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RESUMEN
En los ultimos afios los avances obtenidos sobre la reproduccion y cultivo en
cautiverio de totoaba, una especie de gran interés para la industria acuicola,
impulsaron el desarrollo de la industria acuicola enfocada a la especie. Se espera
que el desarrollo actual de la industria acuicola de totoaba genere una amplia
demanda de juveniles, por ende es necesario producir crias de alta calidad para
impulsar el crecimiento de una industria acuicola rentable. En este estudio se
comparé el desempefio de la progenie de familias puras, silvestre y de primera
generacion, y una “hibrida”, con el objetivo de aclarar si el desempeiio de la
progenie de reproductores domésticos es fiable para la produccion comercial con
respecto a sus congéneres de origen silvestre. El cultivo comunal de la progenie
fue desarrollado para evaluar su desempefio durante varias etapas criticas del
proceso de cultivo; Eclosion (EC), alimentacién con rotiferos (RT), alimentacién
con artemia (AA) y alimentacion con formulado (AF), asi como en una seleccién
de rasgos fenotipicos de interés para el cultivo; Chicas (C), grandes (G) y andlisis
de deformidades (DF). En cada uno de los muestreos comunales la progenie fue
asignada a la familia de origen utilizando solo un microsatélite. La tasa de
crecimiento se utilizé como un indicador positivo del desempefio de la progenie,
mientras que un porcentaje mayor de individuos deformes (DF) se us6 como
indicador de la condicion familiar. Las diferencias en crecimiento se evaluaron
en cada etapa de desarrollo y de seleccion (C/G) utilizando una ANOVA de una
via. En la etapa de EC fue evidente una proporcion homogénea de individuos

entre las familias, sin embargo en la etapa de RT se identifico un diferencial de



supervivencia entre familias, el cual permanecio hasta la etapa AF. En la etapa
AF, la familia doméstica e “hibrida” presentaron un crecimiento significativamente
mayor con respecto a la silvestre (p=0.002). La familia doméstica e “hibrida” no
presentaron diferencias en crecimiento para la etapa de AF, sin embargo el 82%
de los individuos del grupo seleccionado para el rasgo G fueron asignados a la
familia doméstica. Al evaluar el grupo DF, se determin6 que 41% de los individuos
provenian de la familia silvestre, dominando en estos individuos una marcada
reduccion del nimero de vertebras. Esta malformacién podria estar asociada en
parte al factor genético o deficiencias nutricionales. Este estudio ha mostrado las
primeras evidencias sobre la viabilidad de utilizar reproductores F1 para la
produccion comercial al presentar su progenie un desempefio igual o mejor con
respecto a sus congéneres silvestres. Por lo tanto, se concluye que los
reproductores F1 pueden ser utilizados para la produccion comercial, lo cual
indica que se debe implementar un nuevo esquema de trabajo para el futuro de

la produccién comercial de la especie.
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ABSTRACT

In recent years the progress of captive breeding and husbandry procedures for
Totoaba has created great interest in the regional aquaculture industry, therefore
it will by necessary to produce high-quality offspring to develop the growth of a
profitable industry. This study compared the performance of pure wild offspring
families with first generation progeny and a “wild x first generation™ cross (hybrid).
A “common garden” or communal culture was developed to evaluate progeny
performance during several critical stages of the culture process; Hatching (HT),
feeding with rotifers (RT), feeding with artemia (AA) and feeding with formulated
(FF), as well as selection for phenotypic traits of interest, such as: Small (S), large
(L) and deformities analysis (DF) were applied. In order to link progeny
performance to specific families the use of genetic markers was essential, were
after a discriminant analysis of available indicators only one distinct microsatellite
was required to unambiguously identify parentage. Growth rate and percentage
of individuals with deformities (DF) were used as performance indicators and
family status. Differences in growth were assessed at each stage of development
and selection (S/L) using one-way ANOVA. At the HT stage a homogeneous
proportion of families was evident; however in the RT stage a differential of
survival between families was identified, which remained throughout the culture.
In the AF stage, the domestic and “hybrid” families exhibited significantly higher
growth rates compared to the wild crosses, however 82% of the individuals in the

group selected of the “G” trait were assigned to the domestic family. When
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evaluating the DF group, it was determined that 41% of the individuals came from
the wild family with a marked reduction in the number of vertebrae. This study is
the first evidence on the viability of offspring from F1 breeders to be used in future
commercial production by presenting an apparently better performance with
respect to their wild relatives. Therefore, it is concluded that the progeny from
domestic breeders my show signs of domestication which could be beneficial for

commercial production of the species..
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PROLOGO

La Unidad de Biotecnologia en Piscicultura surge como consecuencia de los
avances alcanzados en la reproduccion y cultivo en cautiverio de totoaba,
permitido la produccion de crias para el establecimiento de un programa piloto
destinado al repoblamiento de la especie. Actualmente en esta unidad se
mantiene una linea de reproductores silvestres, utilizados para el repoblamiento
de la especie, y una linea domestica enfocada a la produccién comercial, las
cuales han reflejado buenos resultados desde el afio 2014 en lo que respecta a
la produccion de crias. La idea de este estudio surge originalmente al no existir
informacion relevante sobre la viabilidad de utilizar individuos domésticados o de
primera generacion de totoaba para la produccién comercial en cautiverio, por lo
tanto seria necesario evaluar el desempefio de su progenie y compararla con su
contraparte silvestre. Por lo tanto, este estudio fue desarrollado en el afio 2015
bajo las condiciones utilizadas en la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura para
la produccion comercial, con el objetivo de asegurar la factibilidad de mantener
reproductores domésticados para la produccién de cria destinada a la industria
acuicola de la especie. Esta tesis fue disefiada bajo los lineamientos solicitados
por la revista Aquaculture Research, con algunas modificaciones que facilitaran
su lectura, esto con la finalidad de publicar los resultados obtenidos a corto plazo.
A continuacién se presenta la tesis en formato articulo, bajo el titulo de;
“Evaluacion del desempefio de la progenie de familias de totoaba silvestre y F1

bajo crianza comunal’.



“EVALUACION DEL DESEMPENO DE LA PROGENIE DE FAMILIAS DE

TOTOABA SILVESTRE Y F1 BAJO CRIANZA COMUNAL”.

INTRODUCCION
La domesticacion resulta en la alteracion genética de rasgos que modifican, de
una a otra generacién, la supervivencia, crecimiento y reproduccién de
organismos en condiciones de cautiverio por efecto de una seleccién inadvertida
o dirigida (Fossa 2004; Vandeputte et al. 2009; Makinen et al. 2015).
El uso de poblaciones domésticadas en la acuacultura, ademéas de reducir
considerablemente los costos al no depender de la captura de reproductores
silvestres (Andriantahina et al. 2012), ha mostrado ventajas tales como el
aumento de las tasas de crecimiento, supervivencia y mayor tolerancia al estrés
(Gjedrem 2000; Jackson et al. 2003; Garber et al. 2010; Soares et al. 2015).
Sin embargo, la produccién de progenie bajo un esquema de domesticacién
conlleva también algunas desventajas con respecto a la que proviene de
organismos silvestres tales como; la reduccion en la variabilidad genética, tasas
de crecimiento, supervivencia y resistencia a enfermedades, asi como una mayor
incidencia de deformidades (McGinnity et al. 2004).
Por las razones antes expuestas el uso de poblaciones domésticadas en
acuacultura requiere de la evaluacién simultanea del desempefio (crecimiento y

supervivencia) de su progenie y la de su contraparte de origen silvestre,



asegurando fiabilidad en la calidad de las crias producidas para la industria
acuicola.

La mayoria de los estudios donde se evallay compara la progenie de peces han
sido desarrollados mediante la crianza individual de las familias (Garber et al.
2010), proceso que puede generar diferencias sutiles en lo que respecta al
crecimiento y supervivencia por efecto de las diferencias en las condiciones
ambientales (factor no genético) y de manejo entre unidades experimentales.
Tales limitaciones han sido minimizadas utilizando una técnica alternativa donde
las familias son criadas de forma comunal en una sola unidad de cultivo (Wang
et al. 2008; Garber et al. 2010). Esta estrategia permite la mezcla de la progenie
de diferentes familias antes de tener la talla adecuada para ser etiquetadas
fisicamente (huevos, larvas y juveniles tempranos), eliminando la variacion
ambiental ocasionada por las condiciones de crianza individual y reduciendo la
manipulacion de los sujetos experimentales. Proceso en el cual la asignacion
parental de la progenie a cada una de las familias puede ser efectuada
posteriormente mediante el uso de marcadores moleculares.

Durante los ultimos 20 afios, el analisis de parentesco ha tenido un progreso
constante en las especies acuicolas. Inicialmente este tipo de analisis fueron
desarrollados mediante la aplicacion de marcadores de DNA sencillos conocidos
como AFLP’s y RAPD’s, sin embargo en la actualidad el uso de marcadores de
DNA como microsatélites y SNP’s es mas factible gracias al rapido desarrollo de

la tecnologia de secuenciacion (Yue 2014)



Los SNP’s son marcadores idoneos para analisis de parentesco por su fiabilidad
para un genotipado superior y un costo 5 veces menor que los microsatélites, sin
embargo su uso ha sido escaso por el limitado recurso genémico disponible para
la mayoria de las especies acuicolas (Portela y Fernandez 2007). En
consecuencia los microsatélites han sido los marcadores mas ampliamente
empleados en acuacultura, principalmente por las caracteristicas que poseen
tales como un elevado polimorfismo, expresion co-dominante, fiabilidad y
sencillez técnica, asi como su abundancia y ubicuidad gendémica (Vandeputte y
Haffray 2014; Yue y Xia 2014). Este conjunto de caracteristicas han determinado
Su uso para analisis de parentesco en mas de 20 especies acuicolas (Yue y Xia
2014), evidenciando que la asignacion parental en peces de importancia para el
repoblamiento o cultivo comercial puede realizarse mediante el uso de un bajo
numero de microsatélites (Jeong et al. 2007; Yang et al. 2014).

El andlisis de parentesco en especies acuicolas mediante microsatélites ha
permitido estimar parametros genéticos en rasgos de interés comercial tales
como; heredabilidad y correlaciones entre caracteres, variaciones en el éxito
reproductivo entre individuos y de su progenie, asi como el mejoramiento
genético de las especies a través del desarrollo y aplicacion de programas de
reproduccién y crianza selectiva (Garcia de Leon et al. 1998; Portela 'y Fernandez
2007; Rhody et al. 2014). El éxito obtenido utilizando esta herramienta ha
ocasionado que sean considerados como un factor clave para que los cultivos
de peces marinos puedan progresar exitosamente a escala comercial (Liu y

Cordes 2004; Rhody et al. 2014)



La totoaba es un pez perteneciente a la familia Scianidae (curvinas o roncadores)
que es endémico del Golfo de California y est4 considerado en peligro de
extincion a consecuencia de una sobre explotacion pesquera y por alteraciones
ambientales ocasionadas a su habitat durante la década de 1970 's (Cisneros-
Mata et al. 1995; Garcia de Ledn et al. 2010; Valenzuela et al. 2014; Valenzuela-
Quifionez et al. 2016). En México la especie estd protegida (NOM-059-
SEMARNAT-2010) y, como parte de los esfuerzos para su conservacion, desde
1994 se iniciaron los estudios de reproduccion y cultivo en cautiverio como una
estrategia para mitigar la reduccion de la poblacién silvestre. Desde entonces se
han desarrollado toda una serie de estudios enfocados a la reproduccion (True
2012) y proceso de cultivo (Mata-Sotres et al. 2015), desarrollo embrionario
(Morales Ortiz 1999) vy larvario (Garibaldi 2002), nutricién (Lopez et al. 2006;
Rueda-Lopez et al. 2011; Lopez et al. 2014) y estimacion de la variabilidad
genética de la poblacidn silvestre y en cautiverio (Galarza 2002; Enriquez et al.
2008; Quezada 2010; Calderdn et al. 2013; Diaz-Viloria et al. 2013; Valenzuela
et al. 2014). Todos estos estudios han permitido lograr un ciclo cerrado de cultivo
y garantizar la trazabilidad de la produccion. Actualmente se mantiene una linea
constituida por reproductores silvestres, enfocada a la repoblacion de la especie
y otra, proveniente de reproductores de primera generacion, con un enfoque
hacia la produccién comercial (True 2012). Estos avances permitieron la
consolidacion de dos empresas en México (una para la produccién de cria y otra

para la engorda), estas empresas comercializan la especie como consecuencia



de su alto valor en el mercado asiatico, marcando el inicio de la comercializacion
de totoaba procedente de cultivo.

A pesar de que se espera una demanda importante de crias con el desarrollo
actual de la industria acuicola enfocada a la especie, no existen estudios en los
que se evalué cuan similar 6 efectivo es el desarrollo entre sus progenies. Dichas
evaluaciones permitirdn identificar si el desempefio de la progenie de
reproductores domésticos es fiable para la producciéon comercial con respecto a
la progenie de origen silvestre, aclarando la factibilidad de mantener lineas
domésticas. EI manejo de reproductores domésticos permitiria generar lineas
comerciales 6ptimas, mejorando la trazabilidad del producto comercial al no ser
necesario introducir nuevas familias para la reproduccion en cautiverio.

El presente estudio tiene como objetivo identificar si la calidad (supervivencia y
crecimiento) de la progenie de reproductores domésticos es fiable para la
produccion comercial con respecto a sus congéneres silvestre. Se pretende que
este estudio aporte las bases para el desarrollo de un esquema de trabajo
adecuado que permita el control y la evaluacion del desempefio de las familias
qgue en el futuro seran utilizadas para la produccion comercial y en el programa
de repoblamiento. Tales avances permitiran contribuir al desarrollo de la industria
acuicola de totoaba, asi mismo impulsardn un progreso exitoso a escala

comercial.



MATERIALES Y METODOS
El objetivo de este disefio fue el de evaluar la calidad de las crias provenientes
de familias puras, silvestre y de la primera generacion (F1) producida en
cautiverio, y una combinacién de ambos, la cual denotamos como “hibrida”
(Tabla I). Los reproductores F1 utilizados para la formacion de las familias
presentaban su segundo afo reproductivo a los 8 afios de edad, mientras que
la edad para los reproductores silvestres estimé mediante la lectura de edad en
escamas utilizando el método descrito por Buckmeier et al. 2012, encontrando
una edad de 22 y 14 afios para las hembras de la familia silvestre e “hibrida”

respectivamente.

Tabla I.- Disefio experimental de las cruzas 2015-2016

Familia Hembras Machos

Hibrida Silvestre Domeéstico

Silvestre Silvestre Silvestre
Domeéstica Domeéstica Domestico

Mantenimiento de reproductores

Los reproductores silvestres y de primera generacion (F1) utilizados forman parte
del banco de la Unidad de Biotecnologia en Piscicultura de la Facultad de
Ciencias Marinas de la Universidad Autonoma de Baja California (DGVS-CR-IN

1084-B.C./09). Para inducir la maduracion gonadal, los reproductores se



mantuvieron en un sistema de recirculacién bajo condiciones controladas de

fotoperiodo y temperatura previamente descritas por True (2012).

Seleccidén de reproductores y disefio de apareamientos

Para evaluar el potencial reproductivo de las hembras se corroboro el nivel de
desarrollo ovéarico mediante insercion de una canula de plastico (2mm de
diametro interno) en la cavidad ovarica y toma de una biopsia de individuos
previamente anestesiados (True 2012; Mylonas et al. 2015). Las biopsias se
revisaron bajo un microscopio estereoscopico (2x) (Meiji, MZ-TR) segun la
metodologia descrita por True (2012), y se registré el diametro de los ovocitos,
la proporcién con vesicula germinal migrada y aquellos que estaban en proceso
de atresia, el registro se conservo mediante fotografias digitales (PAX-it software,
PAXcam, IL, USA). Por otra parte, los machos se consideraron aptos para la
induccién, si presentaban espermiacion al aplicar presién abdominal (True 2012;
Mylonas et al. 2013).

Se indujeron 3 machos y 3 hembras con implantes de celulosa/colesterol
(Sherwood et al. 1988) cargados con una dosis promedio de 100 pg/kg (True
2012) de la hormona analoga liberadora de gonadotrofinas LHRHa des-Gly® D
Ala® (Sigma, USA) . A los organismos implantados se le tom6 una porcion de
tejido de la aleta dorsal (20 mg) para obtener su perfil genético (genotipo
multilocus) y posteriormente fueron trasladados al sistema de desoves, en donde

se colocaron de acuerdo al disefio experimental de las cruzas (Tabla I).



Evaluacion de la calidad del desove

La calidad del desove se evalué en funcién de la tasa de fertilizacion, fecundidad
total y relativa. Para obtener estos valores se colocé un colector pasivo de 500
pm de abertura de malla en el rebosadero de cada uno de los tanques de desove
con la finalidad de recuperar todos los huevos. Aproximadamente a las 16 h post-
desove (neurulacién) (Morales Ortiz 1999), periodo en donde los huevos
presentan mayor resistencia (Ibarra-Castro et al. 2012), se colectaron los huevos
de cada tanque durante los dias en los que se presenté actividad reproductiva.
Los huevos de cada desove se enjuagaron en redes de acuario con agua de mar
filtrada (<20 um y U.V) y se transfirieron a probetas de 4 L con glucosa (15 gL?)
para registrar el volumen de huevos fértiles e infértiles. La impermeabilidad que
posee el coribn de los huevos fértiles mantiene su concentracion interna
(flotabilidad) en soluciones hiperténicas durante varios minutos, permitiendo una
separacion mas eficiente de huevos fértiles o embrionados (flotantes), de
aquellos infértiles (sedimentados) al aumentar la concentracién del agua. Los
huevos fértiles se colectaron en cubetas de 20 L y desinfectaron con formol
(10%) durante 20 min. La calidad del desove se determind considerando un
diametro del huevo de 823 um (Morales Ortiz 1999), de acuerdo a las siguientes

relaciones:



(1) Fecundidad total (Ft) = (Vf +Vi) *Dh

(2) Tasa de fertilizacion= (Vf *Dh) /Ft

(3) Fecundidad relativa = Ft /W

Ft= Fecundidad total, Vf= Volumen de huevos fértiles (mL), Vi= Volumen de

huevos infértiles (mL), Dh= Diametro del huevo (um), W= Peso hembra (kg)

Cultivo comunal

El proceso de crianza se realizé de forma comunal sembrando 100,000 huevos
embrionados limpios y desinfectados del segundo dia de desove de cada una de
las tres familias. El cultivo comunal se mantuvo en un tanque conico (2.2 m3) del
sistema larvario hasta los 28 dias post-eclosién (PE), momento en el que se
separaron de manera homogénea en dos tanques (500 L) del area de pre-cria.
Al dia 48 PE se utilizaron cribas comerciales para separar por tallas (ancho
corporal) a la poblacion total de alevines, las tallas obtenidas se mantuvieron
individualmente en tanques del sistema de pre-cria: chicas (C) <4 mm, medianas
(M) <4.5 mm y grandes (G) >4.5 mm).

La alimentacion inicio con rotiferos Brachionus plicatilus al dia 4 PE (1 Rot/mL)
hasta el dia 13 PE (3 Rot/mL), cambiando paulatinamente a una alimentacién
con Artemia sp. a partir del dia 11 (0.5 Art/mL) hasta el dia 26 PE (3.0 Art/mL)
periodo a partir del cual se les proporciono alimento formulado de distintos

tamafios (Otohime, Marubeni Nissin Feed Co.LTD. Japén) a saciedad.
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Las unidades de cria utilizadas durante el proceso de cultivo comunal estuvieron
acopladas a sistemas de recirculacion bajo condiciones controladas de

fotoperiodo (12:12) y temperatura (22-24°C).

Asignacion parental

La colecta de la progenie para efectuar las pruebas de paternidad consistié en la
captura aleatoria de 75 individuos en cada etapa critica del proceso de cultivo:
Eclosién (EC), alimentacién con rotifero (RT), alimentacion con artemia (AA),
alimentacion con formulado (AF). Asimismo se seleccionaron individuos de
acuerdo a rasgos de interés para el cultivo: Chicas (C), grandes (G) y para un
analisis de deformidades (DF).

Del total de los organismos muestreados en cada etapa 0 grupo por rasgos
fenotipicos, se extrajo ADN en 50 de ellos y se almacenaron a -70°C los 20
restantes. Para las etapas de EC/RT/AA se emplearon individuos completos para
extraer el ADN mediante el kit “DNeasy Blood and Tissue Kit” (Qiagen, USA),
siguiendo el protocolo del fabricante pero usando solo la mitad de los volumenes
indicados. Por su parte, para la etapa AF y las categorias fenotipicas C/G/DF la
extraccion se realizo a partir de una porcién de tejido epitelial de la aleta dorsal
(~20 mg) y siguiendo el protocolo descrito por Aljanabi y Martinez (1997). Las
muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

Como parte del trabajo de trazabilidad genética que se lleva a cabo en la Unidad
de Biotecnologia en Piscicultura, todos los reproductores se encuentran

genotipificados con un conjunto de 24 marcadores microsatélites desarrollados
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para distintas especies de scidnidos (Anexo 1), cuyos perfiles de amplificacion
fueron optimizados para totoaba. Para definir el nUmero de loci que serian
necesarios para asignar sin ambigiedad la paternidad en las muestras de la
progenie, se realiz6 una revision del genotipo multilocus de los reproductores.
Como puede apreciarse en la Tabla Il, el polimorfismo caracteristico del
microsatélite Tmac74 (Garcia de Leodn et al. 2010) resulto suficiente para
garantizar la asignacion a la familia de origen. La amplificacion del locus
seleccionado mediante PCR se llevdé a cabo para todas las muestras de la
progenie empleando un termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient y en un
volumen final de 15 pl de reaccién con 22 mM de Tris-HCI pH 8.4, 55 mM de
KCI, 0.22 mM de dNTP's, 1.5 mM de MgCI2, 0.22 u de Taq DNA polimerasa
(GeneMate®), 0.13 uM de cebador directo marcado con etiqueta M13 (Schuelke
2000), 0.2 uM de cebador inverso, 0.2 uM del cebador universal M13 marcado
con fluorocromo y entre 15 y 25 ng de ADN. El perfil de temperaturas empleado
consistié de una desnaturalizacion inicial a 94°C por 180 s, seguidos de 25 ciclos
de desnaturalizacion a 96 ° C por 20 s, y a 56 ° C por 40 s de hibridaciény 72 °
C por 40 s de extensidn. Posteriormente se adicionaron 8 ciclos de
desnaturalizacion a 96°C por 20s, y a 53°C por 40 s de hibridaciény 72°C por
40 s de extension y un periodo adicional de extension final de 15 min a 70°C.
Los productos de la amplificacion fueron evaluados por electroforesis en un gel
de agarosa al 1.5% con bromuro de etidio (0.5 pg/mL) y posteriormente
analizados de forma automatizada en un secuenciador ABI 3700 (Applied

Biosystems) en un laboratorio comercial (SegXcel, Inc., San Diego, CA). La
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asignacion parental se llevé a cabo en el programa GeneMarker v2.6.3 a partir

de las lecturas automatizadas del tamafio de los fragmentos amplificados.

Tabla Il.- Tamafio de loci de los parentales para el microsatélite utilizado para la
asignacion parental “Tmac74”.

Familia
Hibrida Silvestre Doméstica
? J ? ) Q &)
151 131 151 137 157 161
Tmac74
151 139 151 151 165 163

Condicion familiar

La tasa de crecimiento y el porcentaje de individuos con deformidades evidentes
del grupo “DF” se usaron como indicadores del desempeno y la condicidn
familiar. La evaluacién de la tasa de crecimiento se realiz6 con base en la
longitud estandar promedio en cada etapa de desarrollo (EC /RT /AA /AF) y en
los grupos de seleccion de rasgos fenotipicos (C /G), la cual se determiné a partir
de registros fotogréaficos de cada individuo sobre un microscopio estereoscoépico
(Meiji, MZ-TR) y con ayuda de un software especializado (PAX-it software,
PAXcam, IL, USA). Por su parte, se registré la naturaleza de la deformidad para
cada individuo perteneciente al grupo “DF”, fueron expuestos a rayos X y la

evaluacion visual de la placa.
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Analisis estadistico.

Después de corroborar si los datos morfométricos cumplian con los supuestos
bésicos de normalidad y homocedasticidad se procedi6 a evaluar las diferencias
en longitud estandar para cada una de las etapas de desarrollo mediante una
ANOVA paramétrica de una via. Por otra parte, al no ajustarse una distribucion
normal, la proporcién de huevos viables e inviables entre cada desove de cada
una de las familias se evalu6 a través de una comparaciéon multiple (no
paramétrica). Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el programa
Statistica 7 para Windows con un nivel de significancia estadistica al 95% (a=

0.05).

Resultados
La hembra de la familia “hibrida” presentd ovocitos ligeramente mas grandes y
mayor frecuencia de nucleos migrados con respecto a los de la familia silvestre
(Tabla Ill), aunque estas diferencias no resultaron significativas (p=0.13). Aun
cuando no fue posible obtener una biopsia ovarica para evaluar el potencial
reproductivo de la hembra doméstica, la distencion abdominal que presento fue
similar al de las hembras de las otras familias, reflejando un estado de madurez
apropiado para inducir el desove. El Unico aspecto que debe resaltarse en cuanto
al potencial reproductivo, fue la presencia de una importante proporcién de

ovocitos atrésicos en la hembra de la familia “hibrida” (Tabla 111).
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Tabla lll.-Evaluacion del potencial reproductivo de hembras

Familia
Hibrida Silvestre Domeéstica
Origen Silvestre (n=24)  Silvestre (n=40) F1
Diametro de
, 597 + 80 568 + 68 --
ovocitos (um = ds)
Vesicula germinal
. 58% 55% -
Migrada (%)
Vesicula germinal
42% 45% --
central (%)
Atresia (%) 17% 0% --

El valor mas alto en fecundidad total y tasa de fertilizacion se obtuvo de la familia
silvestre (Tabla 1V), sin embargo no existen diferencias significativas entre las
hembras de las diferentes familias. La hembra de la familia “hibrida” presentd
una fecundidad relativa ligeramente mayor que la familia silvestre, mientras que

el valor mas bajo lo presento la familia doméstica (Tabla IV).
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Tabla IV.-Evaluacion de la calidad de los desoves.

Familia
Hibrida Silvestre Domeéstica
Origen (&' /19) F1/Silv Silv / Silv F1/F1
Edad (9) 14 22 8
Peso ¢ (kg) 27 52 24
Numero de puestas 8 8 3
Volumen total (mL) 7,895 14,240 2,900
Fecundidad total
6,498 11,720 2,387
(10°huevos)
Fecundidad relativa
241 225 153
(10 huevos/kg Q)
Tasa de fertilizacion
0.61+0.2 0.66 +0.2 0.49+0.4

(xds)

Diametro del huevo= 823 um

La genotipificacidon fue exitosa en todas las muestras analizadas, lo que permitio

identificar y asignar a los individuos de muestra comunal a la familia

correspondiente. Durante la primera etapa de muestreo (EC), la proporcion de

individuos de cada familia fue homogénea en la unidad de crianza comunal, pero

la supervivencia de la familia silvestre disminuy6 durante la etapa de “RT” y se

mantuvo baja durante el resto de la evaluacién en el cultivo (Fig.1).
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OFam.hibrida ®Fam.Silvestre ®BFam.Doméstica
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RT AA C G DF
Etapas de cultivo Seleccion de rasgos

Figura 1.- Representacion de las familias en cada una de las etapas criticas de
la ontogenia de cultivo y durante la seleccion de rasgos. EC: Eclosion, RT:
Alimentacion con rotifero, AA: Alimentacion con artemia, AF: Alimentacion con
formulado, asi como en la clasificacion de rasgos; C: Chicas, G: Grandes y
analisis de individuos deformes; DF. Sobre las barras se indica la proporcion de
las familias para cada una de las etapas criticas, asi como de seleccién de rasgos
y analisis de deformidades.

Durante la etapa “EC”, la progenie de la familia “hibrida” present6 diferencias
significativas en longitud estandar con respecto a la familia silvestre (p=0.02),
pero no se evidenciaron diferencias al compararlas con la familia doméstica (Fig.
2). Para la etapa de “RT”, la longitud estandar no fue significativamente distinta
entre familias, pero durante la etapa “AA” la familia doméstica tuvo un

crecimiento significativamente mayor al de “hibrida” (Fig. 2). Por su parte, al
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exhibir la supervivencia mas baja y una mayor heterogeneidad en tallas, la familia

silvestre resultd similar a las otras familias.

20
18}

o N A OO O

== Hibrida
-&- Silvestre

EC RT AA AF

Figura-2.- Curva de crecimiento de las familias en longitud estandar durante las
etapas de cultivo. La presencia de diferencias significativas entre dos o mas
familias estan indicadas sobre cada una de las etapas de cultivo con un
asterisco*.

Finalmente, en la etapa de AF las familias doméstica e “hibrida” mostraron un
crecimiento significativamente mayor al compararlas con la silvestre (Fig. 2). De
hecho, el 82% de los individuos del grupo seleccionado por presentar tallas

mayores a los 4.5 mm (ancho corporal), fueron asignados a la familia doméstica.
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Al analizar los individuos con deformidades (DF), se determind que un 41%

provenia de la familia silvestre. En particular, de los 4 tipos de deformidades

observadas (Fig. 3; lordosis, enanismo, opérculo anormal y maxilar anormal),

88% de los individuos de esta familia presentaron una marcada reduccién en el

namero de vertebras (Fig. 4; enanismo).

41%
33%
25%
17%
8%
0%

41%
33%
25%
17%
8%
0%

36%
12% 9%
5%

.. 1% 0% 0% 0%
1 2 3 4 1 2 B8 4

Hibrida Silvestre
18%

13%

2% 4%

i 2 3 4

Domeéstica

Figura 3.- Proporcién de deformidades registradas durante el andlisis de
individuos con anomalias morfolégicas (DF) (n=50). 1: Desviacion de la columna
vertebral (Lordosis); 2: Reduccion del numero de vertebras (Enanas); 3:

Opérculo; 4: Deformidades en Maxilares
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Figura 4.- Evaluacion de deformidades en columna vertebral por rayos-X. A:
Desviacion de la columna vertebral; B: Reduccion del nUmero de vertebras en el
peddnculo caudal (Enanas).

Otro hallazgo relevante, pero que no fue posible explorar con mayor detalle, fue
la ocurrencia de una aparente trisomia en el grupo de rasgos “C” (<4 mm). Un

total de 7 individuos presentaron 3 alelos y fueron asignados a la familia “hibrida”

(17.5%).
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Discusion
Se realizé un analisis comparativo entre la calidad (supervivencia y crecimiento)
de la progenie de diferentes cruzas de totoaba en un ambiente comunal con la
finalidad de aclarar si la calidad de la progenie de reproductores domésticados

es apta para la produccién comercial con respecto a sus congéneres silvestres.

Calidad del desove

Las familias con hembras silvestres mostraron una calidad de desove mayor
(tasa de fertilizacion, fecundidad total y relativa) al compararlas con la doméstica.
La tendencia de estos resultados fueron observados en el meagre (Argyrosomus
regius) por Soares y colaboradores (2015) quienes reportan en peso un desove
mayor para reproductores silvestre (582 £165g) al compararlo con reproductores
F1 (81 £509) y dicho resultado es asociado frecuentemente al tamafio corporal
y a la edad de la hembra. Diversos estudios han reportado que el tamafio
corporal de las hembras tiene una correlacion positiva con la fecundidad total
(Kamler 2005; McElroy et al. 2016), probablemente debido a un aumento del
area disponible en la cavidad ovarica para la formacion de ovocitos (Patterson et
al. 2013). El efecto del tamafio corporal fue evidente al comparar la fecundidad
total de la hembra silvestre con las hembras doméstica e “hibrida”, sin embargo
la familia “hibrida” presentdé una tasa de fertilizacion ligeramente mayor. El
aumento de la fecundidad total y reduccién de la fecundidad relativa, tal como se
observo en este estudio al comparar la hembra de la familia silvestre e “hibrida”,

es un fendbmeno que ha sido observado en hembras con edad superior al
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promedio (viejas) y es asociado a una reduccion de la capacidad para dirigir las

reservas necesarias para el desarrollo del huevo (Abdoli et al. 2005).

Asignacion parental

Los resultados demostraron que la progenie de 3 familias, criados en ambiente
comunal, pueden ser asignadas parentalmente sin ambigtiedad con un solo
microsatélite. La asignacion de la progenie permitié analizar diferencias en
crecimiento y supervivencia entre cada una de las familias a través del periodo
de cultivo. Este enfoque ha sido aplicado para una gran variedad de especies de
peces tales como la lobina europea (Dicentratux labrax) (Garcia de Leon et al.
1998), el bacalao del atlantico (Gadus morhua) (Garber et al. 2010), el

barramundi (Lates calcifer) (Domingos et al. 2014) y entre otras.

Supervivencia

En la etapa de “EC” la proporcion de las familias fue homogénea, lo cual es un
indicador de que la tasa de eclosion fue similar entre las familias y marco el inicio
como equitativo en la crianza comunal brindando las mismas condiciones a cada
una de las familias. A partir de la etapa de “RT” se observd una proporcion menor
de individuos de la familia silvestre, situacion a menudo observada durante la
crianza comunal, en la cual existe un diferencial de supervivencia de ciertas
cruzas. Este fendmeno ha sido observado durante la crianza comunal de algunas
especies de peces tales como el bacalao del atlantico (Gadus morhua) (Doyle et
al. 1995), lenguado del atlantico (Hippoglossus hippoglossus) (Jackson et al.

2003) y jurel aleta amarilla (Seriola lalandi) (Knibb et al. 2016), donde la progenie
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de ciertas familias destaca por sus caracteristicas en etapas tempranas de
desarrollo (Kamler 2005; Patterson et al. 2013; Harris et al. 2015; Knibb et al.
2016) y es atribuido regularmente al proceso de seleccién artificial o inadvertida
que se presenta durante el cultivo (Doyle et al. 1995), asi como a la condicion de
las hembras; edad, estrés, experiencia reproductiva y tamafio corporal (Thorsen
et al. 2003; Abdoli et al. 2005).

Una mejor supervivencia para la progenie de reproductores F1 con respecto a
sus congéneres de origen silvestre, tal como se observo en este estudio, ha sido
reportada por Knibb y colaboradores (2016), quienes mencionan que puede
deberse a una respuesta de seleccion correlacionada al criterio de seleccién
primario (tamafio del adulto), o debido a la seleccién inadvertida, por el hecho de
que los reproductores seleccionados son larvas que ya han sobrevivido a las
condiciones de crianza en cautividad. El efecto de la seleccion inadvertida podria
generar una respuesta sustancialmente superior en rasgos beneficiosos en
cautividad, pero que pudieran representar una desventaja en el medio natural
(Herbinger et al. 1995; Vandeputte et al. 2004; Milot et al. 2013). Por
consecuencia el desempefio aparentemente superior de la progenie de la familia
doméstica (reproductores F1), observado en este estudio, podria ser
considerado como un paso adelante en el mejoramiento de la produccién de
crias de totoaba destinadas al desarrollo acuicola rentable. Sin embargo, desde
el punto de vista de un futuro programa de suplementacion o repoblamiento se
recomienda profundizar en el estudio del efecto de la domesticacién sobre el

desempeiio de estos individuos en condiciones naturales.
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Crecimiento

Se observo en la etapa de “EC” que la familia “hibrida” presenté una longitud
estandar (LS) significativamente mayor que la silvestre, sin embargo esta
diferencia no fue evidente al compararlas con la familia doméstica. Aristizabal y
colaboradores (2009) mencionan que estas diferencias pueden atribuirse a
disparidad en el tamafio, la edad y el genotipo de los reproductores. En la etapa
de “RT” se identificd una desviacion estandar muy amplia en la familia silvestre
asociada a una baja supervivencia (Fleming y Einum 1997; Abdoli et al. 2005),
como consecuencia no se presentaron diferencias significativas en crecimiento.
En la etapa “AF”, las familias “hibrida” y doméstica exhibieron un crecimiento
significativamente mayor con respecto a la silvestre. Las familias “hibrida” y
doméstica no presentaron diferencias significativas en la etapa de “AF”, sin
embargo en la clasificacion de rasgos se observé una mayor proporcién de la
familia doméstica representada en las crias de mayor tamano “G”. La mejora del
crecimiento observada en este estudio para la progenie de reproductores F1 fue
similar a los resultados reportados por Ogata et al. (2002) quienes obtuvieron
una mejora en crecimiento para el lenguado japonés (Paralichthys olivaceus) en
apenas la segunda generacion domésticada, sin embargo Vandeputte et al.
(2009) reportaron un desempefio similar entre la descendencia de machos
silvestres y domésticos de lobina europea, lo cual asocia al hecho de que sus
machos eran apenas de primera generacion. La mejora en crecimiento reportada
por Ogata y colaboradores (op.cit) para la segunda generacion bajo

domesticacién y el desempefio aparentemente mejor, observado en este estudio
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para la progenie de reproductores F1, podrian ser evidencia de que el efecto de
la seleccion inadvertida (domesticacion) puede ser identificado en las primeras
generaciones bajo domesticacion. Por otro lado, los resultados obtenidos en este
estudio, asi como los reportados por Vandeputte y colaboradores (op.cit)
demuestran que la progenie de reproductores domeésticos puede ser favorables
para la produccion comercial al presentar un desempefio similar o superior.

El crecimiento intermedio presentado por la familia “hibrida” puede estar
asociado a la accién de la genética aditiva, aspecto que contempla que los alelos
contribuyen de igual manera, produciendo un fenotipo intermedio (Bryden et al.

2004).

Deformidades

Ante este rasgo de seleccion la familia silvestre representé el 41% de los
individuos, dominando en esta familia una marcada reduccién y/o fusion de
vertebras “enanas” en el pedunculo caudal (88%). Esta malformacion puede
estar controlada en parte por el factor genético (Knibb et al. 2016), sin embargo
la probabilidad aparenta ser muy baja al presentarse esta deformidad en todas
las familias. Por consecuencia no puede descartarse el hecho de que hayan sido
ocasionadas por causas comunes como la dieta o el manejo de los peces
(Derayat et al. 2013). Derayat et al. (2003) menciona que en juveniles de bacalao
las malformaciones de la columna vertebral ocasionadas por alguna deficiencia

nutricional o de cultivo podrian afectar su comportamiento de alimentacién y
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habilidad de nado, dejando un crecimiento lento y una alta mortalidad, tal como

se observo en este estudio para la familia silvestre.

Genotipos 3n

En la etapa de seleccion “C” se observé un fendbmeno que inicialmente se
considerd como una trisomia. Pero mediante posterior analisis se ha confirmado
como triploidia en el 17.5% de los individuos asignados a la familia “hibrida”. Este
hallazgo pudo ser confirmado como una triploidia al ampliar el analisis utilizando
4 microsatélites distintos para 4 de estos individuos, obteniendo un patrén de 3
alelos para 2 individuos en al menos otro de los marcadores, indicando la
presencia de 3 cromosomas para mas de un par cromosomico. Sin embargo, por
la falta de material biologico fue imposible confirmar mediante una prueba de
cariotipado.

La incidencia de triploidia espontanea es un fenbmeno poco comun, sin embargo
ha sido observado en algunas especies de peces en cautiverio como la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el esturién blanco (Acipenser transmontanus).
Este fendmeno es asociado al proceso post-ovulatorio/atresia y a temperaturas
extremas, lo cual aparentemente inhibe la segunda divisién meiética y bloquea
la extrusion del segundo cuerpo polar (Aegerter y Jalabert, 2004; FlajShans et al.
2007; Schreier et al. 2013). Flajshans et al. (2007) menciona que algunas
especies no presentan diferencias fenotipicas entre triploides y sus con
especificos diploides, por lo tanto recomendamos que se desarrollen las pruebas

de las implicaciones sobre éste fendbmeno para la produccion comercial, ya que
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comunmente los organismos triploides no presentan maduracion sexual y
podrian poseer caracteristicas de valor para el cultivo. Por otro lado, seré
necesario indagar sobre la frecuencia de este fendmeno en la especie y las

posibles implicaciones para el programa de repoblamiento.

Conclusion
En este estudio se observé que el enfoque de crianza comunal para totoaba
puede ser desarrollado para 3 familias usando solo microsatélites para efectuar
la asignacion parental, permitiendo evaluar y comparar el crecimiento, la
supervivencia y tasa de deformidades en la progenie de cada una de las familias.
Este enfoque permitira desarrollar un protocolo de trabajo adecuado para la
evaluacion y control del desempefio de las familias que seran utilizadas en el
futuro para la produccion comercial y el programa de repoblamiento. Este estudio
sugiere las primeras pruebas sobre la viabilidad de la progenie de reproductores
F1 para ser utilizada en la produccién comercial al presentar en cautiverio un
desempefio aparentemente mejor en crecimiento y supervivencia comparado
con sus congéneres silvestres, lo que permitiria mejorar la trazabilidad del
producto comercial al no ser necesario introducir frecuentemente nuevas familias
para la produccién en cautiverio En este estudio se evalu6 el desemperio de la
progenie de una sola familia para cada uno de los origenes, por ende seran
necesarios futuros estudios que comparen el desempefio de la progenie de un
mayor numero de familias puras e “hibridas” para asegurar que la mejora del

desempefio exhibida por la progenie de reproductores domésticos sea el
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resultado de una seleccion inadvertida (domesticacion) y no del genotipo
individual. Por lo tanto, es indispensable que estos estudios sean desarrollados
considerando los diversos factores que estdn asociados a variaciones en el
desempeiio entre las familias tales como; la edad, el tamafio corporal y el tamafio

del huevo.

Por lo tanto se concluye que la progenie de reproductores F1 muestra viabilidad
para ser utilizado en la produccién comercial, lo que permitiria mejorar la
trazabilidad del producto comercial al completar el ciclo completo de cultivo en

cautiverio.
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RECOMENDACIONES

Este trabajo ha mostrado la viabilidad de reproductores de primera generacion
para ser utilizados en la produccion comercial utilizando un esquema de crianza
comunal. Tal enfoque de cultivo en conjunto con el uso de marcadores
moleculares microsatélites ha marcado el inicio de un nuevo enfoque de cultivo
para totoaba. En la cual el aspecto de la trazabilidad juega un papel de gran
importancia, donde los marcadores moleculares permiten identificar el origen de
distintas progenies y en algin momento poder diferenciar la crianza en cautiverio
de las familias netamente silvestres. El tipo de cultivo implementado como
comunal ofrece la ventaja de proveer condiciones equiparables de cultivo para
varias progenies o familias a la vez de tal suerte que solo las mas aptas podran
sobrevivir 6 bien destacar. Esta estrategia de cultivo debera dirigirse a la mejora
del desempefio de las familias utilizadas para la producciéon comercial, sin
embargo tales objetivos serdn alcanzados solo bajo la consideracién de los
diferentes factores que estan asociados a diferencias en el desempefio de la
progenie, tales como la edad y el tamafio de las hembras, asi como diferencias
en el tamafio del huevo, entre otras factores. Por lo que se recomienda el
desarrollo de nuevos estudios donde evallen el desempefio de la progenie de un
mayor numero de familias, los cuales permitiran corroborar si el desempefio de
la progenie de reproductores domésticos es resultado de la domesticacion o del

genotipo individual.
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Anexo 1.- Microsatélites de scianidos seleccionados para el analisis de los
niveles de parentesco y de variabilidad genética de la totoaba en la UBP-UABC.
Se indica el numero de muestras analizadas (N), el numero de alelos (NA), el
tamanfo de los alelos (TA), la heterocigosidad observada (HO), la probabilidad de
identidad de cada locus (PI) y la probabilidad de identidad acumulativa para
hermanos completos (PIFS) Los loci se reportan en orden descendente con
respecto a su poder informativo.

Locus. N NA TA(pb) HO  PI PIFS  Referencia
Tmac74 200 21 125187 0.97 2.66E-03 ~00C G?[ﬁffzeoigf”
Soc507 200 18 158329 0.97 553E-03 Uo Ka”(szsoogg‘t al.
Tmac051 200 15 119-153 076 967E-03 oo~ G?[ﬁffzeoigf”
Tmac2s 200 15 142173 092 136E-02 oI5 Gg{iﬁgzeoigfn
Soc554 200 22 208253 0.89 130E-02 50 Ka“(szz%”;t al.
Soc4l8 200 14 258296 0.97 1.81E-02 7'%3'5' O"\’ég'c')%%‘;t al.
Tmac06 200 13 139-168 0.81 2.81E-02 2'%35' Gg:i;ﬁgzeoigfn
Tmac44a 200 10 190-214 0.81 4.47E-02 9'%2'5' Gg{ﬂf ?2eolig;5n
Tmac55 200 11 166200 0.73 4.38E-02 ol Gg'trgféeoig?”
Soc826 200 7 182206 0.86 5.63E-02 2o Re”??gi"’z;‘-‘t al.
Cac013a 200 11 191-214 076 5.08E-02 0= Fa?zac?o%t)al'
CacMic18 200 10 284-312 081 572602 (°° Fag‘oso‘gt)a'-
Tmac004 200 12 159-181 076 515E-02 /" Gi[ifﬁzeoigf”
Cyne012 200 8 169-183 0.65 1.02E-01 =% P"'e(rz%ff)fdes
S0c609 200 8 279287 0.65 LO9E-01 1225 Ka”?;ggg‘)?t al.
Cac003 200 12 188230 0.73 LI0E-01 >0 Fagj‘o's’o‘gt)a'-
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Cyne2
Cac014
Soc 443
Tmac05
Tmac03

So0c973
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200

200
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186-204 0.65

179-193 0.68
273-295 0.51
164-170 0.49
212-224 0.51
164-170 0.35
151-157 0.46

203-207 0.27

1.39E-01

1.43E-01

1.68E-01

2.87E-01

3.15E-01

3.46E-01

3.91E-01

5.68E-01
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08
1.18E-
08
5.88E-
09
3.43E-
09
2.00E-
09
1.28E-
09
8.44E-
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6.56E-
10
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Garcia de Le6n
et al. (2010)
O"Malley et al.
(2003)
Piller y Cordes
(2011)
Farias et al.
(2006)
O"Malley et al.
(2003)
Garcia de Le6n
et al. (2010)
Garcia de Le6n
et al. (2010)
Renshaw et al.
(2009)

Tmac = Totoaba macdonaldi, Soc = Sciaenops ocellatus, Cac = Cynoscion
acoupa, Cyne= Cynoscion nebulosus



