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INTRODUCCION

El salmén atlantico Salmo salar L., 1758 no solo
esta afectado por los mismos factores que inciden
negativamente sobre otras especies de interés eco-

RESUMEN

En este trabajo se analiza la capacidad de siete loci microsatélites para establecer relaciones de
parentesco entre individuos en muestras de salmoén atlantico Salmo salar L., 1758. Para ello, se
han utilizado 105 individuos procedentes de 21 familias creadas por cruzamientos individuales
entre reproductores pertenecientes a los rios asturianos Narcea, Cares y Sella. Aunque s6lo dos
de los loci analizados (SSOSL311 y SSOSL417) presentan altos niveles de variabilidad en estas
muestras (H, > 0,7), en conjunto permiten asignar correctamente a ambos parentales al menos
al 80 % de los descendientes. Las distribuciones de los coeficientes de relacién genética (R) en-
tre hermanos completos y no relacionados exhiben medias cercanas a las esperadas teéricamen-
te (R=0,5yR =0, respectivamente) y solamente el 4 % (en el rio Narcea), el 6 % (en el Sella) y
el 12,5 % (en el Cares) de las comparaciones entre hermanos completos muestran valores de R
menores que cero.

Palabras clave: Paternidades, conservacion, acuicultura, genética.

ABSTRACT
Parentage studies in Salmo salar L., 1758 using microsatellites

Seven microsatellite loci were examined to assess their usefulness in parentage studies of Salmo salar
L.,1758, using 105 offspring from 21 families of salmon proceeding from the Cares, Sella and Narcea Rivers
in Asturias (northwestern Spain). Although we found that only the SSOSL311 and SSOSL417 loci had
high levels of variability (H, > 0.7), the entire set ofloci enabled us to corvectly assign both parents for at least
80 % of all samples. Full siblings and non-related individuals presented means of relatedness coefficients
close to those theoretically expected for each group of individuals (R = 0.5, and R = 0, respectively), and pairs
of full sibling individuals with R values of less than zero were only 4 % (Narcea), 6 % (Sella) and 12.5 %
(Cavres) of the samples.

Keywords: Relatedness, paternity inferences, conservation, aquacullure, genelics.

noémico en rios y mares, sino que, como otros peces

diadromos, plantean problemas especificos de con-

servacion. La destruccion de habitats como conse-
cuencia de procesos de deforestacion, erosion y se-
dimentacioén en las cuencas, el uso de pesticidas y
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agentes quimicos en la agricultura, la introduccién
de especies exoéticas y la competencia con ellas, la
contaminacion ambiental y, por ultimo, la reten-
cion de aguas para la generacion de energia eléc-
trica, son factores que estan incidiendo negativa-
mente en la conservacion del salmén atlantico, y
que hay que sumar a las interferencias en los movi-
mientos migratorios, componente esencial de su ci-
clo vital y que propicia su explotacién en diferentes
areas, con distintas modalidades de pesca y antes
de poder reproducirse en el rio de origen (Larkin,
1988; McDowall, 1988; Vrijenhoek, 1998).

Los datos de capturas de FAO (FAO, 1998) evi-
dencian un claro descenso del volumen total de cap-
turas en los Gltimos 15 anos. En 1998 se pescaron
de 5 178 toneladas de salmon atlantico: el 49 % del
total capturado en 1984. En Asturias (region que
aporta mas del 80 % de las capturas en Espana), las
estadisticas también reflejan una disminucion de
casi el 50 % de ejemplares capturados en la tltima
década con respecto a la anterior.

Desde organismos como la Organizacioén para la
Conservacion del Salmoén del Atlantico Norte
(NASCO) se ha establecido el Principio de Precau-
cion, sustentado en una menor y mas racional ex-
plotacion del recurso mediante la creacion y apli-
cacion de normativas sobre la reduccion de la
temporada de pesca, la limitacion de capturas, la
seleccion de tallas capturables para lograr la pro-
teccion de las hembras de primavera o el fomento
de la pesca sin muerte.

La preservacion de poblaciones de salmén en
peligro ha sido abordada en muchas ocasiones so-
lamente con una politica de reproduccion asistida
y, excepcionalmente, con una verdadera recupera-
cion del entorno en el que vive la especie. El obje-
tivo ha sido preservar o reintroducir salmones en
aquellas zonas donde ya han desaparecido o su nu-
mero es escaso, dando prioridad sobre cualquier
otro tipo de accion a las repoblaciones masivas con
individuos procedentes de piscifactorias.

Los estudios genéticos ponen de manifiesto que
esta especie tiene poblaciones naturales subestruc-
turadas, diferenciadas genéticamente y mas o me-
nos aisladas reproductivamente (Stahl, 1987,
Verspoor, 1988; Blanco et al., 1992; Sanchez et al.,
1991; Sanchez et al., 1996; Ramos, 1998). La dife-
renciacion genética entre ellas aumenta, ademas,
con la distancia geografica (Blanco et al., 1992). Las
adaptaciones locales que revelan estos estudios son
una importante caracteristica que contribuye a la
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diversidad genética y, también, a la estabilidad y
persistencia de poblaciones autéctonas, y que aun
no ha sido suficientemente valorada en los progra-
mas de gestion, pese a la insistencia de genetistas y
biologos.

Ante la limitada utilizaciéon de las enzimas como
herramienta genética en seleccion asistida por
marcadores moleculares (MAS) y en el manejo de
poblaciones en cultivo debido a su baja variabilidad
(Cross y Ward, 1980; Stahl, 1987; Davidson, Birt y
Green, 1989; Blanco et al., 1990; Sanchez et al.,
1991), se han requerido métodos alternativos para
ser utilizados al abordar estos objetivos. Hoy ya se
han desarrollado marcadores moleculares de ADN
(RFLP, minisatélites, RAPD, microsatélites, SNP’s y
otros) y cada uno posee, potencialmente, la venta-
ja sobre las enzimas de presentar una mayor varia-
bilidad.

Los marcadores microsatélites consisten en se-
cuencias cortas de repeticiones en tandem de entre
uno y seis nucleétidos, flanqueados por regiones
unicas de ADN vy distribuidos ampliamente por to-
do el genoma (Tautz, 1989). Los loci microsatélites,
son codominantes y con herencia mendeliana, lo
cual es una ventaja sobre otros marcadores de ADN
que son dominantes, como los RAPDS; ademas,
se pueden amplificar por medio de la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), lo que permite
trabajar con cantidades minimas de tejido evitan-
do muestreos lesivos en los individuos, trabajar
con colecciones de escamas e, incluso, con ejem-
plares depositados en museos (Nielsen, Hansen y
Loeschcke, 1997 y 1999).

La alta variabilidad de los loci microsatélites per-
mite realizar estudios individualizados, con la posi-
bilidad de encontrar combinaciones genotipicas
Unicas para cada individuo y familia con muy pocos
loci (Estoup y Anger, 1998). Este hecho ha poten-
ciado en los tltimos anos los estudios que utilizan
loci microsatélites para esclarecer estrategias repro-
ductivas de las especies, estimar nameros efectivos
de poblaciones y sus fluctuaciones en el tiempo y
determinar relaciones genéticas entre individuos
con origen desconocido en poblaciones naturales y
en cultivo, entre otros objetivos (Parker vy
Kornfield, 1996; Jones y Avise, 1997; Palsboll, Allen
y Berude, 1997; Garcia de Le6n et al., 1998; Estoup
et al., 1998; Pérez Enriquez, Takagi y Taniguchi,
1999; Norris, Bradley y Cunningham, 2000).

La aplicacion de estas herramientas genéticas
permitiria potenciar programas de mejora genética
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mediante el esclarecimiento de pedigries para me-
jorar el rendimiento en poblaciones de cultivo
(control de endogamia, identificacion de paren-
tales en cultivos en marcha, calculos de hereda-
bilidad...), o valorar y gestionar las poblaciones na-
turales (calculos de ntmeros efectivos de repro-
ductores, identificaciéon de subpoblaciones y mi-
graciones, entre otros). Este tipo de estudios
podrian ayudar, también, a esclarecer problemati-
cas como la de los niveles de endogamia que han
alcanzado las poblaciones naturales en zonas limi-
tes de distribucién, como es el caso de Asturias, pa-
ra explicar la dificultad de recuperacion de estas
poblaciones pese a los esfuerzos proteccionistas de
las altimas décadas.

En este trabajo se analiza, concretamente, la ca-
pacidad de siete loci microsatélites utilizados habi-
tualmente en nuestro laboratorio en los analisis de
poblaciones de salmon atlantico (Ramos, 1998;
Pineda et al., 1999; Sanchez et al., 1996; Sanchez et
al., 2000) para su utilizacion en estudios de paren-
tesco en los salmones de los rios asturianos Cares,
Sella y Narcea.

MATERIAL Y METODOS
Muestras

Se analizaron individuos adultos que retornan a
los rios asturianos (norte de Espana) Narcea (5
machos y 5 hembras), Sella (7 machos y 7 hem-
bras) y Cares (9 machos y 5 hembras). Estos indivi-
duos fueron transferidos a una estacion experi-
mental y se obtuvieron 5 (Narcea), 7 (Sella) y 9
(Cares) familias de hermanos completos que se
mantuvieron en estanques separados.

El ADN se extrajo utilizando la resina Chelex®
100 (Walsh, Metzger e Higuchi, 1991) en los 38 re-
productores (tejido de la aleta adiposa colectados
en etanol 100 % y conservados a 4 °C) y en los 105
descendientes (aproximadamente 6 huevos fertili-
zados o alevines vesiculados de cada familia).

PCR. Condiciones de amplificacién y
electroforesis
Se analizaron siete loci microsatélites: SsaF43,

Ssa20-19, Ssal3-37 (Sanchez et al., 1996),
SSOSL1.14, SSOSL311, SSOSL417 (Slettan,
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Olsaker y Lie, 1993, 1995), y Strl5 (Presa y
Guyomard, 1996). Los loct microsatélites se amplifi-
caron mediante PCR siguiendo las condiciones de
los trabajos donde han sido utilizados. Los produc-
tos de la amplificaciéon fueron separados en geles
de poliacrilamida desnaturalizante (6 %). El reve-
lado de los geles se realiz6 con tincién de plata
(Promega Silver Sequence® DNA Staining).

Procesamiento de los datos

Se utilizaron dos paquetes informaticos desarro-
llados para estudios de parentesco: Relatedness
version 5.0.6, a partir de Queller y Goodnight
(1989) y Cervus version 1.0 (Marshall ez al., 1998).

El programa Cervus, disenado para marcadores
codominantes, calcula las frecuencias alélicas, los
contenidos de informacion polimoérfica (PIC) y el
poder de exclusion de los loci (EXC) (probabilidad
de que un adulto escogido al azar sea excluido co-
mo parental de un descendiente (Chakraborty,
Meagher y Smouse, 1988)) utilizando solamente
los genotipos de los individuos; posteriormente re-
aliza simulaciones de asignaciones de paternidad
mediante procedimientos de maxima probabilidad
a parentales generados a partir de esas frecuencias
alélicas. El usuario escoge el nimero de ciclos y el
namero de parentales candidatos para las asigna-
ciones durante la simulaciéon. En una tercera etapa
se resuelven las paternidades con la determinaciéon
de parental o parentales mas probables (mayor
LOD) dentro del conjunto de posibles reproducto-
res. El programa tiene en cuenta errores de asig-
nacion de genotipo y las simulaciones pueden ser
utilizadas, también, a partir de datos reales o ima-
ginarios de frecuencias alélicas, para estimar, a par-
tir de la variabilidad de un grupo de marcadores
moleculares, la posible utilidad de éstos en el ana-
lisis de parentesco.

En este trabajo se ensay6 la utilidad de los loci se-
leccionados para la asignacion correcta de los des-
cendientes de cada poblacion analizada a sus pa-
rentales.

Relatedness 5.0.6 (Queller y Goodnight, 1989)
calcula el promedio de relacion genética (R) entre
individuos o grupos de individuos definidos por va-
riables demograficas. El programa estima errores
estandar e intervalos de confianza utilizando un
procedimiento de remuestreo jackknife por locus, fa-
milias u otros. La féormula basica para los calculos es
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(230D
PPN

donde x son los individuos, k los loci y 1 las posicio-
nes alélicas (1 = 1 para individuos haploides 6 1 = 2
para individuos diploides).

Entre las variables, P, es la frecuencia encontra-
da en el individuo x, locus k y posicion alélical, y en
un individuo diploide debe ser 0, 0,5 o 1,0; Py esla
frecuencia del mismo alelo en el grupo de indivi-
duos con el que se compara x (aquéllos con res-
pecto a los que se quiere medir la relacion genéti-
ca); P* es la frecuencia de ese alelo en toda la
poblacion, excluyendo a todos los posibles parien-
tes de x (correccion de sesgo, cuando es aplicable).

Teoricamente, el valor de R entre individuos o
grupos de individuos que comparten ambos paren-
tales (hermanos completos) debe ser como mini-
mo R = 0,5, mientras que los medio-hermanos que
solo comparten el 25 % de su genoma, deben exhi-
bir, como minimo, el valor R = 0,25 (Queller y
Goodnight, 1989).

Este programa fue utilizado para evaluar la efi-
ciencia de nuestros loci en los analisis de parentes-
co entre individuos con origen desconocido a par-
tir de la valoracion de los coeficientes de relacion
genética que se obtienen cuando (a): se analizan
individuos emparentados (hermanos completos);
(b) se analizan individuos no emparentados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio se ha investigado la utilidad en
los analisis de parentesco de 7 loci microsatélites
que actualmente se utilizan en genética de pobla-
ciones de salmo6n atlantico y de los que se dispone
de un gran ntimero de datos previos (Ramos, 1998;
Pineda et al., 1999; Sanchez et al., 1996; Sanchez et
al., 2000), informacioén que resultaria muy valiosa
de confirmarse la eficacia del analisis.

Variabilidad genética

En este estudio, el nivel de variabilidad de los
loci estudiados en las tres poblaciones se divide en
dos grupos bien diferenciados: loci con variabili-
dad baja o media (H, > 0,700) (Strl5, Ssal3-37,
SSOSL1.14, Ssa20-19, y SsaF43) y loci con variabili-
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dad alta (H, > 0,700) (SSOSL311y SSOSL417) (ta-
bla Ia,b,c). Los niveles medios por poblacion del
namero medio de alelos por locus (Na) y conteni-
dos de informacion polimorfica, ademas de hete-
rocigosidades observadas (H,) y esperadas (H,),
también se muestran en la tabla I.

Ramos (1998), utilizando 3 loci microsatélites
(SsaD30, Ssa20-19 y SsaF43) describi6 la variabili-
dad genética en muestras de las tres poblaciones es-
tudiadas en este trabajo (Narcea: H, = 0,408; Sella:
H. = 0,450; Cares: H. = 0,389). Pineda et al. (1999)
utilizaron, ademas, los loci Str15 y Ssal3-37 y anali-
zaron dos muestras del rio Sella (anos 1993 y 1994)
encontrando heterocigosidades medias, respectiva-
mente, de H, = 0,395 y H, = 0,382. Estos mismos
loci, en su conjunto, permiten una correcta identi-
ficacion a nivel continental de individuos proce-
dentes de poblaciones de salmoén atlantico (pobla-
ciones europeas y americanas) e, incluso, aunque
con niveles de eficiencia inferiores, de asignacio-
nes correctas de los individuos a zonas geograficas
cercanas a su origen dentro de cada uno de los
continentes (Sanchez et al., 2000). En estos estu-
dios los valores de variabilidad, pese a ser superio-
res a los encontrados anteriormente con enzimas,
no alcanzaron, sin embargo, los teéricamente plan-
teados como necesarios (H, > 0,700) para los estu-
dios de parentesco (Blouin et al., 1996). En este tra-
bajo, aunque los nuevos loci utilizados (SSOSL311y
SSOSL417) presentan altos niveles de variabilidad
y contribuyen sustancialmente a un aumento gene-
ral de Ia misma en las poblaciones en estudio, la va-
riabilidad genética media encontrada tampoco al-
canza valores suficientemente altos para este tipo
de estudios en ninguna de las poblaciones (tabla
Ia,b,c).

Asignacion de individuos a sus parentales

La asignacion correcta a parentales depende del
nivel de variacion genética existente en las pobla-
ciones en estudio, factor que determina la proba-
bilidad de exclusién, es decir, que un adulto esco-
gido al azar sea excluido como parental de un
descendiente. La probabilidad de exclusion au-
menta con el namero de loci ensayados, el nimero
de alelos por locusy las frecuencias alélicas en los lo-
ci (Chakraborty, Meagher y Smouse, 1988).

Garcia de Leon et al. (1998), utilizando solo dos
loct microsatélites, asignaron correctamente a sus
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Tabla I. Resumen de estadisticos para la inferencia de paternidades de 7 loci microsatélites estudiados en familias de salmén
atlantico. (a): rio Narcea (10 reproductores, 5 familias de hermanos completos, 30 descendientes); (b): rio Cares (14 re-
productores, 9 familias de hermanos completos, 34 descendientes); (c): rio Sella (14 reproductores, 7 familias de hermanos

completos, 41 descendientes).

(a): rio Narcea

Locus Na H., PIC EXC(1) EXC(2)
Str15 2 0,096 0,090 0,005 0,045
Ssal3-37 2 0,505 0,374 0,124 0,187
Ssa20-19 3 0,630 0,551 0,194 0,339
SsaF43 5 0,458 0,429 0,112 0,270
SSOSL.1.14 3 0,590 0,493 0,169 0,289
SSOSL311 6 0,762 0,719 0,363 0,544
SSOSL.417 8 0,795 0,762 0,425 0,606

Media N.? de alelos por locus Na 4,14

Media heterocigosidad observada (H) 0,580

Media heterocigosidad esperada (H,) 0,548

Media contenido informacion polimorfica (PIC) 0,489

Poder exclusion (sin parentales conocidos) (EXC(1)) 0,810

Poder exclusion (1 parental conocido) (EXC(2)) 0,952

(b): rio Cares

Locus Na H. PIC EXC(1) EXC(2)
Strl5 2 0,172 0,155 0,014 0,078
Ssal3-37 2 0,399 0,317 0,078 0,158
Ssa20-19 4 0,608 0,559 0,199 0,370
SsaF43 3 0,634 0,550 0,197 0,336
SSOSL1.14 5 0,604 0,553 0,198 0,365
SSOSL311 10 0,822 0,795 0,478 0,653
SSOS1.417 8 0,803 0,764 0,420 0,597

Media N.° de alelos por locus Na 4,86

Media heterocigosidad observada (H) 0,556

Media heterocigosidad esperada (H,) 0,577

Media contenido informacion polimorfica (PIC) 0,528

Poder exclusion (sin parentales conocidos) (EXC(1)) 0,858

Poder exclusion (1 parental conocido) (EXC(2)) 0,971

(c): rio Sella

Locus Na H. PIC EXC(1) EXC(2)
Strl5 1 0,000 0,000 0,000 0,000
Ssal3-37 2 0,400 0,318 0,079 0,159
Ssa20-19 4 0,536 0,495 0,152 0,316
SsaF43 5 0,677 0,619 0,255 0,422
SSOSL1.14 2 0,251 0,218 0,031 0,109
SSOSL311 10 0,808 0,777 0,451 0,626
SSOS1.417 9 0,809 0,782 0,456 0,634

Media N.¢ de alelos por locus Na 4,71

Media heterocigosidad observada (H) 0,509

Media heterocigosidad esperada (H,) 0,497

Media contenido informacion polimorfica (PIC) 0,458

Poder exclusion (sin parentales conocidos) (EXC(1)) 0,831

Poder exclusion (1 parental conocido) (EXC(2)) 0,959

parentales a 300 individuos de lubina Dicentrarchus
labrax (L., 1758) y demostraron la utilidad de los
microsatélites en los programas de seleccion basa-
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dos en familias en las que los descendientes son
cultivados en los mismos estanques. Pérez Enri-
quez, Takagi y Taniguchi (1999) utilizaron 4 loc:
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microsatélites muy variables (H, = 0,86) en Pagrus
major (Temminck y Schlegel, 1843) y lograron acla-
rar el pedigri de mas del 73 % de la progenie de 91
reproductores. Norris, Bradley y Cunningham
(2000) utilizaron 8 loc: microsatélites muy variables
(H. = 0,85) de un total de 15 loci en estudio en
Salmo salar y lograron una asignacion correcta de
un 98 % de los descendientes a més de 100 paren-
tales en 10 familias de hermanos completos.

En este trabajo, a pesar de los niveles de variabi-
lidad con los que se ha trabajado (tabla Ia,b,c), los
poderes de exclusion (EXC) del conjunto de loci
en la asignaciéon a parentales calculados con el
programa Cervus 1.0, predicen, en todas las pobla-
ciones, niveles por encima del 80 % de asignacio-
nes correctas cuando se desconocen ambos paren-
tales (EXC(1)), y por encima del 95% en caso de
conocer alguno de ellos (EXC(2)). En nuestro ca-
so, y en correspondencia con lo anterior, las asig-
naciones correctas a ambos padres de los descen-
dientes, alcanzaron, en todas las poblaciones, al
menos el 80 % (tabla II).

En el Cares se obtienen valores de asignacion co-
rrecta a ambos parentales ligeramente inferiores a
los encontrados en las poblaciones del Sella y el
Narcea (tabla II). En esta poblacién no fue posible
analizar el mismo numero de descendientes en to-
das las familias estudiadas y, en general, se analiza-
ron menos individuos por familia que en las otras
dos poblaciones; sin embargo, resultados previos
obtenidos en nuestro laboratorio (b loci microsatéli-
tes: SsaF43, Ssa20-19, Ssal3-37, SSOSL1.14, y Strl5),
no reportaron diferencias significativas, en cuanto a
la asignacion correcta a parentales y el comporta-
miento de los coeficientes de relacion genética, al
utilizar 20 o 6 individuos por familia en un estudio
con las poblaciones del Sella y del Cares (datos no
publicados). EI menor grado de asignaciéon obteni-
do en esta ultima poblaciéon parece responder a

Tabla II. Porcentajes de asignacion de descendientes a sus
verdaderos parentales utilizando 7 loci microsatélites en sal-
moén atlantico.

Parentesco en salmon utilizando loci microsatélites

que, a pesar de que en ella se esperan mayores va-
lores de heterocigosidad (H,.), que son la base so-
bre la que se calculan los niveles de exclusion de los
loci y los PIC, es precisamente en la que se encuen-
tra menor heterocigosidad (H,) (tablaI).

Cuando solamente se utilizan los loci con He ma-
yores de 0,700 (SSOSL311 y SSOSL417) los resul-
tados reflejan que estos dos loci son los principales
responsables de las asignaciones correctas a ambos
parentales en las poblaciones, aunque ellos, por si
solos, no pueden resolver satisfactoriamente las
asignaciones en ningun caso (tablas II y III).

Marshall et al. (1998) han demostrado que,
mientras los niveles de exclusién pueden ser un
buen punto de partida en este tipo de estudios, a
medida que aumenta el namero de posibles padres
candidatos, aumenta, también dentro de ese con-
junto, el namero de individuos que no pueden ser
excluidos por su parecido genético con los padres
verdaderos. Ante esa situacion, el programa Cervus
1.0 aporta rutinas de simulacién (cuantos ciclos
quiera el usuario) de asignacion de paternidades,
fijando el nimero de padres candidatos (que se ge-
neran a partir de las frecuencias génicas de la po-
blacion en estudio) y sus descendientes (también
creados en la simulacién) y evaluando entonces si
las asignaciones entre todos los padres candidatos
son, o no, correctas. Este procedimiento permite
predecir con mayor certeza en situaciones con un
namero elevado de potenciales padres a elegir
(por ejemplo, reproductores de una poblacion na-
tural, un stock grande de reproductores de una pis-
cifactoria u otros) si los loci utilizados son, o no, ti-
les para las inferencias de paternidad. En nuestro
caso, utilizando las frecuencias génicas de los siete
loci microsatélites del rio Sella (los mejores resul-
tados en la asignacion a parentales en este estudio)
y asumiendo ahora un nimero tedrico de pa-
dres candidatos de 100 individuos, solo se obtiene

Tabla III. Porcentajes de asignacion de descendientes a sus
verdaderos parentales utilizando so6lo 2 loci microsatélites
(H. > 0,700) en salmén atlantico.

Narcea Sella  Cares

Narcea Sella  Cares

Ambos parentales asignados 83,3 85,3 79,4
correctamente

Ambos parentales asignados 33,3 56,0 50,0
correctamente

Sélo un parental asignado 10,0 4,8 29 Sélo un parental asignado 20,0 9,7 5,8
correctamente correctamente
Asignacion incorrecta a ambos 0 2.4 29 Asignacion incorrecta a ambos 0 0 8,8
parentales parentales
No asignacién 6,6 7.3 14,7 No asignaciéon 46,6 34,1 35,2
216 Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 211-220
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el 32% vy el 55 % de asignacion correcta en las si-
mulaciones llevadas a cabo en situaciones de nin-
guno o algin parental conocido (10 000 ciclos de
asignacion). Estos resultados apuntan a la necesi-
dad de trabajar con un nimero mayor de loci que
posean alta variabilidad (por ejemplo, SSOSL311 y
SSOSL417) para aplicar eficientemente los micro-
satélites en los estudios de parentesco y contribuir,
asi, al manejo del salmén en piscifactorias.

Relaciones genéticas entre individuos

El andlisis de los coeficientes de relacion genéti-
ca (R) entre individuos, en funcion del tipo de pa-
rentesco que existe entre ellos, permitiria validar
estos coeficientes para su utilizacion al evaluar el
grado de parentesco entre individuos con origen
desconocido (Norris, Bradey y Cunningham,
2000). De esta forma, llevando a cabo una evalua-
cion previa de los marcadores microsatélites, se po-
drian establecer puntos de corte (rangos reales, y
no teodricos, de R para esos loci asociados a proba-
bilidades de acierto) con respecto a los cuales cla-
sificar a individuos de origen desconocido como
posibles hermanos completos, medio-hermanos o
individuos no relacionados.

En este trabajo, las medias de los coeficientes de
relacion genética entre los individuos no relacio-
nados que se han hallado son: Rm = -0,07 en el
Narcea, Rm = -0,08 en el Sella y Rm = -0,10 en el
Cares, ajustandose a lo esperado para este tipo de
individuos. La distribucion de los coeficientes de
relacion genética entre individuos que son herma-
nos completos también tiene medias cercanas a las
esperadas teoricamente (Narcea: Rm = +0,48; Sella:
Rm = +0,47; Cares: Rm = +0,37) (figura 1). La dis-
tribucion de los coeficientes (R) entre individuos
con ambos tipo de parentesco abarcan todos los va-
lores posibles (-1 < R < 1), sin embargo, por deba-
jo del valor R = 0 s6lo se encuentran el 4%
(Narcea), el 6% (Sella) y el 12,5 % (Cares) de las
comparaciones entre individuos hermanos com-
pletos (tabla IV). Este tipo de distribucion sugiere
limites o rangos de R (por ejemplo, R < 0) en los
que con mas del 90 % de certeza no encontraria-
mos individuos hermanos completos en las pobla-
ciones del Sella y del Narcea. Tomando como valo-
res de corte los valores medios de R de los
individuos no relacionados de cada poblaciéon (en
lugar del valor R = 0), el porcentaje de individuos
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Figura 1. Distribuciéon de coeficientes de relacion genética
utilizando 7 loci microsatélites en salmoén atlantico. (a): Nar-
cea; (b): Sella; (c): Cares.

hermanos completos erroneamente clasificados co-
mo no relacionados, l6gicamente, disminuye (tabla
V).

La utilizacién exclusiva de aquellos loci con valo-
res He mayores que 0,700 (SSOSL311y SSOSL417)
revela resultados considerablemente inferiores en
cuanto al porcentaje de hermanos completos que

Tabla IV. Porcentajes de coeficientes de relacion genética R
entre pares de individuos (7 loci microsatélites) que se cla-
sificarian como no relacionados en cada clase de parentes-
co estudiada en salmon atlantico cuando se utiliza: (a): va-

lor de corte R = 0; (b): valor de corte R = R .4i, de los
ejemplares no relacionados.

(a) Narcea Sella  Cares
Hermanos completos 14,7 7 20,7
No relacionados 60,6 66,4 59,4
(b) Narcea Sella  Cares
Hermanos completos 14,7 0 23,2
No relacionados 43,3 42,1 33,8
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serian erroneamente clasificados como no relacio-
nados (tabla V).

Nuestros resultados apuntan a que dos indivi-
duos de los que se conoce el genotipo para estos
siete loci microsatélites y con coeficientes de rela-
cion genética entre ellos menores que R = 0, ten-
dran una alta probabilidad de, al menos, no ser
hermanos completos y, por tanto, podrian ser utili-
zados como posible pareja dentro de un stock de
reproductores. Es necesario evaluar, ademas del
comportamiento de los coeficientes de relacion ge-
nética entre hermanos completos, qué sucede
cuando se analizan individuos medio-hermanos o
con otras relaciones de parentesco, para aseverar
con cierta consistencia que dos individuos tampoco
estan emparentados a otro nivel.

Este tipo de estudios ayudaran en la seleccion de
salmones adultos salvajes no relacionados para uti-
lizarlos como reproductores en las piscifactorias o
en la seleccion de esguines colectados en las zonas
bajas de los rios, y no relacionados, para su poste-
rior cultivo en el mar, evitando, de esta forma, pro-
cesos endogamicos altamente perjudiciales. De he-
cho, algunos programas de suplementacion de
salmones en la naturaleza, pueden, sin saberlo, es-
tar utilizando animales muy emparentados o canti-
dades insuficientes de reproductores, y pueden ya
estar afectando de forma muy negativa a las pobla-
ciones naturales debido al bajo nivel de variabili-
dad genética de los individuos liberados (Pérez
Enriquez, Takagi y Taniguchi, 1999).

Finalmente, los coeficientes de relacion genéti-
ca también pueden tener aplicacion en poblacio-
nes naturales para evaluar como evolucionan és-
tas en cuanto a tamanos efectivos (N.). El namero
efectivo de una poblacion, definido como el ta-
mano de una poblacion ideal que puede explicar

Tabla V. Porcentajes de coeficientes de relacion genética R
entre pares de individuos (2 loci microsatélites (H. > 0,700)
que se clasificarian como no relacionados en cada clase de
parentesco estudiada en salmén atlantico cuando se utiliza:

(a): valor de corte R = 0; (b) valor de corte R = R .4;, de los
ejemplares no relacionados.

(a) Narcea Sella  Cares
Hermanos completos 4 6 12,5
No relacionados 59,7 62,1 65,8
(b) Narcea Sella  Cares
Hermanos completos 4 2 8,8
No relacionados 50,3 47,2 47,8
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el aumento de la varianza de cambio de las fre-
cuencias génicas, y la tasa de endogamia obser-
vadas en la poblacion actual (Caballero, 1994)
requieren estimaciones de factores demografi-
cos y conductuales que raramente son conoci-
dos para las poblaciones naturales de peces
(Estoup y Anger, 1998). La disminucion de Ne au-
menta la endogamia dentro de una poblacién vy,
por tanto, las relaciones de parentesco entre los
individuos que la componen (reflejadas en los co-
eficientes de relacion genética entre ellos).
Partiendo de ese criterio, seria interesante eva-
luar la evolucién de R a lo largo del tiempo en
muestreos sucesivos de las poblaciones naturales
de salmon atlantico.

A partir de los datos de Pineda et al. (1999) lle-
vamos a cabo una comparacion de los coeficientes
de relacion genética entre dos muestras de indivi-
duos que retornaron para reproducirse en el rio
Sella en los anos 1993 (44 individuos) y 1994 (46
individuos) analizados con los loci Str15, Ssal3-37,
SsaD30, Ssa20-19, y SsaF43. Las medias de los coe-
ficientes de relacion genética de las muestras del
Sella son menores para la muestra del ano 1993
(Rm =-0,17) que la del ano 1994 (Rm =-0,04) (fi-
guras 2y 3), resultado que concuerda con una dis-
minucion de la heterocigosidad en los loci microsa-

0% 08 065 05 -03% -02 005 01 025 04 05 07 08 1
R

Figura 2. Coeficientes de relacion genética entre 44 indi-
viduos procedentes de un muestreo en el rio Sella en el ano
1993 utilizando 5 loci microsatélites (Strl5, Ssal3-37,
SsaD30, Ssa20-19, y SsaF43 ) (datos de Pineda et al., 1999).

Figura 3. Coeficientes de relaciéon genética entre 46 indi-
viduos procedentes de un muestreo en el rio Sella en el anno
1994 utilizando 5 loci microsatélites (Strl5, Ssal3-37,
SsaD30, Ssa20-19, y SsaF43 ) (datos de Pineda et al., 1999).

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 211-220



Y. Borrell et al.

télites encontrada en ese estudio: Sella, 1993 (H, =
= 0,395) y Sella, 1994 (H, = 0,382) (Pineda et al,
1999) y quizas con un aumento de la endogamia en
esta poblacion.

El seguimiento de los coeficientes de relacion
genética entre muestras de salmones de poblacio-
nes naturales en diferentes anos podria ayudar a
esclarecer problematicas como la implicacion de
las causas genéticas en la dificultad de recupera-
cion de las poblaciones asturianas de salmon pese
a los esfuerzos proteccionistas de las tltimas déca-
das, y, en general, constituiria un complemento
en el estudio de los cambios en niveles de variabi-
lidad genética de las poblaciones naturales y sus
consecuencias para la conservacion de las espe-
cies.

AGRADECIMIENTOS

Este trabajo ha sido posible gracias al Servicio de
Recursos Naturales y Proteccion Ambiental de la
Consejeria de Medio Ambiente del Principado de
Asturias, que aport6 las muestras para este trabajo;
a la Agencia Espanola de Cooperacion Iberoamé-
ricana (AECI) por la concesion de una beca de
doctorado (1998-2001); y a los fondos procedentes
de los proyectos UE (96-036) y MEC-UE98-0017.

BIBLIOGRAFIA

Blanco, G., J. A. Sanchez, E. Vazquez, E. Garcia y J. Rubio.
1990. Superior developmental stability of heterozygotes
at enzyme loci in Salmo salar L. Aquaculture 84: 199-209.

Blanco, G, J. A. Sanchez, E. Vazquez, J. Rubio y F. M. Utter.
1992. Genetic differentiation among natural European
populations of Atlantic salmon, Salmo salar L., from drai-
nages of Atlantic Ocean. Animal Genetics 23: 11-18.

Blouin, M. S., M. Parson, V. Lacaille y S. Lotz. 1996. Use of
microsatellite loci to classify indiviudals by relatedness.
Molecular Ecology 5: 393-401.

Caballero, A. 1994. Developments in the prediction of ef-
fective population size. Heredity 73: 657-679.

Chakraborty, R., T. Meagher y P. E. Smouse. 1988.
Parentage analysis with genetic markers in natural popu-
lations. I. The expected proportion of offspring with
unambiguos paternity. Genetics 118: 527-536.

Cross, T. F. y R. D. Ward. 1980. Protein variation and dupli-
cate loci in the Atlantic salmon, Salmo salar L. Genelical
Research 36: 147-165.

Davidson, W. S., T. P. Birt y J. M. Green. 1989. A review of
genetic variation in Atlantic salmon, Salmo salar L., and
its importance for stock identification, enhancement

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 211-220

Parentesco en salmon utilizando loci microsatélites

programmes and aquaculture. Journal of Fish Biology 34:
547-560.

Estoup, A. y B. Angers. 1998. Microsatellites and minisate-
llites for molecular ecology: Theorical and empirical
considerations. En: Advances in Molecular Ecology. G. R.
Carvalho (ed.). IOS Press. Amsterdam: 51-86.

Estoup, A., K. Gharbi, M. San Cristobal, C. Chevalet, P.
Haffray y R. Guyomard. 1998. Parentage assignment
using microsatellites in turbot (Scophthalmus maximus)
and rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) hetchery popu-
lations. Canadian Journal of Fish Aquatic Sciences 55: 715-
725.

FAO. 1998. Capture production 1984-1998. Fishtat Plus. Uni-
versal software for fishery statistical time.series.
http://www.fao.org/fi/statist/FISOFT/FISHPLUS. asp

Garcia de Leén, F. J., M. Cannonne, E. Quillet, F.
Bonhomme y B. Chatain. 1998. The application of mi-
crosatellite markers to breeding programmes in the sea
bass, Dicentrarchus labrax. Aquaculture 159: 303-316.

Jones, A. G.y]. C. Avise. 1997. Microsatellite analysis of ma-
ternity and the mating system in the Gulf pipefish
Syngnathus scovelli, a species with male pregnancy and
sex-role reversal. Marine Biology 6: 203-213.

Larkin, P. A. 1988. Pacific salmon. En: Fish population dyna-
mic. J. A. Gulland (ed.). Wiley. Chichester: 153-183.

Marshall, T. C., J. Slate, L. E. B. Kruuk, y J. M. Pembertom.
1998. Statistical confidence for likelihood-based pater-
nity inference in natural populations. Molecular Ecology 7
(5): 639-655.

McDowall, R. M. 1988. Diadromy in fishes. En: Migrations
between freswater and marine enviroments. Croom Helm.
Londres.

Nielsen, E. E., M. M. Hansen y V. Loeschcke. 1997. Analysis
of microsatellite DNA from old scale samples of Atlantic
salmon Salmo salar: a comparison of genetic composition
over 60 years. Molecular Ecology 6: 487-492.

Nielsen, E. E., M. M. Hansen y V. Loeschcke. 1999. Genetic
variation in time and space: Microsatellite analysis of old
extinct and extant populations of Atlantic salmon.
Lvolution 53 (1): 261-268.

Norris, A. T., D. G. Bradley y E. P. Cunningham. 2000.
Parentage and relatedness determination in farmed
atlantic salmon (Salmo salar) using microsatellite mar-
kers. Aquaculture 182: 73-83.

Palsboll, P. J., J. Allen, y M. Berude. 1997. Genetic tagging of
humpback whales. Nature 388: 767-769.

Parker, A. e I. Kornfield. 1996. Polygynandry in
Pseudotropheus zebra, a cichlid fish from lake Malawi.
Enviromental Biology of fishes 47: 345-352.

Pérez Enriquez, R., M. Takagi y N. Taniguchi. 1999. Genetic
variability and pedigree tracing of a hatchery-reared
stock of red sea bream (Pagrus major) used for stock en-
hancement, based on microsatellite markers. Aquaculture
173: 413-423.

Pineda, H., E. Vazquez, G. Blanco, y J. A. Sanchez. 1999.
Variabilidad de loci microsatélites en salmoén atlantico
(Salmo salarL.). Actualidad Biologica 21: 19-28.

Presa, P. y R. Guyomard. 1996. Conservation of microsate-
llites in three species of Salmonids. Journal of Fish Biology
49: 1326-1329.

219



Y. Borrell et al.

Queller, D. C. y K. F. Goodnight. 1989. Estimating related-
ness using genetic markers. Evolution 43 (2): 258-275.
Ramos, M. D. 1998. Polimorfismo en loci enzimdticos y microsa-
télites de locus nico en salmon atlantico, Salmo salar (L.).
Tesis doctoral. Universidad de Oviedo. Oviedo, Espana.

Sanchez, J. A., G. Blanco, E. Vazquez, E. Garcia y J. Rubio.
1991. Allozyme variation in natural populations of
Atlantic salmon in Asturias (northern Spain).
Aquaculture 93: 291-298.

Sanchez, J. A., C. Clabby, D. Ramos, G. Blanco, F. Flavin, E.
Vazquez y R. Powell. 1996. Protein and microsatellite sin-
gle locus variability in Salmo salar L. (Atlantic salmon).
Heredity 77: 423-432.

Sanchez, J. A., M. D. Ramos, H. Pineda, Y. J. Borrell, E.
Vazquez y G. Blanco. 2000. The application of genetic va-
riation at microsatellite loci in atlantic salmon (Salmo sa-
lar L..) stock identification. En: 2000 ICES Annual Science
Conference (27-30 de septiembre, 2000. Brujas, Bélgica).
ICES C.M. 2000/Y:06.

Slettan, A., I. Olsaker y O. Lie. 1993. Isolation and charac-
terization of variable (GT)n repetitive sequences from

220

Parentesco en salmon utilizando loci microsatélites

Atlantic salmon, Salmo salar L. Animal Genetics 24: 195-
197.

Slettan, A., I. Olsaker y O. Lie. 1995. Atlantic salmon, Salmo
salar L, microsatellites at the SSOSL311, SSOSL417,
SSOSL85, SSOSIL.25 loci. Animal Genetics 26: 277-285.

Stahl, G. 1987. Genetic population structure of Atlantic sal-
mon. En: Population Genetics and Fishery Management. N.
Ryman y F. Utter (eds.): 121-140. Universidad de
Washintong Press. Seattle.

Tautz, D. 1989. Hypervariability of single sequences as a ge-
neral source for polymorphic DNA markers. Nucleic Acids
Research 17: 6463-6471.

Verspoor, E. 1988. Identification of stocks in the Atlantic sal-
mon. En: Proceeding of the Symposium on future Atlantic sal-
mon management (Marine Recreational Fisheries Series).
R. H. Stroud (ed.): 37-46. Savannah. EE UU.

Vrijenhoek, R. C. 1998. Conservation genetics of freswater
fish. Journal of fish Biology 53 (A): 394-412.

Walsh, P. S, D. A. Metzger y R. Higuchi. 1991. Chelex® 100
as a médium for simple extraction of DNA for PCR-based
typing from forensic material. Biotechnics 10: 506-510.

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 211-220



