1.
Las heredabilidades se indican en naranja y las correlaciones genéticas en el triangulo superior.

Peso Longitud Partic IG bin
Peso 0,18+0,10 0,93%#0,05 0,4040,63 0,83%0,25 0,74+0,28
Longitud 0,94+0,01 ' 0,16£0,09 0,34+0,65 0,57+0,37 0,50+0,36
Partic -0,05+0,05 -0,04+0,05 0,04+0,04 0,99+0,45 0,99+0,35
1G 0,09+0,05 0,05+0,05 0,40+0,04 0,18+0,09 0,99+0,03
bin 0,20+0,1

En el lote 2 (Tabla 29), el peso y la longitud tuvieron una heredabilidad baja indicando que en la
fase de recuperacién del virus, el papel de los genes que regulan el crecimiento esta
enmascarado por la recuperacién de la infeccion. La heredabilidad para el nimero de particulas
también fue baja mientras que para el IG en la escala observada fue de 0,17. Usando el modelo
umbral, para animales poco afectados (leves o moderados) vs muy afectados (graves o muy
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graves) la heredabilidad fue de 0,7 en la escala observada, pero al transférmalo a la escala
subyacente fue de 0,22.

Respecto a las correlaciones genéticas, fue alta y positiva entre peso y longitud (0,98) asi como
el numero de particulas y el 1G (>0,98). Es interesante que la gravedad se correlacionaba de
forma alta y negativa con el peso y talla indicando que eran los animales mas grandes los
primeros que se recuperaban y menos sintomatologia y nimero de particulas acumulaban en la
fase de recuperacion de la enfermedad.

Tabla 29. Estimas genéticas para peso, longitud, nimero de particulas, indice de gravedad y
modelo umbral (bin) en la escala observada y bin_liab en la escala subyacente) para el lote 2.
Las heredabilidades se indican en verde y las correlaciones genéticas en el tridngulo superior.

Peso Longitud Partic 1G bin
Peso 0,15+0,01 0,98+0,04 -1,00+0,40 -0,35+0,39 -0,3410,44
Longitud 0,91+0,01 0,06+0,08 -0,96+0,58 -1,00 -0,85
Partic -0,14+0,05 -0,16%0,05 0,08+0,08 |1,00+0,33 0,99+0,88
IG -0,29+0,05 -0,31+0,04 0,221+0,05 0,16%£0,09 0,9810,10
bin 0,17+0,08
bin_liabi 0,22

Tarea A.3-3. INFECCIONES EXPERIMENTALES CON ENTEROMYXUM LEEI

Participantes: CSIC — ULPGC - IFAPA

DISENO EXPERIMENTAL

Para el experimento del reto parasitario, se trasladaron 252 individuos de tres familias distintas
seleccionadas por crecimiento alto (e5e2, n = 84), medio (ed4el, n =84)y bajo (c4c3,n=84) ala
unidad de patologia del IATS. La mitad de los individuos de cada familia (n = 42) habian sido
alimentados con D1 y la otra mitad con D2 durante los 7 meses previos al experimento en las
instalaciones experimentales de engorde del IATS. Todos los animales se identificaron
individualmente con PIT-tags. El traslado a la unidad de patologia se realiz6 20 dias antes del
comienzo del reto. En dicho momento, se obtuvieron datos biométricos de las doradas y se
distribuyeron en 6 tanques de 500 L de forma que cada tanque contenia 14 individuos de cada
familia (7 D1y 7 D2) con un total de 42 peces por tanque.

Para el reto parasitario, 4 de los 6 tanques experimentales se inocularon por via anal con el
mixozoo intestinal Enteromyxum leei (receptores, R), y los otros dos tanques restantes se
mantuvieron sin infectar (control, C). Los peces R se canularon analmente con un homogenado
de raspados intestinales provenientes de peces donantes con una infeccidn alta de E. leei, como
se ha descrito previamente (Estensoro et al., 2010). La dosis de indculo se realizé en funcion del
peso individual de cada uno de los peces R, de forma que los peces de 30-50 g recibieron una
dosis de 0,2 ml, mientras que los peces de 50-90 g fueron inoculados con una dosis de 0,3 ml.
Los peces C recibieron la misma dosis de PBS.

Para comprobar el progreso de la infeccion se realizé un muestreo no letal a los 35 dias post
inoculacion (dpi). Para ello, los peces se anestesiaron con aceite de clavo, se realizd una
biometria y, mediante el uso de un hisopo, se tomo un frotis rectal no letal de los peces R para
analizar el progreso de la infeccién mediante gPCR con primers especificos para el 18S rDNA de
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E. leei, segln el protocolo descrito previamente (Fox et al., 2000; Sitja-Bobadilla y Palenzuela,
2012).

El muestreo final se realizé a los 70 dpi, en el que se sacrificaron todos los peces, se realizé la
ultima biometria y se tomaron muestras para diagnéstico histoldgico (n = 6 individuos por familia
y por tanque) y molecular mediante gPCR (n = 8 individuos por familia y por tanque).

Diagndstico de la infeccion

Para el diagnéstico histoldgico, porciones de intestino anterior (IA), medio (IM) y posterior (IP)
se fijaron en formol neutro tamponado 10%, se incluyeron en parafina, se cortaron a un grosor
de 4 um y se tifieron con Giemsa, siguiendo procedimientos histoldgicos estandar. La intensidad
de infeccion con E. leei se evalué de forma semicuantitativa siguiendo una escala convencional
donde 1+ equivale a infeccién muy baja y 6+ a infeccién muy alta, segun lo descrito previamente
(Estensoro et al., 2010). También se identificaron los distintos tipos de estadios del parasito. Se
considerd positivo un pez cuando cualquier estadio del pardsito se detecté en al menos un
segmento del intestino.

Para el diagndstico molecular se evaluaron las copias de 18S rDNA de E. leei mediante qPCR
como se ha descrito previamente (Piazzon et al., 2017). Tras la necropsia, los intestinos enteros
se extrajeron de la cavidad abdominal, se pesaron individualmente y se homogeneizaron en un
Bullet Blender (Next Advance, NY, EEUU). Se extrajo el DNA de una alicuota de 200 ul de cada
homogenado utilizando un sistema automatizado (EpMotion 5075, Eppendorf, Hamburgo,
Alemania) y un kit basado en silice (Macherey-Nagel, Diiren, Alemania). El nimero de copias del
gen se calcularon extrapolando los valores de Ct de cada muestra frente a un estandar
construido con nimeros conocidos de copias de pldasmido del 185 rDNA de E. leei (con un rango
de 6-7 dérdenes de magnitud) corrido en la misma placa de gPCR. Para cada muestra se
incluyeron y evaluaron dos diluciones de DNA. Las muestras con valores de Ct < 38 se
consideraron positivas. El nimero total de genes de rDNA del pardsito presentes en cada pez se
estimo teniendo en cuenta la cantidad de tejido en el homogenado inicial de cada muestra. Para
simplificar, los valores obtenidos se utilizan como una aproximacién al nimero de células de
pardsito, es decir, se asume una cantidad constante de copias de rDNA por pardsito.

Andlisis de datos

Las variables parasitoldgicas cuantitativas estudiadas fueron: Prevalencia de infeccidon
(porcentaje de peces infectados por grupo muestreado), Intensidad media de infeccién (media
del niumero de parasitos por pez infectado) y Abundancia media de parasito (media del nimero
de parasitos por pez por grupo muestreado, es decir, incluyendo los valores negativos de peces
no infectados). Ya que en experimentos previos hemos observado que la carga parasitaria de E.
leei individual en cada pez infectado se encuentra sobredispersada y agregada, la carga
cuantitativa de parasito estimada mediante qPCR se normalizé por transformacion logaritmica
(y = Ln (y) para los datos de intensidad, e y = Ln (1 + y) para los datos de abundancia). Las
diferencias entre grupos para los datos biométricos y parasitolégicos se analizaron usando Prism
(GraphPad, CA, EEUU) y Sigma Plot (Systat, CA, EEUU). Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando p < 0,05.
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RESULTADOS
Crecimiento

Todas las familias retadas con el parasito mostraron la tipica disminucién del crecimiento debida
a la enfermedad. El peso final de todos los peces R fue significativamente mas bajo que el de su
respectivo grupo C de cada familia. Sin embargo, la disminucién de peso difirié entre familias
(Fig. 35). Los peces C de la familia e4el mostraron el mayor incremento de peso, estando los R
de la familia c4c3 en el otro extremo (FIG35).

20 1 Ctrl-edel
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®
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-20

Figura 35. Diferencia de peso en porcentaje al final del experimento de infeccidn con E. leei
Mortalidad

Alo largo del reto, se detectaron mortalidades puntuales, con un total de 19 individuos muertos
en todo el experimento. De todos los peces muertos, se tomaron muestras intestinales que se
analizaron microscépicamente en fresco y en todas ellas se detecté presencia del parasito. La
mortalidad acumulada mayor se detecté en la familia c4c3 (17%). Las familias e5e2 y edel
mostraron mortalidades del 2% y 0%, respectivamente.

Datos parasitoldgicos cuantitativos: diagndstico molecular*

En el muestreo intermedio (35 dpi) la prevalencia de infeccidn ya fue muy alta en todas las
familias, siendo de un 86%, 78% y 90% para las familias edel, e5e2 y c4c3, respectivamente. En
el muestreo final, las prevalencias de infeccidn fueron similares e igualmente altas (90%, 78% y
87% para las familias edel, e5e2 y c4c3, respectivamente). No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los datos de prevalencia. Respecto a la intensidad de
infeccidn, la familia e5e2 presenta una intensidad media significativamente menor respecto a
las otras dos familias (ANOVA, p < 0,001) (Fig. 36). No se detectaron diferencias significativas
entre variables (dieta previa) o replicados (tanques) dentro de cada grupo. Ningun animal del
grupo C fue positivo para el parasito.
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Figura 36. Intensidad de infeccidén por E. leei estimada mediante gPCR para las familias edel
(arriba, familia 1), e5e2 (medio, familia 2) y c4c3 (abajo, familia 3). Las distribuciones de
intensidad estan representadas como log10 de copias de DNA de parasito por muestra (+ SD).

Datos histopatoldgicos

El examen microscépico de los tres segmentos intestinales de los peces muestreados mostro
valores de prevalencia e intensidad de infeccidn muy altos en todos los grupos experimentales
(R). Ningun animal del grupo C mostré presencia del pardsito. No se encontraron diferencias
significativas en prevalencia de infeccion entre familias (Tabla 30). La prevalencia de infeccién
fue siempre mayor en el intestino posterior, correspondiendo con el patrén de distribucién
espacial tipico de E. leei en la dorada. La intensidad de infeccion por tramo intestinal muestra
valores similares a los de la prevalencia, no apareciendo diferencias aparentes entre grupos
experimentales. No se encontraron diferencias significativas entre variables (dieta previa) o
replicados (tanques).

Tabla 30. Niveles de infeccion por E. leei en doradas segun diagnostico histoldgico en el
muestreo final en cada una de las familias experimentales.

Prevalencia de infeccion (%) Intensidad de infeccion media
Familia total IP IM 1A IP IM IA
edel 95,8 87,5 45,8 62,5 4,1 3,7 3,4
e5e2 100,0 100,0 62,5 91,7 51 3,2 3,7
c4c3 89,5 89,5 42,1 52,6 4,9 3,6 3,4

Tabla 31. Niveles de infeccidn por E. leei en doradas segun diagndstico global (histo+gPCR) en el
muestreo final en cada una de las familias experimentales.

Familia n | Prevalencia de infeccion global (%)
edel (F1) 56 92.86
e5e2 (F2) 56 87.50
c4c3 (F3) 51 88.24
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Tarea A.3-4. ANALISIS DE LA RESPUESTA INMUNITARIA HUMORAL INNATA Y ADQUIRIDA

Participantes: IEO - UPCT

La sangre obtenida ha sido dejada coagular a 42C durante 16 horas y centrifugada a 10.000 xg
durante 10 minutos a 42C para la obtencién del suero que fue congelado a -802C hasta su
posterior andlisis. En estos sueros se estudiara la actividad bactericida frente a diferentes
especies bacterianas, entre ellas Phb, y se intentard correlacionar estadisticamente con la
susceptibilidad o resistencia a la enfermedad de cada individuo y con la resistencia en dias tras
la infeccion y el peso. Se identificaran diferentes familias génicas con diferentes grados de
resistencia siempre que sea posible. No se prevé realizar muchas mas actividades séricas debido
al escaso volumen de suero obtenido. Sin embargo, en los casos en los que los resultados de
actividad bactericida y supervivencia determinen un especial interés, y siempre que la
disponibilidad de suero lo permita, se podran realizar otras actividades incluidas en la memoria.

Un lote de estas doradas a las que se les ha extraido sangre, compuesto por 360 ejemplares de
descendientes de reproductores de ELITE de IFAPA/ULPGC y 400 de IEO- han sido inoculados
con 100 pl de 8x105 bacterias de Phb/ml de PBS y la infeccidon se esta monitorizando, esperando
tener datos de la misma a mediados de noviembre. Tanto los ejemplares susceptibles como
supervivientes serdn conservados como anteriormente se ha descrito para su posterior
genotipado.

En las muestras de suero obtenidas antes de las infecciones, se analizaron dos actividades de la
respuesta humoral innata (peroxidasa y antibactericida) y los niveles de anticuerpos (niveles
totales de IgM). No se pudieron analizar mas pardmetros debido al poco suero que se pudo
obtener de ejemplares tan pequenos. Ninguno de los tres parametros analizados mostré
variaciones significativas en funcidon de la resistencia a la infeccién de los ejemplares, ni se
correlacionaron estadisticamente con el peso de los mismos. Sin embargo, mientras que los
niveles de actividad bactericida en peces de ELITE y de IEO eran semejantes (19,4+1,4y 17,6+1,3
%, respectivamente), los niveles de la actividad peroxidasa eran significativamente superiores y
los niveles de IgM total inferiores en los ejemplares de ELITE respecto a los ejemplares del IEO.
Los aumentos de la actividad peroxidasa (ELITE: 80,5+43,0 e IEO: 27,3+10,9 U.l./mL) pueden
explicarse por un aumento del metabolismo aerdbico de los ejemplares de crecimiento
acelerado, como se ha puesto de manifiesto en los resultados de la actividad A.2. de este
proyecto. La diferencia en la cantidad total de IgM (ELITE: 0,19+0,09 e IEO: 0,22+0,05 O.D.
450nm) si podria repercutir directamente en la capacidad de la respuesta inmune, siendo los
ejemplares del IEO (niveles de IgM mayores) posiblemente capaces de responder (en una
respuesta primaria) frente a una mayor cantidad de antigenos o desarrollar respuesta
especificas iniciales mas intensas. Saber si esto repercute en una mayor capacidad de generar
memoria inmunoldgica o respuestas secundarias mas eficaces seria muy interesante de evaluar,
pero es algo que no se planteaba en el marco de este proyecto.
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Figura 37. Valores de la actividad bactericida, peroxidasa y niveles de IgM en la poblacién de
elevado crecimiento de IFAPA-ULPGC (ELITE) y la del IEO. El asterisco determina la diferencia
significativa entre ambas poblaciones seglin una t-student (P<0,05).

Tarea A.3-5. ANALISIS DE PATERNIDAD

Participantes: UPCT - IEO

Las muestras remitidas por el IEO provenientes de los retos bacterianos fueron analizadas por
la UPCT para su genotipo, mediante procesos de extraccion de ADN, normalizaciéon de
concentraciones, amplificacién de los once marcadores microsatélites de la SMsal (Lee-
Montero et al. 2013) y carrera en secuenciador automatico.

ACTIVIDAD-A.4

06. Desarrollar nuevas Tecnologias Facilitadoras Clave (KET’s), para la automatizacion industrial
de la valoracién de caracteres, mediante el establecimiento y optimizacién de una base de datos
y de andlisis de imagen de los peces.

Tarea A.4-1. BASE DE DATOS

Participantes: IFAPA-ULPGC-UMA

En esta tarea se ha adelantado la parte correspondiente a los socios del IFAPA y ULPGC,
habiéndose asi disefiado la estructura de la Base de Datos, en términos de caracteres a
considerar (crecimiento, rendimiento, calidad del pez y de la carne, genotipado, trazabilidad,
etc..) bajo condiciones practicas de cultivo.

El presupuestos fue asignado al IFAPA, quien llevé a cabo una subcontratacién que gand la
UNIVERSIDAD DE MALAGA.

INFORME SOBRE EL CONTRATO 8.06/5.72.4956 CON EL IFAPA El Torufio EN EL MARCO DEL
PROYECTO PROGENSA-III PARA REALIZAR UNA BASE DE DATOS PARA ESTRUCTURAR,
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NORMALIZAR Y RECOPILAR LA INFORMACION DE LOS PARAMETROS PRODUCIDOS Y DE LAS
GENERACIONES DE PROGENSA.

Resumen

Se ha montado un portal web donde se puede consultar la base de datos. La base de datos
desarrollada es relacional por ser la mas adecuada para almacenar los datos propios de los
especimenes y sus medidas, ademas de la informacidn relativa a los usuarios. Adicionalmente
se ha elaborado un programa en Ruby para poblar de manera masiva la base de datos gracias
gue es capaz de interpretar e importar los datos a partir de una hoja de célculo cuyo formato
estdndar ya hemos definido previamente. Con el objeto de facilitar la interaccidon con la base de
datos, se ha construido un sitio web que permite a los usuarios visualizar, filtrar o editar la
informacidn importada previamente. Ademds desde la pagina web generada se permite afiadir
informacidn a los especimenes previamente guardados en su correspondiente tabla, como
nuevos grupos de medidas, fotos, medidas, muestras bioldgicas, etc. Finalmente, se esta
implementando el analisis estadistico automatizado con Wombat a partir de los datos filtrados.

1. Marco de trabajo (framework)

Para la gestién y desarrollo de este proyecto, desde de la base de datos hasta del sitio web con
una integracion transparente e inmediata, se ha recurrido a Ruby on Rails (version 5.2) porque
proporciona las herramientas necesarias para implementar e integrar ambos recursos. Ademas,
la comunidad cientifica colabora activamente en él, con lo que cualquier necesidad que surja es
muy probable que ya haya sido resuelta antes por alguien, con lo que bastara incluir dichas
librerias para abordar las caracteristicas especificas que se necesiten. En la figura 38 se ilustra la
pagina de entrada a la web que da acceso a la base de datos.

Saurata Database & O

# HOME
HoMmE

B DATARASE

Welcome to SaurataDB: user@example.com Database Summary @

About O

Union Europea
Fondo Europeo
de Desarrolio Regional

#o o mVINIA
o 0 OF BARA D BOONOPIA, INOURTIIA -
4 ¥ COMPTITIVOAD ooy ey

s CONSEERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL

Contact us &%

Figura 38. portada de la web de acceso a SaurataDB.
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2. Base de datos

La base de datos relacional se ha programado con el sistema de gestién de dominio publico
SQLite v3. Para su puesta en produccién, se ha optado el sistema de gestién PostgreSQL,
también de dominio publico, que es compatible con SQLite, pero que ofrece mejor rendimiento.
El elemento aglutinador de las tablas es Specimen, como puede observarse en el esquema
detallado de la figura 39.

cunent_sign_in_at

Facility email

author_id

encrypred_password
last_sign_in_at
last_sign_in_ip
temember_created at
resot_password_sent_at
Teset_password_loken
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e
| tathesr i
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from_date
reason

ok _peorganization

Measurementgroup
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meBsURRMEN_Code
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1ags

—

mainclass
subclass

Photo

image_data
phato_position

Figura 39. Tablas de la base de datos relacional, con todos los campos definidos en ellas. Las
flechas representan la relacién establecida entre cada tabla.

La tabla Specimen incluye toda la informacidn indispensable para identificar a cada pez, como
la fecha de nacimiento, los identificadores de los progenitores, la generacidn a la que pertenece,
etc. Los especimenes se organizan en generaciones y lotes, representados en la base de datos
con sus propias tablas, Generation y Batch respectivamente, con la informacidn necesaria para
identificar el origen de los especimenes. A su vez a cada espécimen le pertenecen una serie de
grupos de medidas (Measurementgroup), muestras bioldgicas (Biosample), microsatélites (Ssr),
y rasgos (Trait).

En cada grupo de medida relacionado con cada espécimen se aglutinan las distintas medidas
que se le hayan realizado en un determinado momento. Esto incluye también las fotos tomadas
y las medidas realizadas sobre las mismas. Las medidas obtenidas pertenecen, en funcion de su
naturaleza, a una categoria de medida que puede incluir subcategorias, un disefio que permitira
clasificar las medidas dentro de su grupo de medidas. Adicionalmente, a cada espécimen le
corresponden una serie de movimientos de tanque (SpecimenTank) que pertenecen a su vez a
un determinado tanque (Tank) localizado en una instalacion (Facility) concreta, de modo que es
posible seguir el recorrido realizado por cada pez. Toda esta informacién se podra consultar
convenientemente a través de la web.
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3. Sistema de usuarios

Para mantener la integridad y privacidad de los datos a la vez que se consultan a través de la
web, se ha establecido un control de acceso al sitio web, al que solo accederan los usuarios que
estén debidamente acreditados, como se muestra en al figura 40. Esto se ha podido llevar a cabo
gracias a las gemas ActiveAdmin y Devise.

SaurataDB

Login

Email*

Password*

Remember me

Contact us &%

Este trabajo fue financiado por INIA y EU mediante FEDER 2014-2020 "Programa Operativo de
Crecimiento Inteligente” proyectos RTA2013-00023-C02"

ey Union Europea
*

Fondo Europeo
de Desarrollo Regional

oo ' INIA

DE ECONOMIA, INDUSTRIA !
Y COMPETITIVIDAD Instituto Nacional de Investigacion

y Tecnologia Agraria y Alimentaria

Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera
CONSEJERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL

UNIVERSIDAD

DE MALAGA 7 y\1VERSIDAD DE LAS PALMAS

DE GRAN CANARIA

Figura 40. control de acceso a SaurataDB

Por las mismas motivaciones, y especialmente para mantener la integridad de los datos, se ha
implantado una jerarquia de usuarios, en el que todos tendran la posibilidad de consultar buscar
y descargar datos (usuarios), solo alguno sera editor para visualizar y modificar manualmente
datos ya incluidos en el sitio web, pero tienen restringida la creacién o modificacion de usuarios.
Como mucho, habra un editor por grupo de investigacidon autorizado a consultar la base de
datos. Finalmente, el administrador, que sera siempre de nuestro grupo de investigacidon puesto
que tiene que ser el desarrollador de la base de datos, tendra acceso a todos los recursos
disponibles en el sitio web, como son visualizar y editar los datos, o gestionar los usuarios de la
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propia web. Para este cometido se ha introducido la gema Pundit, que permite gestionar los
permisos de cada recurso de una forma éptima.

4. Navegacion

Cuando entramos en la base de datos, podemos empezar a navegar por Specimens o por
Measurements. Si empezamos por el primero (figura 41), se muestra una tabla que presenta la
informacidn mas relevante contenida en la tabla Specimen. Asociada a esta, se muestra una
barra lateral desplegable que incluye los filtros aplicables sobre la tabla (figura 42), estos estan
vinculados directamente con la informacién presentada o con informacién contenida en las
tablas relacionadas. Ademas, la tabla contiene, enlaces tanto a la pagina dedicada
exclusivamente a cada espécimen (Figura 41), como a las paginas dedicadas a los progenitores.
Finalmente, este recurso permite exportar, en formato CSV, todos los datos asociados a una
determinada seleccién de especimenes.

Saurata Database &

" HoE
Specimens table
B CATABASE

W Specimens
I Meauarements Specimens table i

Dats erment
# Data Manag COUNT Pit TAG st

W Summary

0000717 SLOTIA0NAS

Figura 41. comienzo de navegacion en la base de datos por Specimens.
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Filters
Generation name
PROGENSA - Father id
Measurements comments
Generation code contains
- _ Mother id
FO =
Pit TAG (TAG1,TAG2,..) With Photos
Birth date
Any v
From To
Biosamples
Alive
Any v
Any v
Biosamples stored at
Role
Any v
normal =
elite hl
S5Rs Locus
Has measurements? )
Any v
Any ¥
SSRs Alele
Measurement code ‘
Any L
Clea Fiters
Has measurements comments?
Any v
Fs

Figura 42. Presentacion de todas las opciones para filtrar que se pueden usar para escoger un
subconjunto de datos de SaurataDB

Speckmen quality indirect measurements table

& o
Fretos Genotype Tariks Traits
~ = - - - -

Measurements
Growth direet measurements table
Growth image measrements table

!

Comments [0}

Specimen quality direct meatromsints table [rpmmm— s vet

1

Figura 43. Ejemplo de cémo se muestra toda la informacién sobre un pez
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Si elegimos navegar a través de Measurements, en la figura 44 se muestra que aparece una tabla
gue presenta de manera compacta todas las medidas realizas sobre cada ejemplar, rescatando
la informacién desde las tablas relacionadas. También estdn disponibles los mismos filtros que
se muestran en la figura 44.

Saurata Database a o

Specimens Measurements

I Specimens

M Measuroments

9 Data = Specimens Measurements i

COUNT Pie TAG e

&8 Summary ;

P TAG M snrements e Pt srie Genetype

LS
12 1

OIS ey

st
12/08/1

00ea9434] ONA

Figura 44. Aspecto de la ventaja de navegacion a través de Specimens

Otra funcionalidad destacable que comparten los recursos Specimens y Measurements es la
capacidad de rescatar, a través de la pestafia Pit TAG list, la lista de especimenes presentes en
la seleccion tras el filtrado. Esta lista puede incorporarse a cualquiera de los dos recursos para
restaurar la seleccidn. Por ejemplo, tras realizar un cribado en Measurements gracias a los filtros
presentes en este recurso, es posible exportar los datos desde Specimens en formato CSV.

5. Gestion

Tanto Specimens como Measurements estan accesibles para todos los usuarios de la web. No
obstante se han creado otros recursos, especificos para la manipulaciéon de la informacién
almacenada, solo accesibles para los editores y administradores del sitio, garantizando la
integridad de la misma. Los editores podran editar algunas de las tablas presentes en la base de
datos. Incluso les es posible afiadir informacion a especimenes preexistentes, como grupos de
medidas o muestras bioldgicas. Con el objeto de facilitar esta competencia, se generd el recurso
Data Management (Figura 45), que muestra para cada ejemplar enlaces a todos los campos
editables. Tanto la edicién de un dato existente como la introduccién manual de un nuevo dato
se hace a través de un formulario muy parecido (Figura 46).
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Saurata Database 2 [0)
# HOME
Data Management
£ DATABASE
& Specimens
8 Measurements Data Management Basics i Y

# Data Management
Info

The table below includes all editable fields for a specific specimen, also includes links to add new information. To create new specimens you need to
submit a spreadsheet with all specimens data.

B8 By specimen
Pit TAG Measurement Groups Biosamples SSRs Traits
*Biosample
TISSUE i i
0006879080 *Biosample SSRsflocu: NULL
DNA
*Biosample:
000687A700 ,T!SSUE " "SSReflocus) NULL
Biosample
DNA
“Blosample:
0004687BDAB T_!}j_uﬁ " *SSRe{locus) NULL
e Biosample:
DNA
“Group: 83 *Measurements: WEIGHT LENGTH AREA TOTALVE AREA FILET *Biosample: Iraits
o EXCENT PEZ EXCENT CABEZ VISCERAL FAT DRESSED WEIGHT TISSUE SSRsfocusk  “Traits
900687¢213 FILLETS WEIGHT FILLETS YIELD COLLAGEN PROTEIN *Biosample: FORIOL ’.F > p
CARCASS WEIGHT RATE Traits DNA DEEoP

Figura 45. Campos editables por el usuario con permisos de edicién

Queda reservado Unicamente al administrador la creacién de especimenes, generaciones, lotes,
tanques, instalaciones o movimientos de tanque, dado que esta informacidn se crea a través de
la importacion masiva de datos desde hojas de calculo que elaboran los grupos de investigacion.
Para ello se ha creado una tarea especifica en la aplicacién de Ruby-on-Rails que solo es eficaz
si se tienen los permisos de administracion.

De igual forma, la creacidn, edicidn o eliminacion de usuarios recae exclusivamente sobre los
administradores. Esta gestion es trivial dado que se ha generado un nuevo recurso, nombrado
como USERS al que solo puede acceder alguien con permisos de administracién, cuya interfaz
se muestra en la figura 47.
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Saurata Database & °

Edit Measurement

Measurementgroup® #<Measurementgroup:0x007{7o9b61f62d8> v

Measurementcategory” #<Measurementcategory-0x00000005e15c58> v

Name  WEIGHT

Value 1098.7

Tags
Cancel
Saurata Database a o
New Measurement
Measurementgroup® #<Measurementgroup:0x007f79b1a73aa0> v
Measurementcategory” ¥
Name
Value
Tags
Create Measurement JReERIE]

Figura 46. Ejemplos de los formularios de edicién (arriba) y adicién (abajo) a los que tiene acceso
el usuario con permisos de edicion

Saurata Database F 3 (V]

& USERS
i v Email & Role & Current Sign bn At & Signin Count § Created At % Y
3 user@example.com user March 12, 2018 11.05 4 March 06, 2018 10:41
2 editor@example com editor March 04, 2018 11:20 1 March 06, 2018 10641
1 admin@example com admin March 12, 2018 11:10 & March 06, 2018 10:41

Displaying all 3 Users
Deownload: CSV XML JSON

Figura 47. Interfaz de USERS para la administracion de los tipos de usuarios
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6. Calculos con Wombat

Ahora mismo es posible filtrar los datos que se quieren analizar y guardarlos como un CSV que
se utilizard para alimentar el programa Wombat (una herramienta para analisis genéticos
cuantitativos en linea de comandos). Ya hemos automatizado la tarea con la que se obtiene
automaticamente el fichero de parametrizacion de Wombat para los datos que se van a
alimentar. Solo los falta conectar directamente el programa con la base de datos para que no
haga falta la exportacion.

ACTIVIDAD-A.5

0O7. Jornadas de transferencia de conocimiento, como una herramienta basica para poner en
manos de todo el sector empresarial espafiol de dorada el conocimiento producido asi como las
herramientas desarrolladas, y las empresas no participantes pero si interesadas puedan
incorporar la mejora genética a su estructura de produccién

Tarea A.5-1. JORNADAS DE TRANSFERENCIA

Las jornadas de Transferencia han consistido en reunir a todo los agentes socio-econémicos del
sector de la acuicultura en dorada, al objeto de:

- recoger toda la problematica del mismo
- estructurar el proyecto acorde a la demanda empresarial
- mostrar los resultados obtenidos en el proyecto PROGENSA-III

Para ello, fueron programadas dos jornadas de transferencia, para lo cual se conté con la
colaboracidon de REMA, APROMAR y ASEMA. Una reunién en el primer afo del proyecto, la cual
celebrada en la Universidad Politécnica de Valencia, bajo la direccién de Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC). Una segunda reunién en el segundo afio del proyecto, la cual
fue celebrada en las instalaciones del IFAPA y bajo la direccidn del IFAPA.

Primera jornada de transferencia: SEMINARIO DE COORDINACION PROYECTO PROGENSA-III

Esta primera jornada fue organizada después de llevarse a cabo varias reuniones con el sector
de produccién espafiol, tanto via telefénica como via Skype, o fisicamente en las instalaciones
de MAPAMA, personalizado en D. Juan Manuel Fernandez Aldana y D. Javier Ojeda. Se decidio
llevar a cabo una de las jornadas en la regidn de levante y otra en la region atlantica.
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La jornada del levante, se llevd a cabo en las instalaciones de la Universidad Politécnica de
Valencia, que fue organizada por REMA, bajo la coordinacion del CSIC, y cuya agenda realizada
se relaciona a continuacion:

P T JACUMAR = 12,55-13,20: Infecciones experimentales (Actividad-3).
d ASBACD T IO = Alicia Garcia Alcizar, Marta Arizcun Arizeun & Elzna Chaves Pozo - IEO.

JUNTA MACIGHAL 5
AIEVORA D CLILTIVG) MARING)
13,20 -14,00 Coloquio y Discusidén entre los asistentes.

Moderade por Juan M. Fdez. Aldana - REMA

REMA =57 14,00: Clausura
LA ",
R Notas:
SEMINARIO DE COORDINACION
PROYECTO PROGENSA 111 * Seminario reservade a las empresas socias de APROMAR.
MEJORA DE LA COMPETITIVIDAD DEL SECTOR DE LA DORADA A TRAVES DE * Para la asistencia al Seminario se requiere inscripcién previa en el

LA SELECCION GENETICA (PROGENSA®-III) correo: aldanarema@apromar.es
- .rema ap .
+ Comida optativa en restaurantz Galileo Galilei. Avda. de los Naranjos

. (Junto a la ETS
Eecha de celebracién:S de Abril de 2017, sfn. (funto 2 la ET3)

Lugar: Escuela Téonica Superior de Ingenieria Agrondmica y del Medio
Natural

Universidad Palitécnica de Valencia

Edificio 3P. Planta baja. Sala de Juntas Camino de Vera, s/n .VALENCIA

Horario
Recepcién Asistentesp 10:30h.
Inicio Seminario: 11:00h.

AGENDA SEMINARIO:

11,00-11,15: Apertura y Bienvenida asistentes.

Alberto San Bautista. ETS de Ingenieria Agrondmica y del Medio Natural.
Paloma Carballe Tejero. MAGRAMA.

Javier Ojeda APROMAR.

11,15-11,40: Contexto, objetivos y logros: PROGENSA IIT
Juan Manusl Afonso Lopez - ULPGC.

11,40-12,05: Estructura y disefio de PROGENSA-III (Actividad-1) y
Bases de Datos [Actividad-4).
Manusl Manchade Campafia & M3 Concepcidn Berbel Vecino - IFAPA.

12,05-12,30: Control de rendimientos y genealdgico (Actividad-1).
Eva Armero Ibafez & Emilio Maria Dolores Pedrerc - UPCT. Juan Manuel!
Afonse Ldpez - ULPGC.

12,30- 12,55: Interaccién Nutricién-Genoma [Actividad-2).
Jaume Pérez Sdnchez - CSIC

Red de Exp ién Marina de Acui
Cmno. Leche Santa 2; 11130 Chiclana; Cidiz; Espafia

Red de Exper

Cmno. Leche Santa 2; 1

arina de a
hiclana; Cédis; Espafia

En dichas jornadas, celebradas el 5 de abril de 2017, Valencia, se hizo una presentacion de
PROGENSA-III en su conjunto asi como de cada una de las actividades de desarrollar. Como
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sector empresarial asistio ASEMA, APROMAR, ANDROMEDA, CULMAREX, GRUPO AQUANARIA
(antiguo grupo tinamenor), NATURISH.

Segunda jornada de transferencia: JORNADA DE TRANSFERENCIA DEL PROYECTO PROGENSA
Il PARA LA MEJORA DE LA COMPETITIVIDAD DEL SECTOR DE LA DORADA A TRAVES DE LA
SELECCION GENETICA

Esta segunda jornada, celebrada el 27 de septiembre de 2018, fue organizada por el Instituto de
Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera (IFAPA), en las instalaciones del IFAPA, bajo el
programa disefiado por REMA y APROMAR. En dichas jornadas se presentaron todos los
resultados llevados a cabo en cada una de sus actividades.

La reunién fue atendida por las autoridades de la Junta de Andalucia y la direccion del IFAPA, y
a la que asistieron las empresas del sector en acuicultura de dorada, asi como universidades e
instituciones publicas de ambito regional (ASEMA) y nacional (JACUMAR).
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27 de Septiembre de 2018. Instalaciones Centro IFAPA EI Torufio

09:30 Apertura y bienvenida

09:50 Presentacion del proyecto PROGENSA-II

10:00 Estudio del crecimiento y calidad del pez en doradas producidas en jaulas y
estanques de tierra
Juan Manuel Afonso (Universidad de Las Paimas de Gran Canaria)

10:30  Estudio del rendimiento canal y calidad de la carne en dorada
Eva Armero (Universidad politécnica de Cartagena)

11:00 Interaccion Nutricion x Genoma en dorada: crecimiento y salud intestinal
Jaume Pérez (CSIC-Torre de la Sal)

11:30 Descanso

12:00 Estudio genético de la resistencia a infecciones por linfocistivirus en dorada
Manuel Manchado (Instituto de Investigacion y Formacion Agraria y Pesquera)

12:30  Estudio genético de la resistencia a infecciones bacterianas en dorada
Elena Chaves (Instituto Esparfol de Oceanografia)

13:00 Bioinformatica para facilitar la seleccién genética en acuicultura
Gonzalo Claros (Universidad de Mdlaga)

13:30 Descanso
Moderador: Juan Manuel Fernandez Aldana (REMA-APROMAR)

15:30 Coloquio

16:30 Conclusiones y cierre

Informacion y confirmacion:

Garazi Rodriguez email: garazi@apromar.es

ras v e

E‘:;'w%ﬂ ¥ PESCA. o \ M Insttuto de Investigacion y Formacion Agrana y Pesquera
SRR NG semene CONSEJERIA DE AGRICULTURA, PESCA Y DESARROLLO RURAL

n Universidad
Do
M e (o &
UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS ¢ @ W C s l C Politécnica
DE GRAN CANARIA Cormtiny Surwech s vemseicnas Cavrincin de Cartagena
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4.3. Adecuacion al cronograma de trabajo

Indicar el cumplimiento de los plazos previstos para la ejecucion de las actividades. En caso de
que no se hayan cumplido los plazos previstos para alguna actividad, indicar las causas.

Los plazos de cada una de las actividades se han ido desarrollando en plazo y forma, a pesar de
que los condicionantes bioldgicos de la especie no son faciles de controlar en ocasiones, como
es el caso de la sincronizacion de la puesta al objeto de llevar a cabo a la misma vez la recogida
de puestas, evitando asi el efecto de la edad sobre la medicidn de los caracteres.

Tal y como se explicd previamente en el apartado 4.1. Cambios en el cronograma de trabajo, si
gue se han adelantado algunas partes de algunas tareas, al objeto de poder sincronizar las
agendas de gestidon del proyecto con las bioldgicas de los experimentos. Pero que en ningin
caso han afectado al cumplimiento de los plazos previstos.

4.4, Seguimiento de indicadores de ejecucion y evaluacion del proyecto
Incluir la valoracion, a ser posible cuantificada, de los indicadores contemplados en la memoria

cientifico-técnica.

Como indicadores de seguimiento del proyecto se indicaron en la memoria del proyecto
PROGENSA-III, los siguientes indicados en la tabla,

COMPROMETIDO EN EL PROYECTO EJECUTADO
Valor
. o . Valor
Indicadores de Realizacion (IR) Unidad alcanzado a
esperado
31.03.2019
Entidades y Asociaciones que han colaborado Ne 122 CULMASUR
en el desarrollo del proyecto MARESA
PIMSA
AQUANARIA
NATURISH
ASEMA
REMA
APROMAR
CULMAREX
ANDROMEDA
UMA
UCA
Produccidn de lotes de familias producidos Ne 5 5
mediante puestas masales para evaluacion
Produccidn de lotes de familias de alto, Ne 2 8
medio y bajo crecimiento (EBV) para
experimentos de eficiencia energética
Intercambios de peces entre comunidades Ne 8 6
Experiencias de campo para evaluacién de N2 4b 4
caracteres
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Evaluaciones para caracteres de crecimiento Ne 3¢ 3

y calidad

Evaluaciones de resistencia a patégenos N2 6 4
Genotipado de individuos Ne 14.000¢ 10.000
Banco de muestras Ne 14.000¢ 10.000
Reuniones de seguimiento N2 2 7
Experiencias en colaboracion empresa-OPI Ne 4 5
Difusidn de resultados Ne 6 31

2 En el conjunto de todas las generaciones participan 24 instituciones publicas y privadas, mas las administraciones de las CCAA de

Andalucia, Canarias, Catalufia y Murcia.
b Serfa 5 si se hace la talla de un lote al kilo.
¢ Seria 4 si se hace la talla de un lote al kilo.

d Dependiendo de que todos los muestreos vayan perfectos y qué % de robos esté dentro de los valores estimados.

COMPROMETIDO EN EL PROYECTO EJECUTADO
Valor
. . Valor
Indicadores de Resultado Unidad esperado alcanzado a
31.03.2019
Nuevas tecnologias desarrolladas Ne 2
Empresas y PYMEs que se han beneficiado de Ne CULMASUR
resultados de los proyectos llevados a cabo MARESA
AQUANARIA
PIMSA
ASEMA
REMA
Caracteres de crecimiento Ne 3 3
Caracteres morfoldgicos Ne 18 18
Caracteres de rendimiento N2 6 6
Caracteres de calidad de la carne Ne 4 4
Resistencia a enfermedades N2 patdgenos 4 4
Caracteres interaccién nutricidon x genoma Ne 4 4
Biomarcadores interaccién nutricidn x Ne 20 30
genoma
Integracion de bases de datos N2 1 1
Numero de registros fotograficos Ne 3.000¢ 4.000
Numero de animales con sangre en banco N2 10.000¢ 10.000
Numero de Rx Ne 3.000¢ 500
Pagina web Ne 1 1
Eventos organizados Ne¢ 2 2

d Dependiendo de que todos los muestreos vayan perfectos y qué % de robos esté dentro de los valores estimados
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COMPROMETIDO EN EL PROYECTO FIaSLI PN
Valor |Valor alcanzado
Indicadores de Impacto Unidad esperado| 2 31.03.2019
Nuevas tecnologias transferidas a las Ne 2 2
empresas, PYMEs y/o entidades de gestién
(N2)
Redes de cooperacién establecidas Ne 3 ASEMA
REMA
APROMAR
Numero de animales evaluados (incluyendo Ne 9.900¢ 10.500
reproductores en OPly empresas)
Empresas que usan animales evaluados en su Ne 5 CULMASUR
explotacién MARESA
PIMSA
AQUANARIA
SONRIONANSA*
Progreso en crecimiento por la mejora % 10¢ 20% (élite vs
control)
Reduccidn en Incidencia estimada de % 15 11-12%
enfermedades

d Dependiendo de que todos los muestreos vayan perfectos y qué % de robos esté dentro de los valores estimados.

€ Estimacion media que dependera de varios factores experimentales (reproductores que se apareen, proporcién de machos y
hembras obtenidas, etc..)

* En negociaciones con el resto de empresas para incorporar animales de alto valor genético en su nucleo de reproductores

4.5. Transferencia de resultados al sector

Indicar las actuaciones dirigidas a la validacion y transferencia de resultados a las empresas,
incluyendo:

- descripcion de las actuaciones realizadas,

- resultados obtenidos,

- valoracidn del grado de implicacion y colaboracidn de las empresas,

- valoracidn de la viabilidad de la implementacion de los resultados en empresas,
- aspectos a mejorar para una transferencia de resultados mds efectiva

Se han transferido puestas fecundadas de los lotes de seleccion de IFAPA y ULPGC tanto F1 como
F2 a criaderos localizados en Andalucia y Canarias. En total se estima, mas de 20 millones de
huevos a cada una de las dos empresas andaluzas (MARESA y CULMASUR) y reproductores de
élite de la F3 (5.500 animales) en Canarias a la empresa AQUANARIA. Ademas, ha habido
reuniones con ASEMA para explicar el plany la coordinacién de acciones para aplicar la genética
en las explotaciones de la regién. En dichas transferencias, se han realizado experiencias
conjuntas como la creacién de grupos centinelas para la deteccion de enfermedades
posibilitando la interaccién con los técnicos de las empresas y el intercambio de tecnologias.

También se han hecho siembras en campo y evaluaciones en campo con las empresas PIMSA,
AQUANARIA (en ADSA) y SERVICIOS ATUNEROS DEL MEDITERRANEO, estableciendo
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comparaciones in situ entre animales procedentes de los mismos lotes genéticos, clases afio
2016y 2017. Los resultados de los analisis de los muestreos al sacrificio se estan elaborando en
este momento para la clase afo 2016, ya que fueron muestreados los animales en el mes de
noviembre de 2017, sobre un total de al menos unos 2.400 animales.

Las empresas colaboradoras estan totalmente implicadas en el proyecto PROGENSA-III,
participando en los disefios llevados a cabo en sus propias instalaciones, asumiendo costes de
produccién y logistica para que los resultados tengan validez industrial en la condicione de
produccién de las empresas. Todo esto es de gran relevancia porque estd haciendo que los
resultados de PROGENSA-IIl sean de aplicacién inmediata al sector, ya que los resultados
derivados de los muestreos provienen de peces que estan siendo cultivados en las instalaciones
de las empresas productoras y bajo sus condicionantes industriales, lo que hace que la
transferencia es inmediata.

4.6. Actuaciones de difusidn y publicidad de las ayudas

Incluir relacion de las actividades de difusion y publicidad (adjuntar informacion sobre estas
actividades o enlaces a pdginas web)

Durante este periodo de ejecucién de PROGENSA-III, se han llevado a cabo varias acciones de
difusién del proyecto asi como de las instituciones participantes y financiadoras, las cuales se
relacionan a continuacién:

- En el XVI Congreso Nacional de Acuicultura (XVI CNA), mediante la charla invitada en la SESION
de PLANES JACUMAR, moderado por D. Salvador Cardenas Rojas (SEA) y organizador por
MAPAMA-SGP
(http://www.seacongresos.org/images/stories/PDFs/PROGRAMA_XVI_CNA_WEB.pdf):
MEJORA DE LA COMPETITIVIDAD DEL SECTOR DE LA DORADA A TRAVES DE LA SELECCION
GENETICA (PROGENSA-III).

- Seminario de coordinacion: PROYECTO PROGENSA- Ill. Abril de 2017, Universidad Politécnica
de Valencia, Valencia.

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Estos son los tres proyectos beneficiarios de
las ayudas del Plan Nacional de Acuicultura 2016
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Estos-son-los-tres-
proyectos-beneficiarios-de-las-ayudas-del-Plan-Nacional-de-Acuicultura-
2016/#.Wh7803nfP3g)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Cientificos y sector productor de dorada
coordinan las préximas acciones de Progensa 1l
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Cientficos-y-sector-
productor-de-dorada-coordinan-las-prximas-acciones-de-Progensa-IIl/#.Wh79C3nfP3g)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Ignacio de la Rosa propone la puesta en
marcha de un plan regional de mejora genética en dorada
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Ignacio-de-la-Rosa-
propone-la-puesta-en-marcha-de-un-plan-regional-de-mejora-gentica-en-
dorada/#.Wh79W3nfP3g)
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- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Expertos proponen crear nticleos de seleccion
de dorada para seguir desarrollando la mejora genética de la especie
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Expertos-proponen-crear-
ncleos-de-seleccin-de-dorada-para-seguir-desarrollando-la-mejora-gentica-de-la-
especie/#.Wh79n3nfP3g)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Progensa Ill comienza la evaluaciéon de
resultados de la F3 de la dorada de crianza
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Progensa-Ill-comienza-la-
evaluacin-de-resultados-de-la-F3-de-la-dorada-de-crianza/#.Wh79z3nfP3g)

- En Ipacacuicultura.com a través de la noticia titulada: El Plan Nacional sobre seleccion genética
de dorada, Prongensa Illl, se desarrollara en gran parte en Murcia
(http://www.ipacuicultura.com/noticias/ultima_hora/53150/el_plan_nacional_sobre_seleccio
n_genetica_de_dorada_prongensa_iii_se_desarrollara_en_gran_parte_en_murcia.html)

- En Ipacacuicultura.com a través de la noticia titulada: La Red de Experimentacion Marina de
Acuicultura (REMA) transferira los resultados obtenidos del proyecto PROGENSA Il al sector
(http://www.ipacuicultura.com/noticias/ultima_hora/53271/la_red_de_experimentacion_mar
ina_de_acuicultura_rema_transferira_los_resultados_obtenidos_del_proyecto_progensa_iii_a
|_sector.html)

- En lpacacuicultura.com a través de la noticia titulada: Progensa lll, camino hacia la mejora de
la competitividad en dorada
(http://www.ipacuicultura.com/noticias/ultima_hora/55046/progensa_iii_camino_hacia_la_m
ejora_de_la_competitividad_en_dorada_.html)

- En Ipacacuicultura.com a través de la noticia titulada: El IFAPA comienza la evaluacidn de la
nueva generacion F3 de doradas en e marco de PROGENSA il
(http://www.ipacuicultura.com/noticias/en_portada/59116/el_ifapa_comienza_la_evaluacion
_de_la_nueva_generacion_f3 _de_doradas_en_el marco_de_ progensa_iii.html)

- En ulpgc.es a través de la noticia titulada: La ULPGC, la universidad con mayor financiacion en
las ayudas a la investigacion de los Planes Nacionales de Acuicultura
(https://www.ulpgc.es/noticia/ulpgc-universidad-mayor-financiacion-ayudas-investigacion-
planes-nacionales-acuicultura)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Investigadores de Progensa lll se encuentran
inmersos en el desarrollo de la tercera generacion de doradas mejoradas genéticamente
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Investigadores-de-
Progensa-lll-se-encuentran-inmersos-en-el-desarrollo-de-la-tercera-generacin-de-doradas-
mejoradas-genticamente/#.XKEBVqSCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: IFAPA Centro El Toruiio abordara la mejora
genética en dorada a través de una jornada
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/IFAPA-Centro-El-Toruo-
abordar-la-mejora-gentica-en-dorada-a-travs-de-una-jornada/#.XKEB8aSCFPY)
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- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: IFAPA Centro El Toruiio acoge hoy la jornada
de transferencia de resultados de PROGENSA 1}
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/IFAPA-Centro-El-Toruo-
acoge-hoy-la-jornada-de-transferencia-de-resultados-de-PROGENSA-III/#.XKECWKSCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Las doradas de alto crecimiento de Progensa
1l pueden desarrollar una mejor respuesta inmune bacteriana
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Las-doradas-de-alto-
crecimiento-de-Progensa-lll-pueden-desarrollar-una-mejor-respuesta-inmune-
bacteriana/#.XKECm6SCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Llamada de cientificos y sector a dar
continuidad a los programas de mejora genética en dorada
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/Llamada-de-cientficos-y-
sector-a-dar-continuidad-a-los-programas-de-mejora-gentica-en-dorada/#.XKEC5qSCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Celebran en Murcia la 77 reuniéon JACUMAR
y la 11 reuniéon JACUCON (http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-
detalle/Celebran-en-Murcia-la-77-reunin-JACUMAR-y-la-11-reunin-JACUCON/#.XKEDOaSCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: La UCA celebra el Dia de la Acuicultura 2018
con la jornada “Investigar para crecer”
(http://www.mispeces.com/nav/actualidad/noticias/noticia-detalle/La-UCA-celebra-el-Da-de-
la-Acuicultura-2018-con-la-jornada-Investigar-para-crecer/#. XKEDmaSCFPY)

- En MisPeces.com a través de la noticia titulada: Progensa Il retine al colectivo investigador y
al sector empresarial en una jornada de transferencia sobre dorada
http://www.ipacuicultura.com/noticias/ultima_hora/64901/progensa_iii_reune_al_colectivo_i
nvestigador_y_al_sector_empresarial_en_una_jornada_de_transferencia_sobre_dorada.html)

- En ipacuicultura.com a través de la noticia titulada: El proyecto PROGENSA Il celebrara en
septiembre una jornada de transferencia en el IFAPA El Torufo
(http://www.ipacuicultura.com/noticias/eventos/63656/el_proyecto_progensa_iii_celebrara_
en_septiembre_una_jornada_de_transferencia_en_el _ifapa_el _toruno.html)

- En la pagina web del CSIC a través de la noticia titulada: PROGENSA |l
(http://iats.csic.es/progensa-iii/)

- En la pagina web del CSIC a través de la noticia titulada: FISH TAGGING_PROGENSA-III
(http://iats.csic.es/fish-tagging_progensa-iii/)

- En la website de JACUMAR: RESUMEN DEL PROYECTO MEJORA DE LA COMPETITIVIDAD
DEL SECTOR DE LADORADA A TRAVES DE LA SELECCION GENETICA(PROGENSA-
)
(https://www.mapa.gob.es/app/jacumar/planes_nacionales/Documentos/121_RP_PROGENSA
_ll.pdf)

- En la pagina del periddico de La Vanguardia a través de la noticia titulada: Ifapa El Torufo
reline a investigadores y empresarios en torno a un proyecto para mejorar el sector acuicola
(https://www.lavanguardia.com/local/sevilla/20180927/452057942295/ifapa-el-toruno-
reune-a-investigadores-y-empresarios-en-torno-a-un-proyecto-para-mejorar-el-sector-
acuicola.html)
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https://www.mapa.gob.es/app/jacumar/planes_nacionales/Documentos/121_RP_PROGENSA_III.pdf
https://www.lavanguardia.com/local/sevilla/20180927/452057942295/ifapa-el-toruno-reune-a-investigadores-y-empresarios-en-torno-a-un-proyecto-para-mejorar-el-sector-acuicola.html
https://www.lavanguardia.com/local/sevilla/20180927/452057942295/ifapa-el-toruno-reune-a-investigadores-y-empresarios-en-torno-a-un-proyecto-para-mejorar-el-sector-acuicola.html
https://www.lavanguardia.com/local/sevilla/20180927/452057942295/ifapa-el-toruno-reune-a-investigadores-y-empresarios-en-torno-a-un-proyecto-para-mejorar-el-sector-acuicola.html
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- En la pagina de la ULPGC a través de la noticia titulada: PROGENSA 11l BUSCA UNA DORADA
DE CALIDAD A TRAVES DE LA SELECCION GENETICA
(http://ecoaqua.ulpgc.es/ecoaqua_project/node/115)

- En la pagina de la ULPGC a través de la noticia titulada: La ULPGC, la universidad con mayor
financiaciéon en las ayudas a la investigacion de los Planes Nacionales de Acuicultura
(https://www.ulpgc.es/noticia/ulpgc-universidad-mayor-financiacion-ayudas-investigacion-
planes-nacionales-acuicultura)

- En TWITTER a través @PROGENSA3: PROGENSA (https://twitter.com/PROGENSA3)
- En revistas de investigacion:

e Erick Pereraa, Paula Simé-Mirabeta, Hyun Suk Shinb, Enrique Rosell-Molla, Fernando
Naya-Catalda, Verdnica de las Herasa, Juan Antonio Martos-Sitchaa,*, Vasileios
Karalazosc, Eva Armerod, Marta Arizcune, Elena Chavese, Concepcién Berbelf, Manuel
Manchadof, Juan Manuel Afonsob, Josep Calduch-Ginera, Jaume Pérez-Sancheza**.
Selection for growth is associated in gilthead sea bream (Sparus aurata) with diet
flexibility, changes in growth patterns and higher intestine plasticity. AQUACULTURE
(en revision)

e Heritability estimates and genetic correlation for growth traits and LCDV susceptibility
in gilthead sea bream (Sparus aurata). AQUACULTURE (en prepracion)

4.7. Valoracidon del coordinador sobre la ejecucion del proyecto

Incluir valoracion general sobre el desarrollo del proyecto, consecucion de objetivos, etc.
Recomendaciones y sugerencias.

PROGENSA — 11l es un Proyecto Nacional coordinado que requiere de la participacién de agentes
investigadores (centros de investigacion y universidades), administracién especializada
(MAPAMA) y empresas del sector (REMA, ASEMA, APROMAR), para poder alcanzar los objetivos
altamente aplicados del mismo. Ello hace que toda la informacidn que es producida en el marco
de PROGENSA, sea aplicada de manera inmediata al sector, ya que el algoritmo desarrollado en
el marco del proyecto contiene todos aquellos factores industriales de produccion
determinantes para el éxito de la transferencia.

PROGENSA-III lleva una evolucién adecuada y acorde a los objetivos comprometidos en el
documento original, si bien ha sido a la previsién y organizacién de toda la informacién que
manejan los investigadores, asi como al esfuerzo de acoplamiento que ha llevado a cabo el
sector industrial. Ello es esencialmente debido a que el ciclo bioldgico completo de dorada es de
tres afios (intervalo entre generaciones), mientras que la convocatoria de los nuevos Planes
Nacionales es de 2 afios. En este sentido, consideramos esencial que en préximas convocatorias,
al menos para que proyectos de la envergadura y aplicabilidad de PROGENSA puedan optar a
estas fuentes de financiacion, los proyectos sean de tres aifos de duracién.

Por otro lado, creo que MAPAMA y todo su equipo han acertado con este tipo de convocatorias,
porque al menos en el sector de la acuicultura, cubren de un modo muy acertado y original la
problematica que tienen las empresas de la acuicultura en Espafia, haciendo a ésta mas
competitiva frente a nuestros competidores europeos y extracomunitarios.

Otro de los grandes inconvenientes que he apreciado en esta convocatoria ha sido el tipo de
fondos con los cuales se han llevado a cabo el proyecto PROGENSA-III, los cuales encorsetan en
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exceso los experimentos bioldgicos. Si bien es cierto, que desde la administracién nacional de la
subdireccién se ha hecho un esfuerzo por encima de sus posibilidades por tratar de sincronizar
las limitaciones de justificacion con las limitaciones minimas que requieren los experimentos
planificados en PROGENSA-IIl. Gracias a todo lo cual los objetivos de PROGENSA-III se han
conseguido en su totalidad.

4.8. Conclusiones

Principales conclusiones de las actividades desarrolladas.

Para completar este apartado, se acompafard una presentacion en Power Point (mdximo 10-15
diapositivas) que incluird los aspectos mds generales de los objetivos y acciones desarrolladas y
dedicard especial atencion a los resultados y su utilidad para el sector acuicola.

Esta presentacion podrd ser incluida en la pdgina web de acuicultura del MAPA.

ACTIVIDAD A.1

e En las fases de crecimiento larvario y alevinaje, los descendientes del programa
PROGENSA muestran pesos superiores a poblaciones naturales (poblaciones sin
seleccidn) de alrededor del 43%.

e Los descendientes de PROGENSA mostraron un crecimiento en Canarias superior a la
peninsula, un 12% con respecto a esteros.

e Los descendientes de PROGENSA (IFAPA-ULPGC) son un 11% superiores a los controles
en peso, y un 33% en SGR, asi como un 15% superiores en peso frente a descendientes
de reproductores no seleccionados (IEO).

e Los descendientes de PROGENSA (IFAPA-ULPGC) mostraron una prevalencia muy
inferior en deformidades que descendientes de reproductores no seleccionados (IEO),
7,5 veces menos.

e La heterocigosidad media de los reproductores fue de 0,81 y 0,67 para el IEO e IFAPA-
ULPGC, respectivamente.

e El nimero de familias por reproductor contributivo fue de 3,07, a partir de un modelo
de dos siembras 4DL (S1 y S3), lo que supone una mejora de la contribucién del 45,5%
frente a un modelo de una siembre 4DL.

e PROGENSA dispone de un banco de tejidos con control genealdgico y de rendimiento de
mas de 10.000 muestras.

e Los caracteres de crecimiento presentaron heredabilidades entre moderadas y medias,
mientras que los caracteres de rendimientos mostraron heredabilidades medias. Los
caracteres de calidad de la carne presentaron heredabilidades bajas, y los caracteres de
calidad morfoldgica fueron altas o muy altas, excepto la presencia-ausencia de cualquier
tipo de deformidad que fue claramente baja.

e las correlaciones genéticas para los caracteres de crecimiento entre sistemas de cultivo
fueron altas y positivas, excepto para el peso y la talla entre TANQUE-AQUANARIA y
ESTERO-PIMSA.

ACTIVIDAD A.2
e El uso de dietas con alto contenido en ingredientes vegetales, basadas en las
formulaciones del Proyecto ARRAINA, no compromete a escala piloto el diferente
potencial de crecimiento de familias seleccionadas por un diferente potencial de
crecimiento en el programa PROGENSA.
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Las diferencias de crecimiento entre familias control y “elite” reflejan una diferente
dindmica (estrategia) ademas de una diferente potencial de crecimiento en términos
absolutos.

El patréon de expresion génica a nivel hepdtico y los efectos de la dieta y del genotipo
sobre indices bio-métricos y érgano-somaticos ponen de relieve la diferente regulacion
de la deposicidn grasa en higado y tejido adiposo.

La seleccion por crecimiento evidencia diferentes respuestas adaptativas asociadas a
cambios en la morfometria del intestino, reflejo de una diferente capacidad de
digestidn-absorcion de nutrientes que puede verse tamponada por el uso de dietas de
formulaciones extremas.

La seleccidn por rapido crecimiento va en detrimento de la capacidad anaerdbica, lo que
puede tener consecuencias importantes sobre el comportamiento alimentario,
jerarquias sociales, y otro tipo de caracteres de interés productivo como la resistencia
al estrés, respuesta inmune o calidad del filete, etc.

ACTIVIDAD A.3

El modelo umbral establece una heredabilidad media-alta para la seleccién de animales
con distinta susceptibilidad a la infeccién por LCDV.

La fase de infeccion tiene una influencia clara en las estimas de heredabilidad para
crecimiento y susceptibilidad a LCD. En fase aguda existe una heredabilidad moderada-
alta para crecimiento y susceptibilidad a la infeccién por linfocistivirus.

El indice de gravedad fenotipica presenta una correlacion genética alta y positiva con las
particulas virales en higado, lo cual indica que el método desarrollado es adecuado para
la evaluacién de la susceptibilidad a la infeccidn.

La correlacién genética entre el peso y el indice de gravedad fenotipica depende de la
fase de la infeccion, lo que indica una interferencia del virus en los procesos de
crecimiento.

Futuros estudios gendmicos permitirian aumentar la precisién en la seleccién de
animales.

La seleccién por crecimiento no afecta a los sintomas de la enteritis parasitaria.

Bajo procesos de alta infeccidn parasitaria, la mortalidad y la pérdida de peso relativa
fueron menores en familias con alto potencial de crecimiento, lo que refleja una mejor
capacidad para lidiar con los signos clinicos de esta enfermedad.

Los descendientes de reproductores de élite seleccionados para el peso mostraron una
tasa de supervivencia frente a la infeccion por Phb, de un 11% mas que animales
provenientes de poblaciones no seleccionadas (IEQ), siendo los peces mas grandes.

Los descendientes de reproductores de élite seleccionados para el peso mostraron una
tasa de supervivencia frente a la infeccién por Va, de un 12% mads que animales
provenientes de poblaciones no seleccionadas (IEQ), siendo los peces mas grandes.

ACTIVIDAD A.4

Se ha preparado un programa Base-Datos denominada SAURATADB, que permite
integrar informacién genética y de produccién, al objeto de llevar a cabo procesos de
evaluacidn genética, de un modo seguro, rapido y practico para las empresas.
SAURATADB dispone de doble acceso opcional: Specimens y Measurements.

ACTIVIDAD A.5

El cinco de abril de 2017, en la Universidad Politécnica de Valencia, se llevd a cabo con
el sector empresarial, el SEMINARIO DE COORDINACION PROYECTO PROGENSA-III.
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e El 27 de septiembre de 2018, en el IFAPA, se llevé a cabo con el sector empresarial, la
JORNADA DE TRANSFERENCIA DEL PROYECCTO PROGENSA-III PARA LA MEJORA DE LA
COMPETITIVIDAD DEL SECTOR DE LA DORADA A TRAVES DE LA SELECCION GENETICA.
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