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Resumen

Desde su introduccion en 1995, las poblaciones de Cherax quadricarinatus de diferentes
regiones en México, han sido expuestas a diferentes condiciones ambientales y practicas
de cultivo, resultando en una deriva génica. Evaluaciones previas muestran que dichas
poblaciones han perdido variabilidad genética debido a una presién de seleccion vy
endogamia, que puede provocar una disminucidn en la capacidad de reproduccion,
crecimiento y supervivencia de los organismos en condiciones de cultivo. En el presente
estudio se evaluaron tres poblaciones divergentes provenientes de los estados de Baja
California Sur (C), Tamaulipas (T) y Michoacan (M), asi como sus cruces reciprocos, para
determinar heterosis y el efecto del entrecruzamiento en la capacidad reproductiva
(fecundidad absoluta, y numero y peso de los juveniles producidos), respuesta productiva
(peso final, tasa de crecimiento, supervivencia y factor de conversién alimenticia),
respuesta fisioldgica (tasa metabdlica rutinaria y nivel critico de oxigeno) y respuesta
(supervivencia) a retos de infeccion con Staphylococcus saprophyticus. Con las
poblaciones de diferentes regiones constituidas como parentales (C, T, M), se realizaron
cruzas para conformar seis grupos de referencia, correspondientes a la cruza de dos
parentales (C:T, T:C, C:M, M:C, T:M y M:T) y cuatro grupos, donde se incluyeron los tres
parentales (CT:M, TC:M, M:CT y M:TC, y que conforman un nucleo genético de pool
ampliado. No hubo diferencias significativas en fecundidad absoluta y nimero de juveniles
producidos. Sin embargo, en los grupos de referencia y del nicleo se observé que,
numéricamente, la fecundidad absoluta fue mayor cuando se utilizd6 un macho
proveniente de M en la cruza. El analisis de respuesta productiva se realizd para la etapa
de juveniles y para la etapa de engorda mono-sexual. Los juveniles provenientes de
familias especificas fueron mantenidos durante 195 dias en tanques de plastico de 1,500
L. El peso promedio final de los parentales fue de 18.84, 17.92 y 16.18 g, respectivamente,
para C, Ty M. En las cruzas de referencia, se observd que cuando se utiliza un progenitor
proveniente de M el crecimiento es menor. Esto se atribuye a la presién de seleccién para
organismos de rdpido crecimiento llevada a cabo en las poblaciones C y T. De todas las
cruzas generadas, C:T, M:CT y M:TC obtuvieron las tasas de crecimiento y pesos finales
mas altos; sin embargo, estos no fueron mayores a lo obtenido por el parental C. La
engorda mono-sexual se llevd a cabo durante 165 dias a cielo abierto en dos estanques de
1,000 m? ¢/u recubiertos con membrana pléstica (HDPE), a una densidad de siembra de 5
organismos/m?®. No hubo diferencias estadisticas entre los parentales, donde C alcanzé un
peso promedio final de 55.57 y 46.99 g, respectivamente para machos y hembras, T (52.54
y 44.49 g) y M (50.05 y 41.75 g). Durante esta etapa, machos y hembras del nucleo
mostraron una heterosis positiva para crecimiento con respecto a la mejor linea parental
(C). Durante la etapa de pre-cria, los valores de FCA superiores a 1 se relacionan a la



condicién de agua clara, siendo el alimento artificial la principal fuente de materia
organica para el crecimiento de los animales. En cambio, en la etapa de engorda, los
valores de FCA menores a 1, reflejaron un adecuado manejo de la alimentacién, con
disponibilidad abundante de alimento natural. Los resultados de tasa metabdlica estandar
(TME) mostraron que C presentd valores mas altos en comparacién con T y M. Esto se
atribuye a cambios en la eficiencia energética de los animales. A una mayor acumulacién
en biomasa corporal, se requiere de un mayor consumo de oxigeno, por lo que,
aparentemente, en la poblacion de Baja California Sur, se ha generado un pool genético
especifico que privilegia el metabolismo eficiente para la construccién de proteina a partir
de una mayor demanda metabdlica estandar. No se mostraron diferencias significativas
entre los valores de nivel critico de oxigeno de los grupos parentales y los grupos
conformadores del nucleo. En cuanto a hembras, estos son similares entre los diferentes
grupos, con excepcion de C que fue significativamente menor que M:TC. En cuanto al reto
de infeccién, a excepcidon del tratamiento C:M-M:C en el experimento 2, que tuvo
mortalidad total después de 72 horas, no se encontré una diferencia significativa en
términos de supervivencia entre los grupos evaluados. Esto podria esperarse ya que, en
general, se considera que la herencia en la resistencia a enfermedades es baja. Entre los
parentales, T:T y M:M alcanzaron una supervivencia del 50%, mientras que C:C 30%. Esto
puede estar relacionado con la presién de seleccidén para crecimiento que, en este grupo,
se ha realizado por cerca de 20 aiios.

Palabras clave: Cherax quadricarinatus, heterosis, desempefio productivo, respuesta
fisioldgica, respuesta inmune.
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Summary

Since its introduction in 1995, Cherax quadricarinatus populations from different regions
in Mexico have been exposed to different environmental conditions and cultivation
practices, resulting in gene drift. Previous evaluations show that these populations have
lost genetic variability due to selection pressure and inbreeding, which can cause a
decrease in the ability of organisms to reproduce, grow and survive under cultivation
conditions. In the present study, three divergent populations from the states of Baja
California Sur (C), Tamaulipas (T) and Michoacan (M), as well as their reciprocal crosses,
were evaluated to determine heterosis and the effect of crossbreeding on reproductive
capacity (absolute fecundity, and number and weight of juveniles produced), productive
response (final weight, growth rate, survival and feed conversion rate), physiological
response (routine metabolic rate and critical oxygen level) and response (survival) to
challenges of infection with Staphylococcus saprophyticus. With the populations of
different regions constituted as parentals (C, T, M), crosses were made to form six
reference groups, corresponding to the crossing of two parents (C:T, T:C, C:M, M:C, T:M
and M:T) and four groups, which included the three parents (CT:M, TC:M, M:CT and M:TC,
which represents an expanded genetic pool nucleus. There were no significant differences
in absolute fecundity and number of juveniles produced. However, in the reference and
nucleus groups it was observed that, numerically, absolute fecundity was higher when a
male from M was used in the cross. The productive response analysis was performed for
the early-juvenile stage and for the mono-sexual growout stage. The juveniles from
specific families were maintain in 1,500 L plastic tanks for 195 days. The final average
weight of the parentals was 18.84, 17.92 and 16.18 g, for C, T and M respectively. In the
reference crosses, it was observed that when a parent from M is used, growth is lower.
This is attributed to the selection pressure for fast-growing organisms carried out in
populations C and T. Of all the crosses generated, C:T, M:CT and M:TC obtained the
highest growth rates and final weights. However, these were not greater than that
obtained by parental C. The mono-sexual growout stage was carried out for 165 days in
two ponds of 1,000 m” each covered with a plastic membrane (HDPE), at a stocking
density of 5 organisms/mz. There were no statistical differences between the parentals,
where C reached a final average weight of 55.57 and 46.99 g, respectively for males and
females, T (52.54 and 44.49 g) and M (50.05 and 41.75 g). During this stage, males and
females of the nucleus showed a positive heterosis for growth with respect to the best
parental line (C). During the early-juvenile stage, FCA values higher than 1 are related to
the condition of clear water, with artificial feed being the main source of organic matter
for the growth of the animals. On the other hand, in the growout stage, the FCA values
lower than 1, reflected an adequate feeding management, with abundant availability of



natural food. The results of standard metabolic rate showed that C presented higher
values compared to T and M. This is attributed to changes in the energy efficiency of the
animals. A greater accumulation in body biomass requires a greater consumption of
oxygen, so that, apparently, in the population of Baja California Sur, a specific gene pool
has been generated that favors efficient metabolism for the construction of protein from
of a higher standard metabolic demand. No significant differences were shown between
the critical oxygen level values of the parental groups and the nucleus groups. Regarding
females, these are similar between the different groups, with the exception of C, which
was significantly lower than M:TC. Regarding the infection challenge, with the exception
of the C:M-M:C treatment in experiment 2, which had total mortality after 72 hours, no
significant difference was found in terms of survival between the groups evaluated. This
could be expected as inheritance in disease resistance is generally considered to be low.
Among the parents, T:T and M:M reached a survival of 50%, while in C:C it was 30%. This
may be related to the selection pressure for growth that, in this group, has been carried
out for about 20 years.

Key words: Cherax quadricarinatus, heterosis, productive performance, physiological
response, immune response.
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1. INTRODUCCION

1.1 Panorama general de la acuicultura

Se prevé que la poblacién mundial alcance los 9,700 millones de habitantes en el afio
2050, por lo que la importancia del pescado y los productos alimenticios marinos para la
seguridad alimentaria y la nutricién adecuada de la poblacidon se ha acentuado (FAO,
2018). La acuicultura hoy en dia es posiblemente el sector de produccién de alimentos de
crecimiento mas acelerado. Aunque ya no se registran las tasas de crecimiento de 10.8% y
9.5% de la décadas de 1980 y 1990 respectivamente, la acuicultura sigue creciendo a un
ritmo superior al de muchos sectores de produccidn de alimentos, ya que, en el periodo
de 2001-2016, registré un crecimiento de 5.8% (FAO, 2018). En 2018, la acuicultura
establecié una produccién de 114.5 millones de toneladas, representando un valor de
$263.6 millones de ddlares lo que representa el 54% de los productos pesqueros

mundiales (FishStatJ, 2018), superando la produccion por captura (Figura 1).

250 -

m Acuicultrua
200 A m Captura

150 -

100

Millones de toneladas

[8)]
o

0
2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018

Figura 1. Produccion mundial de pesca vy acuicultura (FishStat), 2018).



En 2016, la produccion global de la acuicultura se dividid en un 67.59% de cultivo de
peces de escama, 21.42% cultivo de moluscos, 9.82% cultivo de crustaceos y 1.17% cultivo
de otras especies. Las principales especies de crustaceos producidos fueron el camarén
blanco (Litopenaeus vannamei) (53%), el acocil o cangrejo de rio (Procambarus clarkii)
(12%), el cangrejo chino (Eriocheir sinensis) (10%), el camardn tigre (Penaeus monodon)
(9%), el camardn japonés (Macrobrachium nipponense) (4%) y el langostino de rio
(Macrobrachium rosenbergii) (3%), mientras que otras especies de crustaceos
representaron el 10% de la produccidn global (FAO, 2018). Dentro de las especies de
crustdceos con mayor potencial acuicola, se ha puesto especial atencidn al desarrollo del
cultivo del acocil de quelas rojas (redclaw) o langosta de agua dulce, Cherax

quadricarinatus, debido a sus talla y aceptacién en el mercado (Naranjo, 2009).

1.2 Caracteristicas y cultivo de Cherax quadricarinatus

Cherax quadricarinatus es originaria de los rios y arroyos del norte de Queensland,
Australia (Jones, 1990). Es una langosta de rio relativamente grande, posee un
exoesqueleto lustroso en tonalidades de azul a verde (Figura 1), los machos presentan
un color rojo brillante en los margenes de sus quelas, pudiendo alcanzar un peso
maximo de 500 g, mientras que las hembras pueden alcanzar los 400 g, los juveniles (<30
g) pueden distinguirse sexualmente por la posicion de sus érganos sexuales adyacente al
quinto par de peridopodos en los machos, y los gonoporos en el tercer par en las hembras

(FAO, 2011).



Figura 2. Macho adulto de C. quadricarinatus. (Liveaquaponics.com)

De todas las especies de acociles australianos, C. quadricarinatus se destaca como la mas
promisoria para su cultivo debido a que presenta diversos atributos entre los que
destacan la tolerancia a altas temperaturas y bajas concentraciones de oxigeno, su facil
reproduccidn, y el cultivo en altas densidades con buenas tasas de crecimiento (Masser y
Rouse, 1997). La adaptabilidad ecoldgica de la especie ha sido de gran importancia para su
cultivo. La region donde se encuentra de manera natural es muy cambiante, con
inundaciones, sequias y temperaturas que varian desde los 40°C en el dia a menos de 0°C
durante la noche dependiendo de la época del afno; ademds que su habitat se extiende
desde esteros salinos a rios y/o lagos en zonas montafiosas (Villarreal y Naranjo, 2008).
Debido a su robustez fisiolégica y su comportamiento gregario C. quadricarinatus ha sido
cultivada en estanques a cielo abierto en densidades de 1-2 ind/m? en sistemas de cultivo
extensivos, de 3-4 ind/m2 en sistemas semi-intensivos y 5-25 ind/m2 en los sistemas

intensivos (Naranjo, 2009).

Los principales paises que han desarrollado el cultivo de C. quadricarinatus a escala
comercial son: Australia, China, Ecuador, Indonesia, Israel, Malasia y México. Aunque
también es conocido que el cultivo se ha desarrollado en paises como Argentina,
Barbados, Belice, Espafia, Estados Unidos, Guatemala, Marruecos, Nueva Caledonia,
Panama, Republica de Mauricio, Suazilandia y Uruguay (FAO, 2011). En México, la

primera iniciativa de cultivar redclaw fue en el afio de 1986 en una empresa ubicada en el



estado de Querétaro con pobres resultados. La segunda etapa se inicid en 1995 en la
Planta Experimental de Produccién Acuicola de la Universidad Auténoma Metropolitana,
unidad lztapalapa, en la Ciudad de México y el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Mérida en Yucatan. En la actualidad,
existen reportes de cultivo en los estados de Baja California Sur, Morelos, Tamaulipas y
Veracruz (INAPESCA, 2018). Los resultados han sido prometedores, con rendimientos
superiores a los 3,500 kg/ha/ciclo, y precios por kilogramo de producto vivo de USDS10-

15/kg, dependiendo de la talla (NUfiez-Amao et al., 2018; Hernandez-Llamas et al., 2019).

13 Sistema de produccion

Segun Villarreal y Naranjo (2008), el cultivo de C. quadricarinatus se inicia con la etapa de
reproduccion. Esta contempla la utilizacién de reproductores de una talla aproximada de
60 g los cuales se siembran a una densidad de 3/m?. Los estanques de produccién (Figura
3) requieren del uso de escondrijos, fertilizacion, alimento peletizado, recambio de agua y
aireacion constante. En aproximadamente 4 meses se espera una produccion de 1,200-
1,400 juveniles por hembra o 100 juveniles/m2 con una supervivencia del 50 al 60%. En la
pre-cria se siembran en cada estanque los juveniles de 3-4 cm a una densidad de 25/m?.
Durante esta etapa se utiliza alimento peletizado de 32-35% PC y se ajusta la tasa de
alimentacion acorde al peso y la biomasa estimada. Después de aproximadamente 105
dias se cosechan organismos de 25 g, y se separan por sexos para sembrar en estanques
de cultivo monosexual con la finalidad de maximizar el crecimiento. En la etapa de
engorda los organismos se siembran a una densidad de 5-10/m? durante 140-150 dias. El
alimento a utilizarse durante esta etapa contiene 28-30% de PC. Dado que los machos
alcanzan tallas de cosecha antes que las hembras, las expectativas en los tiempos de
cosecha son diferentes (Nufiez-Amao et al., 2018). Dado que es una especie introducida,
los reproductores normalmente se seleccionan de los mismos estanques de engorda

durante la cosecha, seleccionando a los de mayor talla y de mejor calidad. Con un



adecuado manejo se esperan rendimientos aproximados de 4,500-5,000 kg/ha/ciclo, en
2.5 ciclos por afio, con dos tallas comerciales (40-60 g y 61-90 g) de acuerdo al precio por
kilo (Hernandez-Llamas et al., 2019). Las diferentes presentaciones para su

comercializacion incluyen al producto vivo, congelado o cocido.

Figura 3. Estanque de produccién de C. quadricarinatus de 1,000 m? recubierto con
membrana plastica HDPE y con malla de proteccidn anti pajaros en BioHelis, el Parque de
Innovacion Tecnoldgica de CIBNOR.

1.4 Endogamia en los sistemas de cultivo

Como se menciond arriba, el cultivo de C. quadricarinatus en México requiere del
reabastecimiento de reproductores directamente de los estanques de engorda, por lo que
existe una creciente preocupacién sobre una potencial disminucién en las tasas de
crecimiento y rendimientos de cosecha, asociados a un incremento en la endogamia. Es
bien sabido que a medida que una poblacion de cultivo se vuelve cada vez mas
consanguinea, la productividad suele disminuir (Charlesworth y Willis, 2009). Dicha

depresion por endogamia puede afectar diferentes parametros relacionados con el



rendimiento, incluido el crecimiento, la supervivencia, la capacidad reproductiva y la
susceptibilidad a enfermedades, a través de una acelerada pérdida de diversidad genética
(Smallbone et al., 2016). Esto ha sido reportado en crustaceos decapodos (Freitas et al.,
2007; Li et al., 2006; Luan et al., 2006; Macbeth et al., 2007). Genéticamente, toda
endogamia conlleva a una reduccion de la heterocigosidad y un incremento en la
homocigosidad de la progenie, en la misma proporciéon (FAO, 2008). Este incremento en la
homocigosidad se debe a que organismos emparentados comparten alelos a través de
uno o mas antepasados comunes. Cuando estos organismos se cruzan, los alelos que ellos
comparten, pueden ser emparejados en su descendencia, lo que hace que esta se vuelva
mdas homocigota en uno o mas loci. La endogamia en un programa de cria selectiva puede
ser utilizada para generar organismos genéticamente mejorados con caracteristicas
productivas deseables e inclusive generar nuevos nucleos genéticos de reproductores o
nuevas variedades dentro de una especie, con caracteristicas fenotipicas especificas. Sin
embargo, cuando esta endogamia no es bien dirigida, puede ocurrir una reduccion en las
tasas de crecimiento, fecundidad, etc., lo cual se denomina como “depresidon por
endogamia”. Existen diferentes explicaciones de como la depresién por endogamia
ocurre. La mas comun es el emparejamiento y expresidon de alelos recesivos
detrimentales. Aunque los términos alelos “dominantes” y “recesivos” no significan que
uno es deseable y el otro indeseable, la mayoria de los alelos que ocasiones
anormalidades fenotipicas o menor viabilidad son recesivos. Dado que las tasas de
mutacion son bajas, los organismos acudticos tienen una alta producciéon de gametos y
dichos organismos contienen decenas de miles de genes en sus genomas, cada organismo
produce cierta cantidad de gametos que contienen copias de genes mutantes que en su
mayoria son recesivos. Dado que estos alelos recesivos se expresan cuando un organismos
es homocigoto, estas mutaciones tienden a acumularse en una poblacién ocasionando

depresion por endogamia (Tave, 1999).



1.5 Mejoramiento genético

La diversidad genética de una poblacién es esencial para maximizar el potencial de
mejoramiento (Dunham et al., 2001). Las poblaciones que pueden mantener su diversidad
genética poseen una mayor expectativa de adaptacion a cambios en las condiciones
ambientales, enfermedades, o estrés relacionado con el sistema de cultivo; es también un
requerimiento para el mejoramiento genético de aspectos econdmicamente relevantes,
como el crecimiento y la supervivencia (Biscarini et al., 2015). Existen diferentes
estrategias para el mejoramiento genético de las especies cultivadas, entre las que
destacan: el entrecruzamiento intraespecifico e interespecifico, la hibridacion
interespecifica, la seleccion genética, la poliploidia, la manipulacion hormonal, la
manipulaciéon cromosdmica vy transferencia de genes, etc. (FAO, 2012). €El
entrecruzamiento intraespecifico se basa en la cruza reciproca de dos organismos de la
misma especie, pero provenientes de diferentes poblaciones genéticas. En el caso de una
poblacion Ay una B, (AxB) y (BxA) son cruces reciprocos. La finalidad de esta estrategia de
mejoramiento es combinar las diferentes caracteristicas fenotipicas de ambas poblaciones
con la finalidad de tomar ventaja de la variacion genética no-aditiva (Bakos y Gorda, 1995;
Biscarini et al., 2015; Dharaneedharan et al., 2016; Gjerde et al., 2002; Goyard et al., 2008;
Thanh et al., 2010). De esta manera, estd demostrado que es posible generar heterosis,
también conocida como “vigor hibrido” para caracteristicas comercialmente importantes
para ser usadas en programas de mejoramiento genético (Bentsen et al., 1998; FAO, 2009;

Goyard et al., 2008; Sunarma et al., 2010; Zheng et al., 2006).

1.6 Caracteristicas comercialmente importantes susceptibles a mejoramiento

Como se mencioné en el punto 1.5, el entrecruzamiento es una herramienta de

mejoramiento genético que puede ser utilizada para mejorar aspectos comercialmente

importantes en un cultivo. Los de mayor relevancia para cualquier productor son el pesoy



el numero final, o la resistencia a enfermedades. Estos pardmetros de desempeiio
productivo pueden estimarse directamente en los sistemas de producciéon al analizar
diferentes aspectos como la tasa de crecimiento (ganancia de peso / nimero de dias de
cultivo), la supervivencia (nimero inicial de organismos x numero final de organismos /
100), o el factor de conversidn alimenticia (cantidad de alimento suministrado / ganancia
de peso) (Villarreal, 2000). Sin embargo, es de considerable interés también, entender los
mecanismos internos del organismo que influyen en la respuesta productiva del cultivo,
como lo pueden ser la respuesta fisioldgica a condiciones ambientales especificas y la
respuesta inmune del organismo a posibles infecciones patégenas (Moss et al., 2005;
Carreiio-Ledn et al., 2014). Ambos aspectos tienen amplia relevancia en el desarrollo de
un organismo a través de todo su ciclo de vida, y en este estudio, se evaluara el impacto
del entrecruzamiento de poblaciones genéticamente divergentes en la respuesta del

organismo.

1.6.1 Metabolismo rutinario y respuesta fisiolégica

Un inadecuado manejo de las practicas de cultivo y el deterioro de los pardmetros de
calidad de agua pueden mermar significativamente la produccion en los estanques de
cultivo (Boyd vy Tucker, 1998). C. quadricarinatus se considera una especie
fisiolégicamente robusta (Villarreal, 2002), sin embargo, como cualquier especie acuicola
presenta requerimientos minimos para su éptimo desarrollo (Villarreal y Naranjo, 2008).
Para optimizar el funcionamiento del organismo y la produccién en cultivo, generalmente
se considera que la concentracién de oxigeno disuelto debe mantenerse por encima de 4
mg/L (Villarreal, 2002; Naranjo, 2009); Carrefio-Ledn et al., 2014. Cuando los niveles de
saturacion de oxigeno en el agua son inferiores pueden presentarse tres mecanismos de
compensacion a hipoxia reportados en otras especies de crustaceos: a) aumento de la
concentracion de hemocianina; b) aumento de la afinidad de la hemocianina por el

oxigeno; y c) cambios en el metabolismo de la glucosa vy el lactato (Astete-Espinoza et al.,



2010). En camarones peneidos, exposiciones agudas y crdnicas a bajos niveles de oxigeno
inhiben la tasa de ingestion de alimento debido a la reduccién de la demanda metabdlica
(Ulaje- Fernandez, 2015). Esto puede verse reflejado en tasas de crecimiento mas bajas,

asociadas a la reduccion en la tasa de asimilacion proteica y conversidon en biomasa.

Estimar la tasa metabdlica y el nivel critico de oxigeno de un organismo puede
contribuir a optimizar el rendimiento productivo, para condiciones especificas de cultivo.
La tasa metabdlica basal se da cuando un organismo realiza sus funciones vitales como la
respiracion, circulacién o tono muscular en condiciones de reposo y en ayuno (Torres-
Mendoza, 2007). En animales poiquilotermos, no es posible definir una tasa metabdlica
basal, ya que ésta depende de la temperatura. En ese caso, es posible determinar la tasa
metabdlica rutinaria, la cual se mide a una temperatura bioldégicamente significativa
(James, 1989), como por ejemplo el intervalo 6ptimo de crecimiento en condiciones de
cultivo. La tasa metabdlica se estima por medio de calorimetria, en base a la energia
metabdlica liberada. Generalmente la tasa metabdlica en crustdceos se determina por
calorimetria indirecta de la oxidaciébn de los nutrientes principales (proteinas,
carbohidratos, lipidos) y se refiere al consumo de oxigeno disuelto en funcién del tiempo,
de organismos en ayuno; este puede variar en base al peso del organismo (Villarreal,
1989). Un animal que presente una menor tasa metabdlica (i.e. un menor consumo de
oxigeno), respecto a otro animal de la misma talla, serd mas eficiente metabdlicamente y
estard mejor preparado ante situaciones adversas de bajas de oxigeno en los estanques

de cultivo (Torres-Mendoza, 2007).

Por otro lado, la respuesta del organismo de cultivo a variaciones en la
concentracion de oxigeno permite establecer la capacidad de adaptacion. Existen
basicamente dos patrones de respuesta, la conformacidn y la regulacién. Un animal que
conforma es aquel que cambia sus niveles internos en base a las variaciones del medio

donde se encuentra, mientras que un animal que regula mantiene sus niveles internos a



10

pesar de las perturbaciones en el medio ambiente (McMahon, 2001). De manera general,
se considera a un organismo como regulador de su tasa metabdlica hasta cierto nivel de
saturacion de oxigeno en el agua. Una vez que este nivel se alcanza, el organismo empieza
a conformar su respuesta al oxigeno disponible. Este nivel se considera como el principio
del nivel letal o punto critico (Villarreal, 1989). En este punto, la energia obtenida por
medio de la respiracion es utilizada solo para las funciones metabdlicas esenciales. Un
organismo que presente un menor punto critico de oxigeno estard mejor preparado ante
condiciones de hipoxia en los estanques. Ademas de los bajos niveles de oxigeno, existen
multiples factores bidticos y abidticos que pueden influenciar el estado fisioldgico de los
animales como pueden ser: la temperatura, el pH, la salinidad, los nutrientes y sus
metabolitos, la falta de alimento, la competencia (densidades de siembra), el estado de
maduracion sexual y los ciclos de muda. En condiciones adversas, los animales llevan a
cabo un proceso de aclimatacién el cual incluye respuestas fisioldgicas, bioquimicas y de

comportamiento para permitirle compensar los cambios y sobrevivir (McMahon, 2001).

Tradicionalmente, la metodologia utilizada para la determinacion del metabolismo
energético, es la calorimetria indirecta, en la cual se asume que toda la energia se deriva
del metabolismo oxidativo de carbohidratos, lipidos y proteinas (Gelineau et al., 1998).
Por otro lado, la evaluacion del metabolismo respiratorio a través del consumo de oxigeno
es un indicador sensible y no invasivo de la condicidn fisiolégica que nos puede ayudar a
cuantificar la cantidad de energia que esta siendo utilizada por el organismo (Hopkins y
Cech, 1994). Ademds, este es un valor que permanece casi constante,
independientemente de la oxidacién de grasas, carbohidratos o proteinas (Schmidt-
Nielsen, 1997), por lo que las variaciones de los valores normales, estaria reflejando un
estado o condicidn fisioldgica diferente. La determinacion de la tasa metabdlica y el punto
critico de oxigeno han sido utilizados en la acuicultura para conocer la respuesta de
adaptacién de los organismos a condiciones cambiantes y/o estresantes en los sistemas

de cultivo. Se han reportado valores de tasa metabdlica que van de 0.38 a 1.56 mg/0O,/h
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en diferentes especies de crustaceos (Wickins, 1976; Paterson y Thorne, 1993; Rosas et
al., 1995; Villarreal et al., 2003;). En cuanto a la estimacién del nivel critico de oxigeno en
crustaceos, valores de 2.0 a 1.3 mgO,/L han sido reportados (Seidman y Lawrence, 1985;

Villarreal, 1989; Ocampo et al., 2001).

1.6.2 Respuesta inmunoldgica

C. quadricarinatus al igual que todos los crustdceos, presentan inmunidad innata vy
carecen de un sistema inmunitario especifico con capacidad de memoria, por lo que estos
organismos emplean una serie de efectos celulares y humorales que actian en conjunto
para reconocer y eliminar microorganismos invasores. (Rendén y Balcazar, 2003). A pesar
de no poseer el complejo arreglo de células implicadas en el sistema inmune de los
vertebrados, los organismos invertebrados presentan mecanismos de defensa inmune
altamente eficientes. En crustaceos, se ha demostrado que existen factores en hemolinfa
y diversos grupos celulares que poseen una alta capacidad de reconocimiento, semejante
a la demostrada por los anticuerpos en vertebrados (Vazquez et al., 1998; Bachere et al.,
2000). En el caso de los acociles de rio, como redclaw, su sistema inmune es capaz de
detectar cantidades minusculas de carbohidratos microbianos. A diferencia de los glébulos
rojos, blancos y plaquetas de los vertebrados, los invertebrados poseen hemocitos, los
cuales forman parte de la hemolinfa del sistema circulatorio abierto (Séderhall y
Soderhall, 2002). En el caso de las especies de decapodos, se han identificado lectinas en
los hemocitos que actian como unidades de reconocimiento, las cuales desencadenan
diferentes mecanismos de defensa como es el sistema de la profenoloxidasa (proPO)
(Vazquez et al., 1998). La activacion de este sistema es inducida por la presencia
de lipopolisacaridos o el B-1-3-glucano (carbohidratos de la pared celular de bacterias
Gram negativas y hongos) (Johansson y Séderhall, 1989). Otro mecanismo de defensa en
los crustaceos es la fagocitosis, que es un proceso realizado por los fagocitos, que tienen

la propiedad de reconocer e ingerir particulas extrafias como bacterias, esporas o células
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muertas del propio organismo (Vazquez et al., 1998). En la mayoria de los crustaceos se
conoce que los fagocitos pueden encontrarse libres en el hemocele o el exterior de las
arteriolas de hepatopancreas y/o branquias (Factor y Beeckman, 1990). La encapsulacion
es otro mecanismo de respuesta para la eliminacién de particulas extrafias que no pueden
ser fagocitadas o destruidas por mecanismos humorales. Se considera que este proceso
da muerte a los patégenos o por lo menos restringe su movimiento y crecimiento
(Vazquez et al., 1998). En las langostas de agua dulce se han identificado tres diferentes
tipos de hemocitos circulantes (Soderhall y Soderhall, 2002): células hialinas,
semigranulares y granulares, las cuales se encargan de inmovilizar y destruir los
microorganismos invasivos. En C. quadricarinatus se ha logrado identificar una lectina
(Cql) que presenta la capacidad de aumentar la produccién del anién superdxido de los
hemocitos (Pereyra-Morales et al., 2017), este mecanismo participa en la eliminacion de
microorganismos patdgenos por fagocitosis (Sanchez-Delgado et al., 2014). Ademas, se
han reportado mecanismos como los receptores de tipo Toll en C. quadricarinatus (CqToll)
los cuales inducen factores anti-lipopolisacdridos en ciertas infecciones como en virus del
sindrome de la mancha blanca (WSSV) (Li et al., 2017). Lin et al. (2016) demostrd que este
factor anti-lipopolisacarido en C. quadricarinatus (CqALF) ejerce una accién antiviral, al
llevar a cabo la ruptura de la envoltura virica de WSSV. Por otro lado, Duan et al. (2014)
reporté que los granulocitos de C. quadricarinatus pueden llevar a cabo mecanismos de
fagocitosis de Escherichia coli, y endocitosis de WSSV. Recientemente, Wang et al. (2020)
identificaron por primera vez el gen de la lectina tipo-C (CqCTL) en C. quadricarinatus
dentro de los receptores de reconocimiento de patrones, encontrando una alta similitud
con CTLs de otras especies, y una mayor expresion en hepatopancreas. En otro estudio,
Gao et al. (2020) descubrieron que la secuencia de transcripcion parcial del factor de
elongacion negativa E en C. quadricarinatus (CQNELF-E) esta regulada por la infeccidn por
WSSV, demostrando que este juega un rol antiviral, probablemente via inhibicién de la

actividad transcriptémica viral durante la infeccién.
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Edgerton y Owens (1999), Longshaw (2011), Saoud et al. (2013), Soowannayan et al.
(2015), Hsieh et al. (2016), Li et al. (2017) y Davidovich et al. (2019) han indicado que las
principales enfermedades reportadas en C. quadricarinatus incluyen virus como Cherax
G~ardlavirus-like virus, CqBV (Cherax quadricarinatus Bacilliform Virus), TSV (Taura
Syndrome Virus), CqHRV (Cherax quadricarinatus Hepatopancreatic Reo-like Virus),
CgSMV (Cherax quadricarinatus Spawner-isolated Mortality Virus), PmergDNV (Penaeus
merguiensis Densovirus), YHV (yellow head virus), DIV1 (Decapod iridiscent virus 1) y
WSSV; y enfermedades causadas por otros microorganismos como rickettsias:
Rickettsiosis Sistemdtica de los Acociles (Coxiella cheraxi); microsporidios: Enfermedad
de la Porcelana (Thelohaniasis), Vairimorpha chercais y Pleistophora spp.; bacterias:
Mycobacterium gordonae, Corynebacterium sp., Micrococcus sp., Vibrio spp.; y hongos:
Aphanomyces astaci. Saprolegnia sp., Fusarium sp. Se han descrito casos de infecciones
con WSSV en cultivos de C. quadricarinatus en otros paises (Longshaw, 2011). En
estanques de cultivo en Australia, Tan y Owens (2000) aislaron y caracterizaron por
medios moleculares una bacteria patégena nombrandola Coxiella cheraxi, la cual presenta
sintomas de infeccidn similares a los reportados por Romero y Jiménez (2002) en Ecuador.
Sin embargo, en los sistemas de cultivo en México no se han presentado enfermedades

patégenas de importancia comercial que afecten a la especie (Villarreal y Naranjo, 2008).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Produccidén de C. quadricarinatus

El cultivo comercial de C. quadricarinatus se inicid rusticamente en Australia a finales de
los afios setenta. Sin embargo, el cultivo en estanques tecnificados data de 1985, dichos
sistemas de produccidn se basaban en el uso de estanques con fondo de grava en lugar de
tierra, el uso de aireacién artificial, fertilizacion, alimento suplementario y escondrijos
(Hutchings y Villarreal 1996; Jones y Ruscoe, 1996; Naranjo et al., 2004). La Tabla |
muestra los diferentes rendimientos que se han reportado en cultivos comerciales de C.
quadricarinatus, en donde por lo general, las tasas de crecimiento estan relacionadas con
la densidad de siembra utilizada. En México se tienen pocos reportes de produccién a
pesar de que varios estados de la republica han incursionado en el cultivo de redclaw. Esto
se debe a que muchas de las granjas no reportan sus datos de producciéon a las
subdelegaciones de CONAPESCA vy esta instancia no realiza esfuerzos por dar seguimiento
a las estadisticas de produccidon de redclaw, tal y como lo hace con otras especies de

camarones peneidos o peces de agua dulce.

Tabla I. Pardmetros de desempefio productivo reportados para cultivos comerciales de C.
quadricarinatus.

Peso Peso Tasa de
Tiempo Densidad Inicial Final  crecimiento Supervivencia Biomasa
(dias)  (ind/m?) (g) (g) (g/sem) (%) (kg/ha)  FCA Referencia

90 4 1.5 30-34 2.4 50-65 Salame y Rouse, 2000
113 2.7 6.3 58.6 3.2 58-74 Metts et al., 2007
97 2.5 5.8 57 3.7 61-70 Thompson et al., 2006

2.5 4.6 70.5 46-61 Thompson et al., 2004
70 24 8.1 64.7 5.7 33-48 Webster et al., 2004
97 35 3.0 27 1.7 79 653 1.4 Austin, 1993

3 16.9 2.2 77-88 Jones y Ruscoe, 2000

0.7 1,098 Curtis y Jones, 1995
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5 38 72 1,422 Pinto y Rouse, 1996
248 1.3 56.0 98.6 1.2 3,500 0.87 Villarreal y Naranjo, 2006
15 3.0 159 1.5 94 1,800 1.45 Naranjo-Paramo., 2009
7 41.2 2.1 Arzola-Gonzalez, 2012
59.8 81 2,895 1 Nufiez-Amao et al., 2016

2.2. Mejoramiento genético

2.2.1 Caracterizacion de la diversidad genética

Para incrementar la produccién asegurando la sostenibilidad del cultivo a largo plazo es
necesario implementar estrategias de mejora genética continua. Estas deben incluir la
caracterizacion de la poblacidn fundadora actual y las poblaciones parentales divergentes
(Gjedrem et al., 2012). En cuanto a la poblacién de CIBNOR, recientemente Valencia-
Valdez (2014) utilizd seis loci microsatélites desarrollados para C. quadricarinatus (Baker
et al., 2000) y realizd estimaciones de diversidad genética en tres poblaciones de cultivo
provenientes de los estados de Tamaulipas, Michoacan, Baja California Sur y una
poblacién de cultivo en Argentina. Se encontrd que la linea argentina presenté un mayor
numero de alelos y valores mas altos de heterocigosidad observada y esperada en
comparacion con las lineas mexicanas, de las cuales Tamaulipas presentd los valores mas
altos de diversidad. Recientemente, Mora-Castrején, 2019 evalud las mismas poblaciones
mexicanas y encontrd valores mas altos de diversidad genética en la poblacién de Baja
California Sur, lo que demuestra que dichos niveles pueden variar con el tiempo. En otro
reporte, Baker (2008) analizd6 muestras de poblaciones en Australia y encontré valores de
numero de alelos y heterocigosidad mas altos que los reportados en México. Por otro
lado, He et al. (2012) reporté valores de nimero de alelos en lineas de cultivo en China
muy similares a los reportados en México. Dichos resultados muestran una reduccién de
la diversidad genética principalmente en poblaciones de cultivo en México y en China, lo

cual puede estar relacionado con la utilizacién de organismos de los estanques de engorda
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como reproductores, lo que puede incrementar la endogamia a través de las

generaciones.

2.2.2 Programas de mejoramiento basados en el entrecruzamiento

La era moderna de los programas de mejoramiento genético se inicié en la década de
1970 con los programas de cria selectiva de salmén en Noruega (Gjedrem, 2004). Dichos
programas se basan en la seleccidon de progenitores que posean un alto valor genético
aditivo para un fenotipo deseado. Por otro lado, los programas de cruzamientos
(apareamiento de dos caracteristicas/poblaciones diferentes de una misma especie)
hacen uso de la variacién genética no aditiva a través de la identificacién de heterosis
(FAO, 2009). Existen numerosos reportes de la presencia de heterosis positiva en estudios
de cruzamientos. En peces dulce acuicolas se ha reportado heterosis en crecimiento de
mas de 25% (Bentsen et al., 1998; Sunarma et al., 2010; Luo et al., 2014; Piwpong et al.,
2016) y en moluscos, dicha heterosis ha alcanzado hasta 28% (Hedgecock et al., 1995;
Zheng et al., 2006; Zhang et al., 2019). Existen numerosos estudios de cruzamientos en
especies de crustdceos como Procambarus clarkii, Macrobrachium rosenbergii,
Litopenaeus vannamei, Fennropenaeus chinensis, Penaeus stylirostris, etc., donde se han
reportado heterosis de crecimiento de hasta 37% (Bosworth et al., 1994; Tian et al., 2006;
Goyard et al., 2008; Lin et al., 2010; Than et al., 2010; Lu et al., 2015; Dharaneedharan et
al. 2016). El inicio de los estudios sobre seleccién genética en C. quadricarinatus, se baso
en la comparacion de las poblaciones naturales de Australia (Jones y Ruscoe, 1996). En
dicho estudio, se encontrd la mayor abundancia y diversidad genética de redclaw en las
cincos principales cuencas hidrograficas en la base del golfo de Carpentaria, (Mitchell,
Gilbert, Flinders, Leichhardt y Gregory) en Queensland. Los programas de mejoramiento
genético en C. quadricarinatus llevados a cabo en Australia se han basado principalmente
en la implementacion de dos etapas: (1) El apareamiento de reproductores provenientes

de diferentes rios; y (2) la seleccidon de los organismos mds grandes de la progenie de
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dichas cruzas, los cuales corresponderan a los padres de la segunda generacion (F2).
McPhee y Jones (1997) utilizaron organismos provenientes de los rios Gilbert y Flinders,
estableciendo una heterosis de peso de cosecha en F2 de 4.47%. Sin embargo, una
heterosis negativa de -4.47% se observd en la F2 cuando los progenitores no fueron
sometidos a seleccién para organismos grandes. McPhee et al. (2004) llevaron a cabo la
formacién de una nueva cepa base denominada “Walkamin”, al cruzar reciprocamente
dos de las lineas seleccionadas derivadas de McPhee y Jones (1997). En la segunda
generacion, se obtuvo un incremento del 9.5% respecto al control. Por Ultimo, Stevenson
(2013), llevo a cabo la generacion de una nueva cepa de redclaw de rapido crecimiento,
con alta diversidad genética y libre de enfermedades en Australia denominada “The Tolga
strain”, basada en organismos provenientes de ocho granjas comerciales, la linea
Walkamin y organismos de tres poblaciones del medio natural. El nimero promedio de
alelos por linea genética vario entre 2.5 y 7.5, mientras que los estimados de
heterocigosidad observada fueron moderados variando entre 0.32 y 0.78, concluyendo
que en las granjas las practicas de reproduccién han sido adecuadas para evitar altos
niveles de endogamia. Con cruzas en un disefio de apareamiento rotacional, en el cual
machos provenientes de cada linea se fueron apareando secuencialmente con hembras de
una linea diferente, se encontré un incremento acumulado de 16.0% en la cepa Tolga,

comparado con la cepa Walkamin.

2.3 Estimacion de la tasa metabdlica y punto critico de oxigeno

El estudio mas reciente en C. quadricarinatus es el que se llevé a cabo por Carrefio-Ledn et
al. (2014), en el, se estimé la tasa metabdlica y punto critico de oxigeno a 28°C la cual es la
temperatura optima de la especie (Villarreal, 2002). Los resultados mostraron que
juveniles de 1.5 g presentaron una tasa metabdlica de 0.19 mg0,/g/h y un punto critico de
oxigeno de 1.07 mg/0O,/L; mientras que a los 5 g dicha tasa fue de 0.06 mg/0,/g/h vy el

punto critico fue de 0.50 mg/02/L. Finalmente, en organismos pre-adultos de 10 g, la tasa
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metabdlica estimada fue de 0.08 mg/0,/g/h y el punto critico de oxigeno fue de 0.48
mgO0,/L. En lo que respecta a crustaceos, ha habido muy pocos estudios sobre variabilidad
genética en consumo de oxigeno. Alvarez (1998) reporté heredabilidades de entre 0.278 y
0.851 en Penaeus paulensis, Monge (2001) reportd heredabilidades mayores a cero,
mientras que Cabrera-Toledo (2001) no observé variabilidad genética para el consumo de
oxigeno en L. vannamei. Sin embargo, a la fecha no hay reportes del uso de la tasa
metabdlica y/o punto critico de oxigeno en la implementacion de un programa de
seleccidon para mejoramiento genético en redclaw, y dado que la tasa metabdlica de un
organismo refleja su capacidad de crecimiento, mantenimiento y reproduccion, esta

puede ser objeto de seleccidn.

2.4 Estudios de respuesta inmune en C. quadricarinatus y otros acociles

Se ha demostrado que C. quadricarinatus es susceptible a diferentes enfermedades de
crustdceos de caracter comercial como WSSV vy virus de la cabeza amarilla (YHV), y que
estas enfermedades pueden transmitirse a las especies nativas de camardn afectando los
cultivos comerciales (Soowannayan y Phanthura, 2011; Soowannayan et al., 2015).
Ademas, existen numerosos reportes de infecciones patdgenas en C. quadricarinatus en
diferentes partes del mundo, aunque algunas de estas no han llegado a representar
epizootias en si. Edgerton y Owens (1999) llevaron a cabo estudios de histopatologia en
granjas del norte de Queensland, y encontraron una alta prevalencia de “C
quadricarinatus bacilliform virus” (CqBV) y “Giardiavirus-like virus”. Entre diciembre de
2013 y enero de 2014, se reportaron mortalidades en granjas comerciales en Taiwan.
Hsieh et al. (2016) encontraron que el agente causante de esta enfermedad fue
Aphanomyces astaci. Davidovich et al. (2019) reportaron una co-infeccion de
Mycobacterium gordonae y “C. quadricarinatus bacilliform virus” (CqBV) en sistemas de
cultivo cerrados en Israel. Xu et al. (2016) llevaron a cabo la caracterizacion preliminar de

un nuevo iridovirus patogénico denominado C. quadricarinatus iridovirus (CglV). Por ello,
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los estudios de la respuesta inmune a infecciones causadas por patdgenos especificos son
fundamentales. Estudios de respuesta ante infecciones bacterianas y virales han sido
realizados en diferentes especies de acociles. Makkonen et al. (2014) y Becking et al.
(2015), en ambos estudios evaluaron la respuesta inmune del cangrejo de rio (Astacus
astacus) ante una infeccion con diferentes cepas virulentas del hongo Aphanomyces
astaci, y encontraron diferentes tasas de mortalidad dependiendo del genotipo del
parasito, el nUmero de zoosporas utilizadas en la infeccidn y la poblacién de cangrejo de
rio utilizada. En otro estudio, Ambas et al. (2013) realizaron un reto patoldgico con Vibrio
en marrén Cherax tenuimanus, Liu et al. (2013) reportaron, por su parte, 100% de
mortalidad después de cuatro dias en C. quadricarinatus infectados con WSSV, mientras
qué una dosis no-letal de Aeromonas hydrophila no produjo mortalidad en organismos
infectados. En ambas infecciones se presentaron patrones de expresién similares de
profenoloxidasa y superdxidodismutasa citosdlica dependiente de manganeso, por lo que
se determind que existen mecanismos de defensa en C. quadricarinatus que se inducen
por WSSV y A. hydrophila. Xu et al. (2016) llevaron a cabo un reto por inyeccién de 2 pl g‘1
del peso corporal, con una dilucién de 1:10° de CqlV purificado de iridovirus (CqlV/DIV1) en C.
quadricarinatus, Procambarus clarkii y Litopenaeus vannamei. Se observd una mortalidad
del 100% a los 18, 19 y 15 dias, respectivamente. Wang et al. (2020), por su parte,
realizaron retos bacteriolégicos con Vibrio alginolyticus, Vibrio parahemolyticus y
Aeromonas hydrophila, observando altas mortalidades dentro de las primeras seis horas
post inoculacién. A pesar de que han sido reportados multiples microorganismos
patégenos de C. quadricarinatus en diferentes paises, a la fecha, en México no ha sido
reportada la presencia de alguno de estos que represente un impacto en los sistemas de
produccién, por lo cual es de vital importancia evitar su ingreso, ni aun con fines de
investigacion. Staphylococcus saprophyticus, asi como otras especies pertenecientes al
género Staphylococcus, son conocidos como potenciales patdégenos de diversas especies
de cultivo con presencia en México, por ejemplo S. pasteuri en peces marinos (Garcia-

Mendoza, 2017) o S. aureus en camaron (Lopez-Simedn et al., 2007), por lo cual, la hacen
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una especie ideal para uso en investigacidn, sin el riesgo de introduccion de una especie

patégena exdtica en el pais.

Como estrategia para mitigar el impacto de enfermedades en los cultivos acuicolas,
se le ha dado gran importancia a los programas de cria selectiva y el desarrollo de lineas
genéticas resistentes a enfermedades. Algunos programas buscan una accién génica
aditiva, al seleccionar organismos que sobreviven a enfermedades especificas. Durante el
apareamiento, los progenitores contribuyen de igual manera y de forma unidireccional a
la mejora en la resistencia de la siguiente generacion (Tave, 1995; Moss y Doyle, 2005). Sin
embargo, los reportes basados en la accidn génica no aditiva para incrementar la
resistencia a enfermedades de una poblaciéon por medio de cruzas reciprocas no han dado
buenos resultados. Esto se debe a que el sistema inmune de crustaceos es innato y no
muestra una alta heredabilidad (Gitterle et al., 2007; Hauton, 2012). A pesar de ello, la
capacidad fisioldgica e inmunoldgica del organismo puede mostrar diferencias en funcion
a la informacién genética disponible (Ibarra et al., 2007), por lo que puede evaluarse esta
respuesta como estrategia de seleccion en programas que buscan incrementar
capacidades especificas de la especie a partir de un nucleo de pool genético ampliado con
pedigri. Por ello, esta linea de investigacidn debe explorarse, dado que los programas de
seleccion se pueden incrementar la homocigosidad de las poblaciones, pudiendo perderse

capacidades especificas de adaptacién.

2.5 Avances biotecnolégicos en el cultivo de C. quadricarinatus en CIBNOR

El CIBNOR ha venido realizando investigacion enfocada al desarrollo del cultivo de C.
quadricarinatus desde el afio de 1994 (Naranjo-Paramo, 2009). Las lineas de investigacion
se han basado principalmente en la eliminacién del recambio de agua, la reduccion de la
aireacion y la reduccién del factor de conversion alimenticia (Naranjo-Paramo, 2009). Bajo

este enfoque, se han logrado rendimientos de hasta 5,000 kg/ha en ciclos de 6 meses,
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implementando tecnologias para un cultivo mas eficiente, reduciendo los costos de
produccién (Naranjo et al., 2000; Naranjo-Paramo, 2009; Nunez-Amao et al., 2018).
Ademas, también se han realizado estudios sobre reproduccién y desarrollo embrionario
(Garcia-Guerrero et al., 2003 a,b; Serrano-Pinto et al., 2003; 2004; Villarreal et al., 2003),
requerimientos de proteina y energia, estrategias de alimentacién, caracterizaciéon de
enzimas digestivas (Campanfa et al., 2004; 2005; Lépez-Ldpez et al., 2003; 2005), respuesta
fisiolégica y tasa metabdlica (Carrefio-Ledn et al., 2014), analisis bioecondmico bajo un
modelo estocastico (Nuifez-Amao et al., 2016; Naranjo-Paramo et al., 2018) y mas
recientemente, la caracterizacion y mejoramiento genético de la poblacién base de

CIBNOR (Valencia-Valdez, 2012; Mora-Castrején, 2019; Hernandez-Gurrola et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

Como se menciond en el punto 1.4, el desarrollo del cultivo de C. quadricarinatus en
México requiere del reabastecimiento de reproductores seleccionados de los estanques
de engorda, lo que puede propiciar la pérdida de variabilidad genética por endogamia
(Villarreal y Naranjo, 2010). Una endogamia bien coordinada y planeada puede ser
beneficial, mientras que una endogamia involuntaria e improvisada puede tener
repercusiones negativas en los pardmetros del rendimiento productivo (FAO, 2009).
Respecto a la poblacidn de CIBNOR, Valencia-Valdez (2012) ya demostré un incremento de
la endogamia y una reduccion de la diversidad genética en comparacidén con otras
poblaciones en el mundo. Una de las estrategias que se ha utilizado para incrementar la
variabilidad genética en una poblacion de cultivo, es la cruza entre lineas genéticamente
diferenciadas (Mora-Castrejon, 2019). Este incremento en la diversidad genética puede
mejorar la eficacia bioldgica de la poblacién, asi como aspectos econdmicamente
relevantes tales como el crecimiento, la supervivencia y el factor de conversién
alimenticia. Por otro lado, se puede proporcionar a los organismos una mejor capacidad
de adaptacidn a condiciones ambientales cambiantes, y mejorar la resistencia a
enfermedades. En al ambito econdmico y social, la presente investigacion puede
contribuir a mejorar los rendimientos en los cultivos comerciales de la especie, haciéndola
mas atractiva para su implementacién en otras regiones y, de esta manera, contribuir con
la seguridad alimentaria y la diversificacién de la acuicultura en el pais. En el ambito
cientifico, este es el primer estudio en que se evalla el cruzamiento de poblaciones
genéticamente divergentes en México, y el efecto de este, en la respuesta productiva.
Ademads, es el primer reporte en que se evalla el efecto que puede tener dicho

cruzamiento en la respuesta fisiolégica e inmunoldgica de C. quadricarinatus en el mundo.
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4. HIPOTESIS

El cruzamiento de individuos de Cherax quadricarinatus de la poblacion de Baja California
Sur (CIBNOR), con individuos de poblaciones genéticamente divergentes, provenientes de
los estados de Tamaulipas y Michoacdn, incrementard la variabilidad genética de la
poblacion. Dicho incremento, se vera reflejado en un diferencial de respuesta, por un
lado, en cuanto a la fecundidad de la poblacién, asi como en su respuesta productiva
(crecimiento, supervivencia y factor de conversion alimenticia). Ademas, el incremento en
el acervo génico, propiciard una diferencia en la respuesta de las cruzas respecto a los
parentales, en términos de respuesta fisioldgica frente a hipoxia e inmunoldgica a partir

de un reto patoldgico especifico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar tres lineas divergentes de Cherax quadricarinatus, Baja California Sur, Tamaulipas
y Michoacdn, y los cruces reciprocos de dos y tres origenes, a partir de la respuesta

reproductiva, fisiolégica, inmunoldgica y zootécnica.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la fecundidad y capacidad de producciéon de juveniles de las tres lineas
parentales y las cruzas reciprocas de dos y tres origenes de lineas divergentes de C.
quadricarinatus, y definir los niveles de heterosis.

2. Evaluar el desempeno zootécnico productivo (crecimiento, supervivencia y factor de
conversién alimenticia) durante la etapa de pre-cria, de las lineas parentales y cruzas
reciprocas establecidas, y definir los niveles de heterosis

3. Evaluar el desempefio zootécnico productivo (crecimiento, supervivencia y factor de
conversién alimenticia) durante la etapa de engorda en cultivo monosexual, de las
lineas parentales y sus cruzas reciprocas y definir los niveles de heterosis.

4. Evaluar la respuesta fisioldgica de pre-adultos de C. quadricarinatus, a fin de
establecer la tasa metabdlica y el nivel de punto critico de oxigeno saturado en el
agua, de las lineas parentales y las cruzas reciprocas establecidas y definir los niveles
de heterosis.

5. Evaluar la respuesta inmunoldgica de pre-adultos de la especie a partir de un reto
patoldgico bacteriano, en términos de supervivencia de las lineas parentales y de las

cruzas reciprocas establecidas y definir los niveles de heterosis.
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6. MATERIALY METODOS

6.1 Localizacién geografica

El presente estudio se llevd a cabo en las instalaciones de BIOHELIS, el Parque de
Innovacion Tecnolégica de CIBNOR y del Programa de Acuicultura del Centro de
Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR), ubicado en el municipio de La Paz, en el
estado de Baja California Sur, México. Las coordenadas de localizacidn son 24°8’8” latitud

norte y 110°25’36” longitud oeste; 0 metros sobre el nivel del mar.

6.2 Origen de las poblaciones parentales utilizadas

La poblacion base utilizada en el presente estudio, corresponde a la poblacién de CIBNOR
en La Paz, Baja California Sur, la cual se mantiene en cultivo intensivo en estanques
recubiertos con plastico (HDPE). Las poblaciones parentales para las cruzas reciprocas
provienen de una granja semi-intensiva (El Vergel) en Soto la Marina, Tamaulipas y de una
granja extensiva cercana a la ciudad de Nueva ltalia en el estado de Michoacan. El origen
de las tres lineas se remonta a una Unica poblacidn proveniente de Australia que fue
introducida en México a mediados de los afios 1990 por la Direccién de Acuacultura de la

Secretaria de Pesca (Naranjo, 2009).

6.3 Unidades experimentales

Los reproductores de cada poblacién parental fueron mantenidos en cultivo monosexual
(machos y hembras por separado), en estanques a cielo abierto de 100 m?. Los estanques
fueron llenados a una profundidad de 1.3 m con agua salobre (3-5 g/L) y fueron
suplementados con aireacién artificial continua mediante un aireador tipo “turbo blower”

de 10 HP (Baldor Industrial Motor, Baldor Electric Co®., Ft. Smith AR, Estados Unidos). Se
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utilizaron dos tipos de escondrijos para la proteccion de los organismos (Figura 4), los
cuales consistieron en bloques de concreto de 25 x 25 x 12 con cuatro orificios de 6 cm de
didametro; y paneles de malla sintética de 1 m?, con un tamafio de poro de 5 mm,
colocados en 3 lineas colgadas a lo largo del estanque. La etapa de reproduccién de las
lineas especificas y el desarrollo de las familias del pre-cria se llevd a cabo en la nave
INNOVA 1B de BIOHELIS, el Parque de Innovacion Tecnoldgica del CIBNOR. Se utilizaron
tanques de plastico circulares de 1.7 m de didmetro, 2.26 m* de dreay 1.5 m® (1.500 L) de
volumen (Figura 5). En cada tanque se colocaron escondrijos de fondo elaborados con
tubos de PVC de 3” didmetro y 30 cm de largo, asi como racimos de malla de nylon
similares a los mencionados anteriormente (Figura 6). Cada tanque fue llenado con agua
salobre (0.73 £ 0.01 g/L) filtrada y desinfectada por medio de luz ultravioleta. La aireacion
fue suplementada de igual forma por un sistema de aireacién independiente, mediante
“turbo blowers” de 10 HP, distribuidos mediante tuberia PVC de 4” y manguera circular
con microporo de 0.5” con valvulas de control de flujo en cada tanque. La etapa de
engorda mono-sexual se llevd a cabo en las instalaciones de BIOHELIS, se utilizaron dos
estanques a cielo abierto de 1,000 m? (50 x 20 m), recubiertos con geomembrana plastica
(HDPE) (Figura 7). De igual manera, se utilizaron escondrijos de paneles de malla sintética
y blogues de concreto. Los bloques fueron distribuidos homogéneamente en el fondo del
estanque, para proveer refugio al 100% de los organismos sembrados. Posteriormente, los
estanques fueron llenados con agua salobre (3-5 g/L) de pozo a una profundidad de 1.5 m

(1,500 m3).
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Figura 4. Escondrijos utilizados como proteccién para C. quadricarinatus durante la
evaluacién de engorda monosexual.

il

Figura 5. Tanques de plastico de 1,500 L de capacidad utilizada durante la etapa de pre-
cria de C. quadricarinatus.
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Figura 6. Escondrijos de mala de nylon y tubos de PVC utilizados para la proteccidon de
juveniles de C. quadricarinatus durante la etapa de pre-cria.

- -

Figura 7. Estanque a cielo abierto de 1,000 m? recubierto con geomembrana plastica
HDPE utilizado para la engorda monosexual de C. quadricarinatus.
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6.4 Conformacion del pie de cria

El programa de cruzamientos se llevd a cabo en dos etapas (Figura 8): en la primera etapa,
machos y hembras del CIBNOR y de Tamaulipas fueron utilizados y se realizaron cruces
reciprocos. La metodologia fue la siguiente: en cada unidad experimental de la nave
INNOVA 1B se colocaron cuatro hembras y un macho con la finalidad de asegurar el
apareamiento. Después de que una hembra presentara el espermatdforo fijado en Ia
region ventral a la altura del quinto par de peridpodos, se retiréd el macho y las demas
hembras, iniciando el monitoreo del desarrollo embrionario de los huevos fijados en los
pleépodos de la hembra (Villarreal y Naranjo, 2010). Una vez que los juveniles
eclosionaron, se retiré la hembra y se permitié a los juveniles desarrollarse. Durante esta
etapa se establecieron cuatro grupos: CIBNOR (C:C), Tamaulipas (T:T), y sus cruzas
reciprocas C:T y T:C. En esta nomenclatura, la primera letra corresponde a la hembra y la
segunda al macho (Q:&). Los juveniles de las familias conformadas fueron cultivados
durante 120 dias en estanques a cielo abierto hasta alcanzar un peso de 25 g, momento
en el que se llevd a cabo una separacién por sexos para el cultivo monosexual, donde se
llevaron a un peso aproximado de 60 g. Machos y hembras de origen C:T y T:C se
mantuvieron independientemente en tanques de fibra de vidrio de 3 m de didametroy 1 m
de profundidad (7,000 L), se suplementd aireacion artificial continua y fueron alimentados
una vez al dia (17:00 horas). En la segunda etapa del programa, se seleccionaron al azar
reproductores de dichos tanques para realizar cruzas individuales con machos y hembras
provenientes de Michoacan (peso promedio= 64.41 + 10.90 g). Para la conformacién de
las familias, se selecciond a un macho y una hembra de cada origen y se mantuvieron cada
par en los tanques de plastico de 1,500 L de INNOVA 1B. Como resultado, se establecieron
97 familias en trece diferentes grupos: cinco familias para cada grupo parental (C:C, T:Ty
M:M), cinco familias para cada grupo de dos origenes, y 13 familias para cada grupo de
tres origenes (CT:M, TC:M, M:CT y M:TC). Estos ultimos cuatro grupos corresponden al
nucleo genético de pool ampliado de CIBNOR. Los grupos parentales y las cruzas de dos

origenes, se utilizaron como grupos de referencia para establecer niveles de heterosis.
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PRIMERA ETAPA SEGUNDA ETAPA
C:M — 5 familias
C:T |
C M:C > 5 familias
M 5 famili
T ™M amilias
T:.C
M:T — 5 familias

CT:M — 13 familias

TC:M = 13 familias

@ d @ C
C T cT M
NS ~S

C:T CT:M

M:CT — 13 familias

M:TC — 13 familias

Total= 97 Familias

Figura 8. Esquema de la conformacién de familias del pie de cria de Cherax
quadricarinatus, mediante el cruzamiento de las lineas parentales (C= Baja California
Sur,(CIBNOR), T= Tamaulipas y M= Michoacan).

6.5 Manejo y condiciones experimentales

Durante la etapa de pre-cria en tanques de 1,500 L, los juveniles fueron alimentados de
acuerdo a la tabla de alimentacion elaborada por Hutchings y Villarreal (1996), utilizando
un alimento peletizado comercial (Camaronina® Purina 35% PC). Diariamente se
monitored la concentracidn de oxigeno disuelto, temperatura, pH y salinidad, utilizando
una sonda multiparametros YSI Professional Plus®. Ademads, cada semana se llevd a cabo
el sifoneo del fondo de los tanques para la remocién de solidos compuestos por alimento
no consumido, heces y materia organica. Posteriormente se realizé un recambio de agua
equivalente a 40% con agua previamente filtrada y tratada con luz ultravioleta. Durante la
etapa de engorda monosexual no se realizd recambio de agua en los estanques; sin

embargo, cada mes se llevd a cabo la reposicién de pérdidas por evaporacién. Los
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organismos en cultivo monosexual fueron sembrados a una densidad de 5 ind/m?. En esta
etapa, se utilizdé un alimento comercial de 30% PC (Camaronina® Purina), el cual fue
suministrado dos veces por dia a las 07:00 y 19:00 horas, con una racidn estimada en la
tabla de alimentacién mencionada previamente. De igual forma, se registraron

diariamente los parametros de calidad de agua con una sonda YSI Professional Plus®.

6.6 Evaluacién del desempeiio productivo

6.6.1 Fecundidad y desempeiio en la etapa de pre-cria

Dada la dificultad de llevar a cabo un conteo manual de los huevos directamente en los
pledpodos de las hembras (Figura 9), sin dafiarlos o removerlos, se siguid la siguiente
metodologia para la estimacion de la fecundidad: se utilizaron 10 hembras gravidas de
cada linea especifica de reproductores, de las que se removieron y se contaron los huevos
manualmente. Posteriormente, el nimero de huevos se dividié entre el peso de la hembra
para obtener un indice del nimero de huevos por gramo de la hembra. Este indice se
utilizdé en cada grupo experimental para la determinacién de la fecundidad sin afectar a la
hembra o los juveniles. A continuacidn, y para evitar mortalidades innecesarias, se dejo a
los juveniles desarrollarse durante 45 dias para posteriormente realizar el conteo de los
mismos, con la finalidad de determinar el nimero de juveniles producidos por cada
hembra. Posteriormente, una muestra de 30 juveniles fue pesada utilizando una balanza
de precision Ohaus Scout Pro®, escala de precisidon: 600 g x 0.001, para determinar el peso
inicial, y cada quince dias durante 195 dias. Al final de la prueba, se determind el peso
final, la tasa de crecimiento (peso final — peso inicial / nimero de dias), la supervivencia
(nimero final de organismos / nimero inicial de organismos x 100), y el factor de

conversién alimenticia (alimento suministrado / ganancia de biomasa).
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Figura 9. Huevos unidos a los pledpodos en el abdomen de una hembra de C.
quadricarinatus.

6.6.2 Evaluacion del desempeiio en la etapa de engorda monosexual

Para la identificacidon de las 97 familias, se utilizdé el implante de elastémeros visible de
diferentes colores. La aplicacidon de elastomero fluorescente se llevd a cabo por inyeccién
interna del mismo utilizando una jeringa hipodérmica (Figura 10). La aplicacién de este se
realizé en la parte interna del abdomen, tanto en el lado izquierdo como en el derecho en
los primeros cuatro segmentos. El elastomero en su forma liquida, una vez inyectado se
vuelve rdpidamente solido y flexible, y es facilmente visible bajo una luz ultravioleta
(Figura 11). En total se utilizaron seis colores (amarillo, verde, azul, rosa, rojo y naranja) en
20 combinaciones. En la nomenclatura disefiada, el primer numero corresponde al
segmento abdominal que va en direccidn de la unién del cefalotdrax al telson, la siguiente
letra corresponde a la primera letra del color del elastdmero utilizado en inglés (amarillo=
Y, verde= G, azul= B, Rosa= P, Rojo= R y Naranja= 0), y la ultima letra corresponde al lado

en que se sitla la marca en el abdomen (i= izquierda, d= derecha). En algunas familias se
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utilizé una nomenclatura especial con marcas del mismo color. En otras familias se utilizan
dos claves separadas por un guion, que equivalen a dos marcas de diferente color en la
misma langosta (Tabla Il). Se llevaron a cabo biometrias cada quince dias con la finalidad
de estimar el crecimiento y después de un periodo de 120 dias, se cosechd el total de
langostas de los estanques y se registrd tanto el peso individual como el nimero total de
organismos. Los parametros de desempefo estimados fueron los mencionados en el
punto 6.6.1 para la etapa de pre-cria (tasa de crecimiento, supervivencia y factor de

conversion alimenticia).

Figura 10. Inyeccidn intramuscular del elastémero fluorescente utilizando una jeringa
hipodérmica, para la identificacion de familias en la etapa de engorda monosexual de
Cheraxquadricarinatus.
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Grupo |Familia 1

Familia 2

Familia 3 | Familia 4

Familia 5

Familia 6

Familia 7

Familia 8

Familia 9

Familia 10

Familia 11

Familia 12

Familia 13

M:TC 1Yi

2Yi

3Yi 4Yi

1Yd

1Yi-1Bd

10i-1Bi

C.C 1Yi-1Pd

3Yi-3Bd

30i-3Bd
3Yi-3Pd

1Yi-4Bd

1Yi-4Pd

2Yd

3Yd

4Yd

1/2Yi

1/3Yi

1/4Yi

1/2vd

1/3vd

Tabla Il. Sistema de marcaje por elastomeros para la diferenciacién de familias en la etapa de engorda monosexual.
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Figura 11. Elastomero fluorescente visible bajo una luz ultravioleta en el abdomen de C.
quadricarinatus.

6.7 Evaluacidn de la respuesta fisioldgica a condiciones de hipoxia

6.7.1 Determinacion de la tasa metabdlica

Para la determinacién de la tasa metabdlica y el punto critico de oxigeno, se seleccionaron
20 organismos de cada una de las 13 diferentes cruzas y reciprocos:. Diez10 machos (peso
minimo= 36.5 g, peso maximo= 83.5 g) y 10 hembras (peso minimo= 20.0 g, peso
maximo= 67.5). Los organismos se colocaron en unidades experimentales de plastico de
60 L (Figura 12) y fueron mantenidos con una aeraciéon constante para su aclimatacion,
alimentados a saciedad una vez al dia. La temperatura se mantuvo en 28°C con la ayuda
de un sistema de control de temperatura, SITMA (Figura 13). Veinticuatro horas antes de
la evaluacion, las langostas de agua dulce se mantuvieron en inanicidn con la finalidad de
que el tracto digestivo quedara vacio a fin de evitar variaciones en la medicién del
consumo de oxigeno por efecto de los procesos digestivos (Carrefo-Ledn et al., 2014). La

evaluacion se llevd a cabo en 10 respirémetros y 2 blancos herméticos de 1 L, con agua
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desinfectada a 28°C y saturada con oxigeno. Se colocd un organismo en cada respirometro
y blanco, manteniéndolos con aireacidn continua por 2 horas a fin de que los organismos
se aclimataran a las condiciones de la unidad experimental. Después de las 2 horas, los
organismos en los blancos fueron retirados. Esto permitié la transferencia de
microorganismos, asociados al animal, a la unidad experimental (Villarreal y Ocampo,
1993). Para la medicién del oxigeno disuelto se utilizd un sistema de medicion
PreSens Presicion (Figura 14a), provisto de un sensor de oxigeno de fibra dptica (505 nm),
Needle-Type housing (NTH-L10-TS-NS40/0.4) y un equipo de medicién de oxigeno MICROX

TX2 controlado por computadora (Figura 14b), utilizando el software TX2 Oxyview V4.16.

Figura 12. Unidades de plastico para la aclimatacién de organismos de C. quadricarinatus
en una unidad de control de temperatura, previo a la evaluacidon de consumo de oxigeno
en respirémetros.
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Figura 13. Sistema de 10 respirdmetros y 2 blancos herméticos de 1 L, con alimentacién
individual de oxigeno, utilizados para evaluar el consumo se oxigeno de C.
quadricarinatus, en una unidad de “bafio Maria” para mantener temperatura constante.

Para determinar la tasa metabdlica, se realizé una medicion de la concentracion de
oxigeno disuelto (OD) al inicio del experimento para cada respirémetro, que representa la
saturacion base o punto de partida de cada unidad. Posteriormente, se registrd la
concentracion de OD cada 15 minutos por espacio de una hora, a fin de obtener una curva
de consumo de cinco puntos. Al finalizar la medicién, se pesaron cada uno de los
organismos evaluados, con una balanza digital Ohaus de 0.001 g de precision. A los datos
de concentracién de OD de cada respirémetro se les resta el consumo del blanco y se
establece el consumo neto de oxigeno de cada organismo. En funcion del peso de cada

organismo, se determind la tasa metabdlica estandar utilizando la ecuacion (1).

TME = ([ODf] — [ODi] / P) (1)

Donde: TME= Tasa metabdlica estandar.
[ODf]= Concentracién neta de oxigeno disuelto final.
[ODi]= Concentracion de oxigeno disuelto inicial.

P= Peso del organismo
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a) b)

Figura 14. a) Sistema de medicidn de oxigeno MICROX TX2®. b) Sensor de fibra éptica
PreSens Presicion® para la medicién del consumo de oxigeno disuelto en el sistema de
respirometria.

6.7.2 Determinacion del punto critico de oxigeno

Para determinar el punto critico de oxigeno se utilizo el sistema de respirometria descrito
en la seccidn anterior. Se siguié el mismo protocolo de aclimatacién y saturacion de
oxigeno, Se determind la concentracion inicial de oxigeno disuelto (OD) para cada
respirdmetro y blancos. Posteriormente, se obtuvo la concentraciéon de OD cada 15
minutos hasta que las lecturas de concentracidon de OD reflejaron una variacion minima en
por lo menos tres registros consecutivos. Para el calculo del punto critico de oxigeno se

utilizé el software SegReg (www.waterlog.info/segreg.htm). Dicho programa calcula el

mejor ajuste de la linea de regresién a los datos, lo que permite calcular un sola regresion
sin punto de inflexién, o la posibilidad de generar dos segmentos con un punto de
inflexion. La seleccion del mejor punto de inflexion y el tipo de funcién, se basa en
maximizar el coeficiente de determinacion (R?) y realizar pruebas de significancia (95%)

(Sokal y Rohlf, 1995).


http://www.waterlog.info/segreg.htm
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6.8 Evaluacidon de la respuesta inmunolégica

6.8.1 Primer bioensayo: evaluacidn y seleccién de cepas.

Para la seleccién del patdgeno a utilizar en las pruebas de respuesta inmune, inicialmente
se llevé a cabo un experimento en el que se expusieron organismos pre-adultos de C.
quadricarinatus a cinco cepas bacterianas procedentes de aislados en cultivos de tilapia en
el estado de Jalisco en 2018, (cortesia del Dr. Antonio de Anda de CIDIIR-Guasave): No. 54
Staphylococcus sp., Cepa PCEP31; No. 63 Staphylococcus saprophyticus, Cepa E310; No. 64
Staphylococcus epidermidis, Cepa HD14; No. 65 S. epidermidis Cepa MSSRF DN34; y No.
80, Bacteria nck303h03c1 (Figura 15).

Figura 15. Cepas bacterianas provenientes del aislamiento en una granja de tilapia del
estado de Jalisco, utilizadas en las pruebas de reto patolégico en C. quadricarinatus.

En primer término, se evalud el grado de patogenicidad de cada cepa, ya que estas
nunca se habian evaluado en los lotes de C. quadricarinatus en CIBNOR. Para esto, se
tomd una colonia individual de cada cepa, se sembraron por separado en medio agar
liguido BHI (Brain Hearth Infusion) (Figura 16a) y se incubaron a 30°C, a una velocidad de

agitacion de 100 rpm durante 24 h (Figura 16b).
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Figura 16. a) Medio agar liquido BHI (Brain Hearth Infusion); b) Incubadora de agitacién
para el cultivo de las cepas bacterianas utilizadas en retos patoldgicos de C.
quadricarinatus.

Para este primer bioensayo, un total de 80 pre-adultos de C. quadricarinatus (40
machos y 40 hembras), con peso promedio de 46.34 + 8.68 gramos, fueron utilizados. Diez
organismos (5 machos y 5 hembras) para cada cepa y los tres controles fueron colocados
en unidades de plastico de 30 L (Figura 17). Cada unidad contdé con aireacion artificial por
medio de piedra difusora de oxigeno y cuatro tubos PVC, de 2 o 3”, como escondrijos
(Figura 18). La temperatura se mantuvo constante en 28 + 0.5°C utilizando calentadores
de agua sumergibles (Figura 18). Los organismos fueron infectados con el indculo de una
de las cinco cepas bacterianas sin dilucion, via inyeccion intramuscular, por medio de una
jeringa hipodérmica. Se utilizaron dos controles negativos: inyeccién de agua estéril
(0.85% NaCl) y sin indculo, y un control positivo con inyeccion de Vibrio parahaemolyticus.
Los resultados mostraron que la cepa 63 (S. saprophyticus, Cepa E310) presenté un mayor
grado de patogenicidad, con un menor tiempo de acciéon que V. parahaemolyticus (Figura

19), por lo que se procedid a trabajar con dicha cepa bacteriana para los retos patoldgicos.
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Figura 17. Unidades de plastico de 30 L utilizadas en la evaluacién de patogenicidad de
diferentes cepas bacterianas en C. quadricarinatus.

Figura 18. Unidad experimental de 30 L mostrando el sistema de aireacién con piedra
difusora, escondrijos de PVC y calentador sumergible de agua. La unidad se utilizé durante
las pruebas de patogenicidad de cepas bacterianas en C. quadricarinatus.
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Figura 19. Cambio de la supervivencia en el tiempo post-infeccién de C. quadricarinatus,
de 46.34 + 8.68 gramos, expuestos a cinco diferentes cepas bacterianas (ver texto) y tres
controles. Se utilizaron 10 organismos por tratamiento (5 hembras y 5 machos).

6.8.2 Secuenciacion e identificacion de la cepa 63.

Siguiendo las metodologias establecidas por Rodicio y Mendoza, 2004, se estableci6 el
siguiente procedimiento de identificacién de las Cepas evaluadas: Para la extraccién del
ADN, se tomd un inéculo de la cepa aislada y se sembré en medio agar liquido BHI.
Posteriormente, se tomd 1 ml del indculo y se concentré mediante centrifugacion a 1,500
x g durante dos minutos para la precipitacidn celular. Se removié el sobrenadante y se
agregaron 600 pl de una solucion de 1X Tris-bufer EDTA. Los tubos se incubaron en un
bafio de agua a 80°C durante cinco minutos para provocar lisis en las células. A
continuacion, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se les adicionaron 3 pL de una
solucién RNasa. Se volvieron a incubar en un bafio de agua a 75°C durante 15 minutos y se
dejaron enfriar. Posteriormente, se les adicionaron 200 pL de solucién para precipitar
proteinas, y se agitaron en un vortex a alta velocidad durante 30 segundos, para

homogenizar la solucién. Para la separacidén del ADN, se dejaron reposar los tubos en hielo
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durante cinco minutos y seguido, se centrifugaron a 15,000 g x durante tres minutos. El
sobrenadante se transfiri6 a tubos con 600 pl de isopropanol, se mezclaron vy
centrifugaron a 15,000 g x durante dos minutos. Se extrajo el sobrenadante y se
adicionaron 600 pl de etanol al 70% para lavar el precipitado de ADN antes de centrifugar
a 15,000 g x durante dos minutos. Se agregaron 100 pl de solucidon Tris-bufer EDTA para re
suspender el ADN y se incubaron a 65°C durante una hora en un bafio de agua en
agitacion. Las muestras de ADN se almacenaron en refrigeracidn (2-4°C). La concentracion
de ADN se determind en un espectrofotémetro ND-1000 NanoDrop a una absorbancia de
260 nm. Para el analisis de PCR, se llevd a cabo la amplificacién con oligonucleétidos
iniciadores. La amplificacidon del ADN se hizo en un termociclador. Finalmente, el producto

de PCR fue visualizado en gel de agarosa al 2%, en condiciones de electroforesis.

6.8.3 Segundo bioensayo: determinacion de DLy,

Una vez seleccionada la cepa 63 S. saprophyticus, se procedié a realizar un recuento
celular para determinar la densidad del inéculo. Primeramente, se sembré el indculo en
medio agar BHI liquido y se incubd durante 24 h a 30°C a una velocidad de agitacion de
100 rpm. Posteriormente, el inéculo se ajustd a una observancia de 1.0 utilizando un
lector de microplaca, y se prepararon cinco diluciones (1:10°, 1:10%, 1:10°, 1:10° y 1:10)
ajustandolas con agua (NaCl 0.85%). De cada dilucién se sembraron 200 pL por triplicado
en placas Petri con medio solido agar BHI y se incubaron a 30°C durante 24 h. Transcurrido
el proceso de incubacién se realizaron conteos de unidades formadoras de colonia (UFC)
con la ayuda de un contador de colonias y se determind que, para una absorbancia de 1.0,
la cepa 63 presentd una densidad celular de 4 x 107 células mL™. Para la determinacion de
la DL50 se realizd una serie de ensayos de infeccidén. En cada uno se utilizé una muestra de
15 organismos (cinco por triplicado) y un control inyectado con agua (NaCl 0.85%). En
total se evaluaron cuatro diferentes dosis (5.6 x 10°, 7.6 x 10°, 9.4 x 10°y 1.7 x 10’) de la

cepa 63. En base a los resultados obtenidos se decidié utilizar la concentracién 5.6 x 10° ya
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qgue, en las dosis mas altas, el 50% de mortalidad se alcanzé en tiempos menores a 24 h
(Figura 20), lo que deja un margen de tiempo muy corto para evaluar posibles diferencias

entre las diferentes cruzas de C. quadricarinatus.
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Figura 20. Cambio de la supervivencia en el tiempo post-infeccién de C. quadricarinatus,
de 46.34 + 8.68 g, expuestos a cinco diferentes dosis de la Cepa 63 y un control inyectado
con agua (85% NacCl). Se utilizaron 15 organismos por tratamiento.

6.8.4 Disefio experimental del reto patolégico

Los organismos utilizados en este experimento fueron obtenidos directamente de los
tanques de 1,500 L donde se realizaron los cruzamientos de C. quadricarinatus. Para cada
una de las cruzas, los organismos con un peso de 20-30 g fueron distribuidos
aleatoriamente en cuatro unidades rectangulares de plastico de 40 L de capacidad. La
temperatura del agua se mantuvo constante en 28+0.5°C; salinidad 0%; oxigeno disuelto
>5mg/L; pH: 8.0; fotoperiodo controlado 12 horas luz:12 horas oscuridad. Se colocaron 10
organismos (5 machos y 5 hembras) en cada unidad, por triplicado, parar cada cruza (CC,

TT, MM, CT, CM, TM, MTC, MCT, CTM, TCM) y un control negativo (agua estéril con 0.85%
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NaCl). La inoculacion se llevd a cabo por medio de inyeccidn intramuscular con una jeringa
hipodérmica estéril de 1 ml a una dosis de 5 uL/g de peso del organismo con el indculo
seleccionado (5.6 x 10°. Después de la inoculacién los organismos fueron
alimentados cada 24 h a razén del 4% de la biomasa inicial y el exceso de materia organica
fue removido por medio de sifoneos, esto para conservar una buena calidad de agua y

minimizar los factores externos que pudieran alterar los resultados de la prueba.

6.9 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa STATISTICA® Version 10,
StatSoft, Inc. Los datos fueron sometidos a las pruebas de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk’s W; y al analisis de homogeneidad de varianzas de Levene.
Cuando los datos no cumplieron las condiciones de normalidad, estos fueron
transformados utilizando Logl0. Cuando la transformacién no fue suficiente para
establecer una distribucidon normal, se utilizé el analisis no-paramétrico de Kruskal-Wallis.
Se realizaron analisis de correlacion de Pearson para establecer posibles correlaciones
entre los valores de fecundidad con el peso de la hembra reproductora, la temperatura en
el momento de la eclosidn y el peso inicial de los juveniles 45 dias después de la eclosidn.
Ademas, se evaluaron posibles correlaciones entre los valores de diversidad genética
(numero de alelos y heterocigosidad observada) y los parametros del desempefio
productivo (tasa de crecimiento, supervivencia y factor de conversién alimenticia). Los
parametros del desempefno productivo, asi como los valores de tasa metabdlica, punto
critico de oxigeno y supervivencia frente al reto patolégico, fueron comparados utilizando
el analisis de varianza de una via (ANOVA) con una significancia de P<0.05. Dado que el
numero de familias utilizadas en algunas cruzas fue diferente, se utilizo la prueba Tukey
HSD para N diferente (Sokal y Rohlf, 1995; Spjotvoll y Stoline, 1973). Dada la naturaleza de
los datos, se utilizé el disefio de ANOVA anidado para establecer diferencias en el peso

inicial, peso final y tasas de crecimiento tanto para la etapa de pre-cria como de engorda
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monosexual. Los datos de supervivencia fueron transformados a arco seno para comparar
porcentajes.

La heterosis, definida como la diferencia porcentual entre el promedio de las cruzas
reciprocas y el promedio de los progenitores (Falconer, 1981), se estimd de acuerdo a la

ecuacion (2):
Heterosis (%) = [(F1 - P) / P] x 100, (2)

donde, F1= valor fenotipico promedio de la cruza reciproca, P= valor fenotipico promedio
de ambos parentales. La heterosis especifica respecto a cada parental se determind
utilizando la misma ecuacién, considerando solamente el valor fenotipico de cada grupo

parental, C, To M.

Los valores de diversidad genética (nimero de alelos [Na] y heterocigosidad
observada [Ho]) de los grupos parentales, las cruzas de referencia y el nucleo, fueron

tomados de Mora-Castrején (2019).

Se realizd una estimacidon econémica del impacto de la heterosis, comparando los
resultados de produccién en la engorda monosexual de los parentales y el nicleo. Para
ello se utilizd un valor de USDS$12/kg para organismos de 30 a 90 g (Harkel, 2018; Nufiez-
Aamao et al., 2018; Hernandez-Llamas et al., 2019). Por otro lado, existe un mercado que
comercializa organismos de 20-30 g a un precio de USDS$8.5/kg (Xiang, 2016; WBRZ, 2020).
Mientras que para organismos de >90 g se han reportado precios por kilogramo de

USDS22 (Asher Ariel, com. pers. Austalian Crayfish Hatchery, 2020).
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7. RESULTADOS

7.1 Etapa de pre-cria

7.1.1 Calidad de agua

La Tabla Ill presenta los valores promedio (+ desviacidon estandar) de la salinidad, oxigeno
disuelto, pH y temperatura durante los 195 dias de la etapa de pre-cria. Los valores se
mantuvieron dentro de los limites aceptables definidos por Villarreal y Peldez (1999) para

el cultivo de redclaw.

Tabla Ill. Promedio general (+ DE) de la salinidad, oxigeno disuelto, pH y temperatura en
97 tanques circulares de plastico de 1,500 L, utilizados durante 195 dias de cultivo de
juveniles de C. quadricarinatus provenientes de las diferentes familias generadas en el
programa de cruzamiento.

Pardmetro ( = DE) Promedio ( + DE) Rango aceptable
Salinidad (g/L) 0.74 £ 0.06 <6
Oxigeno (mg/L) 7.90+0.53 >5

pH 8.53+0.13 6.5-9.0
Temperatura (°C) 25.60 +0.22 23-31

7.1.2 Desempeiio reproductivo

Los parametros del desempefio reproductivo (peso de la hembra reproductora,
fecundidad absoluta, niumero de juveniles producidos al dia 45 después de la eclosidn y el
peso de los juveniles producidos al dia 45 después de la eclosién) se muestran en la Tabla
IV. Respecto al peso de las hembras reproductoras, C:M fue significativamente menor (P <

0.05) a M:CT, mientras que las demds cruzas no mostraron una diferencia significativa. Sin
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embargo, esta diferencia no tuvo una influencia en cuanto a la fecundidad absoluta, el
numero de juveniles producidos y el peso de los juveniles al dia 45 después de la eclosién.
En cuanto al peso de los juveniles producidos, se mostraron algunas diferencias (P < 0.05),
siendo los grupos parentales los que, en general, mostraron un peso mayor, mientras que
las cruzas de referencia presentaron los valores mds bajos. Los andlisis de correlacion de
Pearson no mostraron relaciones significativas entre los valores de fecundidad absoluta y
la temperatura de eclosion (P = 0.596) y el peso de las hembras (P = 0.598). Del mismo
modo, no se encontraron correlaciones significativas entre el peso de los juveniles al dia
45 después de la eclosién y la temperatura de eclosion (P = 0.491), el peso de las hembras
(P = 0.543) y la fecundidad absoluta (P = 0.330). La Figura 21 muestra el analisis de
heterosis del numero de juveniles producidos al dia 45 después de la eclosiéon de las
cruzas del nucleo. Se determind una heterosis positiva promedio de 5.33%, 10.05% y
1.38% en CT:M, TC:M y M:TC respectivamente, mientras que M:CT presenté una heterosis
negativa de -2.75%. En cuanto al andlisis de heterosis especifica respecto a los parentales,
los resultados mostraron que CT:M y TC:M fueron las cruzas que mostraron una heterosis
positiva respecto al mejor parental, en este caso C, con un 3.57% y 4.35%
respectivamente. Aparentemente, la combinacién de una hembra de origen CT o TC con
un macho de origen M, resulta en una mayor generacién de heterosis. Se determind que
el 55% de las familias generadas en las cruzas del nucleo, tuvieron un nimero de juveniles
producidos al dia 45 después de la eclosidn, superior al del mejor grupo parental (C:C), y la

heterosis en dichas familias, varié entre 0.60 y 44.51%.
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Tabla IV. Numero de muestra, promedios (* DE) del peso de las hembras, fecundidad
absoluta, nimero y peso de los organismos producidos al dia 45 después de la eclosion,
para los organismos de C. quadricarinatus provenientes de las cruzas parentales, las
cruzas de referencia y las cruzas del nucleo, cultivados en tanques circulares de plastico de
1,500 L.

Grupos n Peso dela Fecundidad # de juveniles al Peso de los
hembra absoluta dia 45 después de juveniles al dia
(g) (# de huevos) la eclosion 45 después de la
eclosion (g)
Parentales
C:C 5 67.89 + 4.79%° 514.66 + 37.07° 283.07 + 20.39° 0.37 +0.03¢
T:T 5 70.84 + 4.55% 469.46 + 33.48° 258.21 + 18.42° 0.39 + 0.01¢
M: M 5 69.05 + 16.79%° 506.79 + 16.66° 278.73 £9.16° 0.40 + 0.03¢
Cruzas de referencia
C:T 5 67.12 + 5.45% 505.42 + 15.54° 277.98 + 8.55° 0.27 +0.02%
T:C 5 70.37 +5.69%° 469.26 + 29.56° 258.09 + 16.26° 0.25 +0.02%
C:M 5 54.40 + 2.99° 535.00 + 40.69° 294.25 + 22.38° 0.29 + 0.02%**
M:C 5 68.38 +1.12% 465.70 + 15.80° 256.13 + 8.69° 0.38 +0.02¢
T:M 5 68.24 + 10.60%° 521.85 + 56.09° 287.02 + 30.85° 0.23+0.01°
M:T 5 64.03 + 4.74%° 515.01 + 39.44° 283.25 +21.69° 0.32 +0.01°
Cruzas del nucleo
CT:M 13 61.82 +1.53% 533.06 + 17.35° 293.18 + 9.54° 0.33 +0.01“
TC: M 13 59.42+2.27%® 537.06 + 26.43° 295.38 + 14.53° 0.33 +0.01°
M :CT 13 74.25+14.60° 492.18 + 54.53° 270.70 + 29.99° 0.36 +0.01°

M:TC 13 69.86 +4.42%° 494.73 + 37.92° 272.10 + 20.86° 0.33 £0.01“
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Figura 21. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) del
numero de juveniles de C. quadricarinatus producidos al dia 45 después de la eclosion, en
las cruzas del ndcleo durante la pre-cria. Los datos se presentan como promedio +
desviacién estandar.

7.1.3 Desempeiio productivo

La Tabla V muestra el resultado del desempefo productivo de juveniles en la etapa de
pre-cria. El peso final y la tasa de crecimiento fue significativamente menor en las cruzas
de referencia M:Cy M:T en comparacién con la parental C:C, las cruzas de referencia C:Ty
T:C, y las cruzas del nucleo M:CT y M:TC. Los resultados de los grupos parentales y las
cruzas de referencia muestran que cuando un reproductor de origen M esta incluido, el
peso final y la tasa de crecimiento presentan los valores mas bajos. La heterosis media
para la tasa de crecimiento (Figura 22) fue positiva para TC:M, M:CT y M:TC con un 4.20%,
7.77% y 8.55% respectivamente, mientras que CT:M presentd una heterosis negativa de -
1.39%. Por otro lado, el analisis de heterosis especifico respecto a cada parental mostré

gue ninguna de las cruzas tuvo una heterosis positiva respecto al mejor parental (C:C); sin
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embargo, M:CT y M:TC fueron muy similares (-0.57% y -0.74% respectivamente). El 40%
de las familias del nucleo, presentd una tasa de crecimiento superior al mejor grupo

parental (C:C). La heterosis en dichas familias varié entre 0.26% y 32.90%.

Tabla V. Peso final, tasa de crecimiento (TC), supervivencia, factor de conversion
alimenticia (FCA), numero de alelos (Na)* y heterocigosidad observada (Ho)* de juveniles
de C. quadricarinatus provenientes de las cruzas parentales, de referencia y del nucleo
después de 195 dias de cultivo en tanques de 1,500 L. (Promedio + SE)**.

Grupos Peso final TC Supervivencia FCA Na Ho
(g) (g/dia) (%)
Parentales
c:C 18.84 + 0.62° 0.095 + 0.004° 58.65 + 6.56° 1.67 £ 0.08° 492 0.56
T:T 17.92+0.83%°  0.090+0.005® 62.77+3.46° 1.80+0.18° 450 0.63
M: M 16.18 + 1.05%° 0.081 + 0.005%° 58.28 + 9.36° 2.03+£0.28° 3.58 0.57
Cruzas de referencia
C:T 18.56 + 1.05° 0.094 + 0.005" 56.12 + 3.59° 1.79 £ 0.08° 4.67 0.70
T:C 18.25 + 0.92° 0.092 + 0.005" 55.00 + 2.81° 2.00+0.10° 5.00 0.65
C:M 15.86 + 0.96%° 0.080 + 0.005%° 60.06 + 9.06° 1.88+0.12° 3.67 0.58
M:C 1453 +1.11° 0.073 + 0.006° 59.98 + 6.70° 2.37+£0.36° 3.75 0.56
T:M 16.43 + 0.89%° 0.083 +0.004®® 56.59 +13.77° 2.13+0.35° 3.58 0.61
M:T 14.50 + 0.38° 0.072 £ 0.001° 62.38 + 6.08° 2.14+0.27° 3.67 0.59
Cruzas del nucleo
CT:M 17.13 + 0.84%° 0.086 + 0.004%° 59.06 + 2.89° 1.78 £ 0.10° 4.67 0.70
TC: M 17.93 + 0.94%° 0.090 + 0.005%° 57.25 + 4.60° 1.81 +0.16° 4.67 0.61
M:CT 18.73 +1.34° 0.094 + 0.007" 60.70 + 3.20° 1.80 + 0.08° 4.00 0.62
M:TC 18.63 + 1.03° 0.094 + 0.005" 55.74 +5.57° 2.00+0.13° 4.83 0.62

* Tomado de Mora-Castrején (2019).
** Diferentes superindices en la misma columna indican una diferencia significativa (P < 0.05).
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Figura 22. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
tasa de crecimiento en las cruzas del nucleo, después de 195 dias de cultivo en la pre-cria
de C. quadricarinatus. Los datos se presentan como promedio * desviacion estandar.

La supervivencia promedio después de 195 dias de cultivo vario entre 55.00% y
62.77% sin encontrarse diferencias significativas entre los diferentes grupos. La heterosis
media fue positiva (Figura 23) para CT:M, TC:M y M:CT con un 3.25%, 1.07% y 6.12%
respectivamente, mientras que M:TC presentd una heterosis negativa de -1.58%. Por otro
lado, el andlisis de heterosis especifico respecto a cada parental mostré que ninguna de
las cruzas tuvo una heterosis positiva respecto al parental (T:T). El 25% de las familias del
nucleo presentd una tasa de crecimiento superior al mejor grupo parental (T:T). La
heterosis en dichas familias varié entre 4.05% y 45.30%. Por ultimo, el FCA varid entre

1.67 y 2.37 sin encontrarse diferencias significativas entre los diferentes grupos (P > 0.05).
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Figura 23. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
supervivencia en las cruzas del nucleo después de 195 dias de cultivo durante la pre-cria
de C. quadricarinatus. Los datos se presentan como promedio * desviacion estandar.

7.1.4 Correlacidon entre la diversidad genética y los parametros productivos

Utilizando la informacidn generada en Mora-Castrején (2019), que se muestra en la Tabla
V, no se encontraron correlaciones significativas entre el nimero de juveniles producidos
al dia 45 después de la eclosién y Na (y=291.37-3.24x; r=-0.13; p= 0.67), asi como con Ho
(y= 268.22+15.16x; r= 0.05; p= 0.87). Del mismo modo, tampoco se encontraron
correlaciones significativas entre la supervivencia y Na (y= 66.95-1.94x; r=-0.44; p=0.13) y
Ho (y= 69.88-18.23x; r= -0.33; p= 0.27). Por otro lado, se determind una correlacidn
positiva significativa (P < 0.05) entre la tasa de crecimiento y el nimero de alelos (y=
0.27+0.08x; r= 0.78; p= 0.00), y una correlacidon positiva a un nivel P < 0.10, entre la tasa
de crecimiento y la heterocigosidad observada (y= 0.24+0.60x; r= 0.48; p= 0.10) (Figura
24).
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Figura 24. Correlacion entre la tasa de crecimiento (TC) después de 195 dias de cultivo de
C. quadricarinatus provenientes de las cruzas generadas, con el numero de alelos (Na) y la
heterocigosidad observada (Ho).
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7.2 Etapa de engorda monosexual
7.2.1 Calidad de agua

Los valores promedio de la salinidad, oxigeno disuelto, pH y temperatura en el estanque
de machos y hembras de C. quadricarinatus durante el ciclo de cultivo se muestran en la
Tabla VI. Mientras que la dindmica de dichos pardmetros durante los 120 dias de cultivo se

muestra en la Figura 25 y Figura 26.

Tabla VI. Promedio general (+ DE) de la salinidad, oxigeno disuelto, pH y temperatura en
los estanques de cultivo de C. quadricarinatus de machos y hembras durante el ciclo de
cultivo de 120 dias.

Parametro Promedio (+ DE) Rango aceptable*
Machos Hembras

Salinidad (g/L) 8.17+1.71 6.29+1.19 <6

Oxigeno (mg/L) 6.43 £ 0.68 6.46 £ 0.94 >5

pH 8.00+0.33 8.04+0.44 6.5-9.0

Temperatura (°C) 27.54 +2.74 27.52 +2.04 23-31

* Limites aceptables para el cultivo de redclaw, definidos por Villarreal y Peldez (1999).
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Figura 25. Variacién diaria de la salinidad, oxigeno disuelto, pH y temperatura en el
estanque de 1,000 m? recubierto con membrana HDPE durante 120 dias de cultivo de

machos de las diferentes cruzas de C. quadricarinatus.
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Figura 26. Variacién diaria de la salinidad, oxigeno disuelto, pH y temperatura en el
estanque de 1,000 m? recubierto con membrana HDPE durante 120 dias de cultivo de
hembras de las diferentes cruzas de C. quadricarinatus.

7.2.2 Desempeiio productivo

El crecimiento durante los 120 dias de cultivo en los estanques de machos y hembras se
muestra en la Figura 27 y Figura 28, respectivamente. La Tabla VIl y Tabla VIII presentan el
resultado del andlisis de desempeno productivo en los grupos de machos y hembras
respectivamente procedentes de las cruzas de C. quadricarinatus. En machos, el peso final
de los grupos parentales y las cruzas reciprocas varié entre 50.05 y 60.02 g, mientras que,

en hembras, varié entre 40.94 y 49.06 g, sin encontrarse diferencias significativas entre los
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grupos evaluados. Sin embargo, tanto en machos como en hembras, las cruzas del nucleo
(CT:M, TC:M, M:CT y M:TC) obtuvieron un peso final promedio (59.23 g en machos y 47.82
g en hembras) superior comparado con los grupos parentales (52.72 g en machosy 44.1 g
en hembras) y las cruzas de referencia (55.17 g en machos y 43.75 g en hembras). La tasa
de crecimiento para los diferentes grupos evaluados varid entre 2.09 y 2.32 g/sem en
machos y entre 1.45 y 1.76 g/sem en hembras, sin encontrarse diferencias significativas
entre los grupos evaluados. De igual forma, las cruzas del nucleo, tuvieron un valor
promedio (2.27 g/sem en machos y 1.72 g/sem en hembras) superior al de los grupos
parentales (1.98 g/sem en machos y 1.56 g/sem en hembras) y las cruzas de referencia
(2.13 g/sem en machos y 1.60 g/sem en hembras). Las Figuras 29 y 30 muestran
resultados de la heterosis de la tasa de crecimiento para machos y hembras de las cruzas
del nucleo, respectivamente. Una heterosis media positiva fue evidente tanto para
machos como para hembras, la cual fue de 9.77-15.78% en machos y 6.77-13.11% en
hembras. El andlisis de heterosis especifica mostrd valores positivos en la totalidad de las
cruzas del nucleo para machos y hembras. Respecto al mejor parental (C), la heterosis en

machos varié entre 5.07% y 10.55%, mientras que en hembras fue de 1.20% vy 8.23%.
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Figura 27. Incremento del peso promedio a través del tiempo en machos adultos de C.
quadricarinatus provenientes de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las
cruzas del nucleo durante 120 dias de cultivo en estanques recubiertos con membrana
HDPE.
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Figura 28. Incremento del peso promedio a través del tiempo en hembras adultas de C.
quadricarinatus provenientes de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las
cruzas del nucleo durante 120 dias de cultivo en estanques recubiertos con membrana

HDPE.
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Tabla VII. Peso inicial, peso final, tasa de crecimiento (TC), supervivencia y factor de
conversion alimenticia (FCA), de machos adultos de C. quadricarinatus provenientes de los
grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo, después de 120 dias de
cultivo en estanques de 1,000 m? recubiertos con membrana pldstica (Promedio + SE).

Peso inicial Peso final TC Supervivencia FCA
Grupos (8) (8) (g/sem) (%)
Parentales
C.C 19.56 + 1.74° 55.57 +1.74° 2.10+0.10° 70.64 + 0.51° 0.85 +0.01%*
T.T 18.96 + 1.05° 52.54 + 1.96° 1.96 +0.12° 71.62 +0.86° 0.88 +0.01"
M:M 17.97 + 1.80° 50.05 + 4.52° 1.87 +0.32° 70.26 + 0.63° 0.94 +£0.01°
Cruzas de referencia
CT 19.91 + 0.96° 56.78 + 2.40° 2.15+0.12° 71.20 + 1.00° 0.82 +0.01%
T:C 19.45 + 1.34° 56.20 + 1.90° 2.14+0.12° 71.90 + 1.86° 0.82 £0.02%
C:M 16.76 + 0.62° 52.71 +3.59° 2.10+0.16° 72.47 £1.21° 0.87 +0.01"
M:C 18.55 +1.16° 54.34 +2.20° 2.09 +0.11° 70.05 + 1.60° 0.87 +0.02"
T:M 17.62 +1.07° 54,28 + 1.41° 2.14 +0.02° 70.64 +1.29° 0.87 +0.02"
M:T 19.80 + 1.03° 56.69 * 2.50° 2.15 +0.09° 70.11 +1.85° 0.84 +0.02%°
Cruzas del nucleo
CT:M 20.14 £ 1.75° 57.97 +1.54° 2.21+0.09° 70.34 +0.76° 0.81+0.01%
TC:M 19.05 +0.79° 58.19 + 3.99° 2.28 £0.23° 70.44 + 1.00° 0.81+0.01%°
M:CT 21.61+1.41° 60.13 + 2.44° 2.25+0.12° 71.61 +0.90° 0.77 £0.01°
M:TC 20.82 £0.91° 60.62 + 2.80° 2.32+0.17° 70.39 + 1.44° 0.78 £0.01°

* Diferentes superindices en la misma columna indican una diferencia significativa (P < 0.05).
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Tabla VIII. Peso inicial, peso final, tasa de crecimiento (TC), supervivencia y factor de
conversion alimenticia (FCA), de hembras adultas de C. quadricarinatus provenientes de
los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo, después de 120 dias
de cultivo en estanques de 1,000 m? recubiertos con membrana plastica (Promedio + SE).

Peso inicial Peso final TC Supervivencia FCA
Grupos (8) (8) (g/sem) (%)
Parentales
C:.C 19.05+1.09°  46.99 + 0.96° 1.63 +0.03° 79.41+1.68°  0.86+0.02°™
TT 17.17 £0.44°  44.49 +1.32° 1.59 + 0.08° 74.82+1.36°  0.97+0.02°°
M:M 1696+ 1.17°  41.75+0.94° 1.45 + 0.05° 73.07+1.61°  1.05+0.02°
Cruzas de referencia
CT 18.17£1.40°  46.77 £+0.79° 1.67 £ 0.09° 75.88+1.01°  0.90+0.01%°
T:C 17.42+0.54°  45.48 +1.34° 1.64 + 0.08° 77.46 +1.21°  0.91+0.01%°
C:M 14.33+0.64°  42.25+2.90° 1.63+0.17° 80.37+3.71°  0.95+0.04°"
M:C  14.75+1.41°  40.94+2.18" 1.53+0.13°  81.85+2.65° 0.96+0.03%°“
M 15.18+0.15°  43.53 +0.86° 1.65 + 0.04° 72.32+2.39%  1.02+£0.03°
M:T 18.37+1.55°  43.50+2.71° 1.47 +£0.14° 82.76 +3.12°  0.89+0.03*"
Cruzas del nucleo
CT:M  16.96+1.58°  47.21+1.09° 1.76 £ 0.07° 78.84+2.92°  0.87+0.02°
TCM  17.88+0.76°  46.13+1.30° 1.65 + 0.08° 77.19+0.93°  0.90 +0.01°“
M:CT  19.66+1.33"  49.06 +1.72° 1.71+0.11° 80.72+1.36° 0.81+0.01%
M:TC  18.79+0.65°  48.86 +1.69° 1.75+0.12° 82.64+3.19° 0.81+0.03°

* Diferentes superindices en la misma columna indican una diferencia significativa (P < 0.05).
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Figura 29. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
tasa de crecimiento de machos en las cruzas del nucleo después de 120 dias de engorda
monosexual. Los datos se presentan como promedio * desviacion estandar.
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Figura 30. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
tasa de crecimiento de hembras en las cruzas del nucleo después de 120 dias de engorda
monosexual. Los datos se presentan como promedio * desviacion estandar.

En general, la supervivencia en hembras fue mayor que en machos. Esta vario entre

72.32% y 82.76% en hembras y entre 70.05% y 71.90% en machos, sin encontrarse
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diferencias significativas entre ninguno de los grupos evaluados. La heterosis en
supervivencia para machos y para hembras se muestra en las Figuras 31 y 32,
respectivamente. En machos, la heterosis media varié entre -0.97% y 1.24%, mientras que
en hembras esta variacion fue de entre 2.56% y 9.80%. El andlisis de heterosis especifica
respecto a cada parental en machos, mostré que ninguna de las cruzas del ndcleo obtuvo
una heterosis positiva respecto al mejor parental (T:T). En el caso de las hembras, M:CT y
M:TC obtuvieron heterosis positivas respecto al mejor parental (C:C), las cuales fueron de

1.65% y 4.07%.
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Figura 31. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
supervivencia de machos en las cruzas del nucleo, después de 120 dias de cultivo en
engorda monosexual. Los datos se presentan como promedio + desviacién estandar.
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Figura 32. Heterosis media y heterosis especifica respecto a cada parental (C, Ty M) de la
supervivencia de hembras en las cruzas del nucleo después de 120 dias de cultivo en
engorda monosexual. Los datos se presentan como promedio * error estandar.

Los valores de FCA en machos variaron entre 0.77 y 0.94, encontrandose algunas
diferencias significativas (P < 0.05), siendo las cruzas del nucleo las que presentaron los
valores mas bajos, mientras que el grupo parental M:M produjo el FCA mas alto. En el
caso de las hembras, los valores de FCA fueron mayores y variaron entre 0.81 y 1.05. De
igual forma se encontraron diferencias significativas (P < 0.05), siendo M:CT y M:TC las
cruzas con los valores mas bajos mientras que, tanto M:M como T:M, fueron las cruzas

con un FCA mayor a 1.0.

La Figuras 33 y 34 muestran la distribucion de frecuencias de los pesos de cosecha
de los grupos parentales en los estanques de machos y hembras, respectivamente. En

machos, la poblacion de Michoacadn presentd el mayor coeficiente de variacién (CV),
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alcanzando 33.03%, y la frecuencia mas alta del porcentaje (45.24%) fue de organismos de

40 g. En cuanto a Tamaulipas, esta presentd un CV de 29.69% y un 23.91% de organismos

de 40 g. Mientras que Baja California Sur (C) tuvo un CV de 29.85% y un 21.74% de

organismos de 50 g. En el caso de las hembras, Michoacdn presentd un CV de 17.50% y un

52.63% de organismos de 40 g, Tamaulipas un CV de 24.82% y un 42.25% de organismos

de 50 g, y finalmente Baja California Sur un CV de 24.92% y un 31.07% de organismos de

50 g.
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Figura 33. Poligonos de frecuencia del peso de cosecha de machos de C. quadricarinatus
provenientes de las lineas parentales, después de 120 dias de cultivo monosexual en
estanques a cielo abierto de 1,000 m?, recubiertos con geomembrana HDPE.
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Figura 34. Poligonos de frecuencia del peso de cosecha de hembras de C. quadricarinatus
provenientes de las lineas parentales, después de 120 dias de cultivo monosexual en
estanques a cielo abierto de 1,000 m?, recubiertos con geomembrana HDPE.

La Figuras 35 y 36 muestran la distribucion de frecuencias de las cruzas del nucleo
comparadas con los grupos parentales. En machos, hubo un incremento de peso final del
10.59% al 17.55%, mientras que, en hembras, este incremento fue del 3.87% al 10.47%
respecto a la media parental. Un movimiento a la derecha en cuanto a la distribucién de
frecuencias de pesos de cosecha fue evidente en las cruzas del nucleo, siendo este de

mayor medida en las cruzas M:CT y M:TC tanto para machos como para hembras.
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Figura 35. Poligonos de frecuencia del peso de cosecha de machos de C. quadricarinatus
después de 120 dias de cultivo monosexual en estanques con recubrimiento de
geomembrana HDPE . Las lineas sélidas representan el incremento promedio del nucleo
en comparacion con los grupos parentales.
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Figura 36. Poligonos de frecuencia del peso de cosecha de hembras de C. quadricarinatus
después de 120 dias de cultivo monosexual en estanques con recubrimiento de
geomembrana HDPE . Las lineas sélidas representan el incremento promedio del nucleo
en comparacion con los grupos parentales.

Las Figura 37, 38, 39 y 40 muestran la proporcidn de organismos machos de redclaw
en tres diferentes tallas comerciales, asi como el valor econdmico de dicha poblacién en
base a los precios por talla mencionados en la metodologia, para los grupos parentales
C:.C, T:-T, M:M vy el promedio global de las cuatro cruzas que conforman el nucleo,
respectivamente. De las tres grupos parentales, C:C obtuvo la mayor retribucién

econdmica (525,302 USD/ha). Sin embargo, las cruzas del nicleo obtuvieron un mayor
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porcentaje de organismos de tallas grandes (15.4%) y un valor del cultivo $2,790 USD/ha
mas alto en comparacién con el mejor grupo parental (C:C). Esto representa un
incremento en el ingreso de 11.0%. Los resultados de un analisis similar en el estanque de
hembras se presentan en las Figuras 41, 42, 43 y 44. El promedio de los grupos del nucleo
obtuvo el mayor porcentaje de organismos de tallas medianas (30-90 g) (96.8%) y el valor
comercial fue $22,724 USD/ha), que es $822 USD/ha mayor al mejor grupo parental (C:C),
equivalente a un incremento del 3.8%. Tanto para machos como para hembras, la menor
proporcion de organismos en talla de cosecha y menor valor econémico se observé en los

grupos del parental M:M.

Pequeiios Medianos Grandes
6.5% 82.6% 10.8%

Valor del cultivo = $25,302 USD/ha
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Figura 37. Distribucidén de pesos de cosecha de machos de redclaw provenientes de la
cruza parental C:C cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/m>.
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Figura 38. Distribucién de pesos de cosecha de machos de redclaw provenientes de la
cruza parental T:T cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/mz.
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Figura 39. Distribucidén de pesos de cosecha de machos de redclaw provenientes de la
cruza parental M:M cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/m”.
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Figura 40. Distribucion de pesos de cosecha de machos de redclaw provenientes de las
cruzas del nucleo cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectdrea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/mz.
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Figura 41. Distribucién de pesos de cosecha de hembras de redclaw provenientes de la
cruza parental C:C cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/mz.
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Figura 42. Distribucién de pesos de cosecha de hembras de redclaw provenientes de la
cruza parental T:T cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/m”.
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Figura 43. Distribucion de pesos de cosecha de hembras de redclaw provenientes de la
cruza parental M:M cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/m?”.
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Figura 44. Distribucion de pesos de cosecha de hembras de redclaw provenientes de las
cruzas del nucleo cultivados durante 120 dias. Las divisiones representan la practica
recomendada del stock de cosecha. El valor del cultivo se estimé en una produccién
hipotética equivalente a una hectarea cultivada, sembrando a una densidad de 5 org/mz.

La Tabla IX muestra el analisis de correlacion entre la tasa de crecimiento,
supervivencia y factor de conversién alimenticia (FCA) con los valores de diversidad
genética (Na y Ho) presentados en la Tabla V. Se encontré una marcada correlacion
positiva entre la tasa de crecimiento y los valores de Na y Ho, tanto para machos como
para hembras; sin embargo, esta solo fue significativa (P < 0.05) en hembras. Por otro
lado, los valores de FCA mostraron una correlacion negativa significativa (P < 0.05) con Na
en hembras y en machos al P < 0.10. Mientras que no se encontrd ninguna correlacion

significativa entre los valores de diversidad genética y la supervivencia (P > 0.10).
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Tabla IX. Coeficientes de correlacion (r) y valor-p entre los valores promedio de la tasa de
crecimiento (TC), supervivencia y factor de conversién alimenticia (FCA), con los valores de
diversidad genética (Na y Ho) reportados por Mora-Castrejon (2019). n=13.

TC Supervivencia FCA

r valor-p r valor-p r valor-p
Machos
Na 0.389 0.190 0.106 0.731 -0.541 0.056**
Ho 0.339 0.258 0.191 0.531 -0.496 0.085
Hembras
Na 0.585 0.036* 0.079 0.798 -0.572 0.041*
Ho 0.612 0.026* -0.194 0.526 -0.297 0.324

* Correlacion significativa a P < 0.05.
** Correlacion significativa a P < 0.10.

7.3 Respuesta fisioldgica
7.3.1 Tasa metabdlica

La Figura 45 muestra el promedio de la concentraciéon de oxigeno en el tiempo para
organismos machos en los respirometros para los parentales, las cruzas de referencia y las
cruzas conformadoras del nucleo durante la fase reguladora. Los resultados mostraron
que los machos de las cruzas presentan una tasa metabdlica estandar (TME) promedio de
entre 0.066 y 0.094 mg0,/g/h, con diferencias significativas entre los grupos (Figura 46).
De los tres grupos parentales, Baja California Sur (C:C) presenté el metabolismo
estadisticamente mas alto (P < 0.05) en comparacion con los organismos de Tamaulipas
(T:T) y Michoacan (M:M). Las cruzas de referencia y del nucleo, no presentaron una
diferencia significativa con el parental C:C; sin embargo, las cruzas de referencia C:T-T:Cy
T:M-M:T, y conformadoras del nucleo CT:M y M:CT tuvieron valores de TME
significativamente mas altos que los parentales T:T y M:M. Los resultados del analisis de

TME en hembras (Figura 47 y 48), mostraron valores de entre 0.072 y 0.093 mg0,/g/h



75

entre las diferentes cruzas, siendo T:T significativamente menor en comparacidn con los
otros grupos parentales C:C y M:M. Ademads, se encontrd que las cruzas de referencia
C:M-M:Cy T:M-M:T, y del nicleo CT:M y M:CT tuvieron una TME significativamente mayor
en comparaciéon con el grupo parental T:T. El promedio global de la TME de todas las
cruzas en machos (0.083 mg0,/g/h) fue mas bajo en comparacion con el de las hembras

(0.104 mg0,/g/h).
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Figura 45. Promedio de la concentracion de oxigeno en el tiempo de organismos machos
en los respirémetros para los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas
conformadoras del nucleo durante su fase reguladora.
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Figura 46. Tasa metabdlica estdndar (TME) a 28°C, de machos de C. quadricarinatus
provenientes de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del ntcleo. Los
datos se presentan como promedio * desviacion estandar.
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Figura 47. Promedio de la concentracidon de oxigeno en el tiempo de organismos hembras
en los respirémetros para los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas
conformadoras del nucleo durante su fase reguladora.
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Figura 48. Tasa metabdlica estandar (TME) a 28°C, de hembras de C. quadricarinatus
provenientes de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo. Los
datos se presentan como promedio * desviacién estandar.

7.3.2 Punto critico de oxigeno

La Figura 49 y 51 muestran el promedio de la concentracién de oxigeno en el tiempo en
los respirdmetros para los parentales, las cruzas de referencia y las cruzas conformadoras
del ndcleo durante la fase conformadora para machos y hembras respectivamente. El
analisis del punto critico de oxigeno en machos mostrd una variacion de 0.789 y 1.183
mgO0,/L entre los diferentes grupos evaluados (Figura 50) mientras que, en hembras, esta
variacion fue de 0.940 a 1.542 mgO,/L (Figura 52). En machos la cruza de referencia CT:TC
y la cruza del nucleo M:CT mostraron un punto critico promedio menor. La cruza CM:MC
mostré la tasa metabdlica mas alta. En las hembras C:C mostré un punto critico de
oxigeno menor a T:T y M:M. Por otro lado, las cruzas del ndcleo no mostraron una
diferencia significativa respecto a los grupos parentales, a excepcion de las hembras M:TC

gue tuvieron un punto critico mayor al parental C:C.
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Figura 49. Promedio de la concentracidon de oxigeno en el tiempo de organismos machos
en los respirdmetros para los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas
conformadoras del nucleo durante su fase conformadora.
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Figura 50. Punto critico de oxigeno a 28°C, de machos de C. quadricarinatus provenientes
de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo. Los datos se
presentan como promedio + desviacidén estandar.
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Figura 51. Promedio de la concentracién de oxigeno en el tiempo de organismos hembras
en los respirometros para los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas
conformadoras del nucleo durante su fase conformadora.
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Figura 52. Punto critico de oxigeno a 28°C, de hembras de C. quadricarinatus provenientes
de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo. Los datos se
presentan como promedio + desviacidén estandar.
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La Tabla X muestra el andlisis de correlacion entre los valores de la tasa metabdlica
estandar y punto critico de oxigeno con los valores de Na y Ho presentados en la Tabla V.

No se encontraron correlaciones significativas para machos o hembras (P > 0.05).

Tabla X. Coeficientes de correlacion (r) y valor-p entre los valores promedio la tasa
metabdlica estandar (TME) y el punto critico de oxigeno (PC) con los valores de diversidad
genética (Na y Ho). n=10.

TME PC

r valor-p r valor-p
Machos
Na 0.218 0.546 -0.540 0.107
Ho 0.391 0.264 -0.550 0.099
Hembras
Na -0.204 0.572 -0.241 0.502
Ho -0.130 0.972 -0.200 0.580

7.4 Respuesta inmunoldgica

Las Figuras 53, 54 y 55 muestran resultados de la evaluacion por triplicado del cambio de
supervivencia (%) en el tiempo (120 horas) de pre-adultos de C. quadricarinatus
provenientes de los grupos parentales (experimento 1), las cruzas de referencia
(experimento 2) y las cruzas del nucleo (experimento 3), respectivamente, después de ser
inyectados con una dilucién 5.6 x 10° de la Cepa 63 Staphylococcus saprophyticus, E310
Entre los parentales la supervivencia después de 120 h fue de 30-50%, y no hubo
diferencias significativas (P > 0.05) (Tabla XI); sin embargo, la cruza C:C fue la que presentd
la menor supervivencia. En lo que respecta a las cruzas de referencia, la supervivencia
vario entre 0 y 40%, siendo la cruza C:M-M:C la que presentd una supervivencia
significativamente menor (P < 0.05) (Tabla X). La supervivencia en las cruzas del nucleo

vario entre 23.3 y 43.3%, sin diferencias significativas (P > 0.05) (Tabla XI).
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Figura 53. Supervivencia en el tiempo después de la infeccion de adultos de C.
quadricarinatus provenientes de las lineas parentales (Exp. 1), con la Cepa 63
Staphylococcus saprophyticus, E310 Cada punto representa el promedio de tres réplicas
(10 organismos en cada réplica) £ error estandar.
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Figura 54. Supervivencia en el tiempo después de la infeccion de adultos de C.
quadricarinatus provenientes de las cruzas de referencia (Exp. 2), con la Cepa 63
Staphylococcus saprophyticus, E310. Cada punto representa el promedio de tres réplicas
(10 organismos en cada réplica) + error estandar.
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Figura 55. Supervivencia en el tiempo después de la infeccién de adultos de C.
quadricarinatus provenientes de las cruzas del nucleo (Exp. 3), con la Cepa 63

Staphylococcus saprophyticus, E310. Cada punto representa el promedio de tres réplicas
(10 organismos en cada réplica) + error estandar.
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Tabla XI. Resultados del reto de infeccion patolégica con la Cepa 63 Staphylococcus
saprophyticus, E310 después de 120 horas, en adultos de C. quadricarinatus provenientes
de los grupos parentales, las cruzas de referencia y las cruzas del nucleo. n = numero de
organismos en cada grupo evaluado; supervivencia (%) = promedio de tres réplicas * error

estandar.
Experimento Grupo n Supervivencia (%)
Exp. 1 C:.C 30 30.0 +5.8°
Grupos parentales T:T 30 50.0 + 11.6°
M:M 30 50.0 +5.8°
Exp.2 C:T-T:C 30 40.0 5.8
Cruzas de referencia C:M-M:C 30 00.0 +0.0°
T:M-M:T 30 30.0+5.8"
Exp.3 CT:M 30 23.3+3.3°
Cruzas del nucleo TC:M 30 43.3+12.0°
M:CT 30 23.3+8.8°
M:TC 30 23.3+0.0°
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8. DISCUSION
8.1 Etapa de pre-cria

Estudios de genética en animales acuaticos han reportado que los pardmetros del
desempeiio productivo que por lo general exhiben una depresion por endogamia, son
multilocus o cuantitativos asociados con la capacidad reproductiva, tales como la
fecundidad (Kincaid, 1983; Weeks et al., 2007). Sin embargo, a pesar de que el cultivo de
redclaw en Baja California Sur ha sido llevado a cabo durante muchos afios, basicamente
sin una renovacion de reproductores, los valores de fecundidad absoluta en el presente
estudio, se encuentran dentro de lo reportado para la especie en numerosos estudios
(Austin, 1998; King, 1993; Masser y Rouse, 1997; Monge-Quevedo, 2013; Parnes y Sagi,
2002; Rodriguez-Gonzalez, 2006; Yeh y Rouse, 1995), indicando que la fecundidad tanto
de la poblacion de Baja California Sur (CIBNOR), como la de Tamaulipas y Michoacdn, no
presentan una depresion por endogamia en cuanto a su capacidad reproductiva. Para una
variedad de crustdceos, el nimero de huevos generados tiende a incrementar
isométricamente con el tamafo de la hembra (Alcorlo et al., 2008; Kuris, 1991; Yeh y
Rouse, 1995). Sin embargo, los resultados del analisis de correlacién de Pearson en el
presente estudio no mostraron una correlacién significativa (P > 0.05) entre el tamafio de
las hembras (peso) y la fecundidad absoluta el nimero de juveniles producidos que fueron
contados a los 45 dias después de la eclosién. Algunos estudios han reportado diferencias
en la fecundidad influenciadas por el tamaifio de la hembra en C. quadricarinatus (King,
1993; Tropea et al, 2012), sin embargo, en dichos estudios la fecundidad ha sido
comparando hembras con pesos que varian entre los 13 y los 112 g; mientras que el
intervalo de pesos en el presente estudio fue solo de entre 59 y 74 g, lo cual
aparentemente, no fue una diferencia sustancial para generar diferencias en cuanto a su
fecundidad, como lo establecid Rodriguez-Gonzalez (2006). Ademas, Huner y Lindgvist
(1991) observaron que, en acociles, la fecundidad ovarica puede diferir del conteo de

huevos en pleépodos entre un 20 y 40%, y que esta diferencia puede representar



85

problemas en la extrusion, fertilizacion o retencion de los huevos (Mason, 1977). Se ha
establecido que la temperatura es un factor que puede influenciar la fecundidad (Almeida
et al.,, 2013; Little y Hulata, 2000; Valeta et al., 2013), sin embargo, la variacion de la
temperatura entre las diferentes unidades de cultivo no fue significativa, por lo que este
no incidid en la fecundidad de las hembras. En general, los valores de calidad de agua
fueron los adecuados para el cultivo de C. quadricarinatus (Villarreal y Peldez, 1999) y
fueron muy similares entre los tanques experimentales durante toda la evaluacién.
Muchos estudios han indicado que un niumero de factores pueden afectar el desove de la
hembra y el conteo de juveniles en los primeros dias después de la eclosidn. Entre ellos, la
falta de adaptacion al habitat, alteraciones ambientales (por ej. calidad de agua),
depredacion de juveniles libres por parte de la hembra a partir de la etapa instar 3,
infecciones de hongos o bacterias relacionadas con niveles altos de materia organica por
practicas de alimentacion deficientes, o mortalidades asociadas a lineas genéticamente
deterioradas (Arcos et al., 2004; Brooks et al., 1997; Hoque et al., 2018; lzquierdo et al.,
2001; Kozak et al., 2015; Mantelatto y Fransozo, 1997; Snieszko, 1974; Vatsos y Angelidis,
2010; Wouters et al., 1999; Xu et al., 1994). En el presente estudio se realizé un proceso
adecuado de adaptacién y manejo de los organismos, control alimenticio con eliminacion
rutinaria del exceso de materia organica, y un constante recambio de agua durante toda la
prueba. No hubo evidencia de un impacto negativo en la produccién de juveniles entre los

diferentes grupos evaluados.

La Tabla V muestra que los pesos finales y tasa de crecimiento durante la etapa de
pre-cria son inferiores cuando la cruza incorpora a un reproductor proveniente de
Michoacdn (M) en los parentales y las cruzas de referencia. Esto puede relacionarse a que
dicha poblacidn parental no fue sujeta a presion selectiva para crecimiento. En crustaceos,
se ha establecido que la muda y la reproduccién son procesos fisioldgicos antagonistas

(Reynolds, 2002), por lo que es posible que las hembras de Michoacan tienen un balance
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de energia disponible para crecimiento y reservas energéticas para la reproduccion,
principalmente en forma de vitelina (Serrano-Pinto et al., 2003), diferente al de las
poblaciones de Baja California Sur (C) y Tamaulipas (T), las cuales han recibido presién
selectiva para crecimiento. El desarrollo de los huevos lecitotréficos depende de la
transferencia de energia de la hembra al embrién (Garcia-Guerrero et al., 2003;
Rodriguez-Gonzalez, 2006) y su influencia puede registrarse en las etapas tempranas de
desarrollo de los juveniles. Aunque las diferencias estadisticas no son significativas en
todos los casos, el peso promedio de los juveniles a los 45 dias después de la eclosidon se
encuentra en el intervalo inferior para los parentales y las cruzas de referencia, cuando se
involucra una hembra de Michoacdn. Como se esperaba, hubo diferencias individuales en
el nimero de juveniles producidos entre las familias generadas, pero no hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos para las cruzas. Es posible que un
aumento del nimero de réplicas por tratamiento (nimero de familias) para los parentales
y cruzas de referencia hubiera permitido mostrar esas diferencias de manera estadistica.
Sin embargo, es importante mencionar que el tamano de muestra en las condiciones
experimentales actuales estuvo limitado a la capacidad fisica del laboratorio, que definio
el nimero total de familias que se manejaron (97). En ese sentido, se dio preferencia a la
conformacién de los grupos del nucleo. La ausencia de mejoramiento en la tasa de
fecundidad por el cruzamiento ha sido ampliamente reportada en numerosos estudios, y
es debido principalmente a la baja heredabilidad de los parametros reproductivos
(Norman et al., 2009; Price y Schluter, 1991). Por regla general, los hibridos presentan una
fecundidad similar o inferior a las lineas parentales (Amarasinghe y De Silva, 1996; Ridha,
2010; Ochokwu et al., 2016; Omeji et al., 2013; Smitherman et al., 1988). En algunos
casos, los cruzamientos pueden generar hibridos que presentan una fecundidad
significativamente superior a la de los padres, pero esto se ha reportado principalmente
en cruzas interespecificas (Hovick y Whitney, 2014; Nzohabonayo et al., 2017). En
crustaceos, los estudios de heredabilidad en parametros reproductivos son escasos (Arcos

et al., 2004; Caballero-Zamora et al., 2013; Macbeth et al., 2007), dado que la mayoria de
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los programas de mejoramiento genético se han enfocado principalmente en la mejora de
las tasas de crecimiento y la resistencia a enfermedades, a través del uso de la varianza
genética aditiva (lbarra et al., 2007; Nguyen, 2015). La investigacion futura deberd
determinar el impacto de la seleccién en pardmetros reproductivos tales como
maduracion, espermatogénesis, ovogénesis y/o vitelogénesis, e incluir el uso de técnicas
moleculares de expresidén génica, para un mejor entendimiento de las variaciones en la

fecundidad y como esta puede ser transmitida a través de la herencia.

Bentsen et al. (1998) mencionan que la heterosis en la produccién acuicola se
deberia comparar a la cruza o hibrido, no solamente con el promedio de ambos padres,
sino con el mejor de los padres, para poder establecer un indicador mas apropiado del
desempefio. En el presente estudio, los resultados de heterosis especifica respecto a cada
parental para el nimero de juveniles producidos al dia 45 después la eclosidon, mostraron
que las cruzas del nucleo CT:M y TC:M tuvieron un desempeiio superior al del mejor de los
parentales (C). De las tres lineas parentales, la mayor heterosis observada fue respecto a
T, indicando que dicha poblacién presenta una menor capacidad para producir progenie.
Segun Bortolini et al. (2007), Tamaulipas y Baja California Sur fueron de las primeras
regiones del pais en desarrollar el cultivo de redclaw a escala comercial. En ambos casos
se llevaron a cabo programas de seleccion de organismos de tallas grandes, como
estrategia para mejorar las tasas de crecimiento, mientras que el desarrollo del cultivo en
Michoacdn es mads reciente (Mendoza-Alfaro et al., 2011). Se ha mencionado que la
endogamia puede afectar la capacidad reproductiva (Bradshaw y McMahon, 2008),
particularmente en poblaciones que han sido sometidas a selecciéon artificial para
crecimiento, ya que existe un cambio en las frecuencias alélicas a través del tiempo y la
fijacion de genes (Andrews, 2010) para incrementar la sintesis de proteinas estructurales
(Valente et al., 2013) en un proceso que requiere asimilacion de energia proveniente del

alimento. En un ambiente constante en la naturaleza, la estrategia dptima de un
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organismo es asignar parte de esta energia para crecimiento durante las primeras etapas
de vida, para después minimizarla y enfocarla en los procesos de reproduccién (Lika y
Kooijman, 2003). Pero en una poblacién que ha sido sometida a presion de seleccion para
crecimiento, la energia que deberia destinarse a la reproduccion, se puede ver minimizada
(Diaz et al., 2006; Villarreal, 1998). En este estudio, esto puede reflejarse en el nimero
promedio relativamente bajo de juveniles producidos en el parental T, a pesar de que,
como se indicéd, no hubo diferencias significativas. Por otro lado, el efecto de las
condiciones ambientales en las poblaciones debe ser considerado (De Silva y Soto, 2009).
A pesar de que la poblacion de Baja California Sur, también ha sido sometida a procesos
de seleccidn artificial para crecimiento, esta linea ha sido mantenida durante 20 afios y al
menos 13 generaciones (Valencia-Valdez, 2012) bajo las condiciones ambientales de la
region, sin sufrir cambios significativos de calidad de agua o condiciones climaticas,
mientras que las poblaciones de Tamaulipas y Michoacan fueron trasladadas a La Paz,
influenciado su capacidad reproductiva. En el caso de parental M, que no sufrié una
presion de seleccion artificial para crecimiento, se espera que tengan una mayor
capacidad de adaptacién a un nuevo ambiente (Bradshaw y McMahon, 2008; Reed et al.,

2003) y, probablemente, un menor impacto en su capacidad reproductiva.

Las tasas de crecimiento reportadas para las cruzas del nucleo (Tabla V) son
comparables con lo reportado en otros estudios de redclaw (e.g. Cortés-Jacinto et al.,
2004; Garcia-Guerrero et al., 2013; Garcia-Ulloa et al., 2003; Naranjo-Paramo, 2009;
Stumpf et al., 2014), incluso a pesar de que la densidad por unidad de volumen en nuestro
estudio fue mayor. Se ha establecido el impacto que tiene la densidad de siembra en el
crecimiento de los organismos en cultivo (Liu et al., 2017; Lupatsch et al., 2010; Philip y
Vijayan, 2015). Por ello, es de esperar que, a densidades de cultivo comercial (< 15
redclaw / mz) (Naranjo-Paramo, 2009; Villarreal y Peldez, 1999) en sistemas con una

mayor diversidad y disponibilidad de alimento natural, el crecimiento pudiera ser superior
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a lo reportado previamente (Cortés-Jacinto et al., 2003; Naranjo-Paramo et al., 2004;
Villarreal, 2002, etc.). El peso final en los grupos parentales Cy T fue relativamente bueno,
con pesos finales 2.66 y 1.74 g, respectivamente, superiores a M. Las cruzas de referencia
ofrecen una idea del impacto que los reproductores de Michoacdn tienen en el
crecimiento, donde los valores de peso promedio final de la progenie son
consistentemente inferiores cuando al menos un reproductor M esta involucrado. Esto
puede indicar que la seleccién masiva para crecimiento ha sido efectiva, como se ha
mostrado en especies comerciales, incluyendo camarones peneidos, tilapias y moluscos
(principalmente ostidn) (Andriantahina et al., 2013; De Donato et al., 2008; Diaz-Jiménez
et al., 2012; Jerry et al., 2005; Ninh et al., 2014; Wang et al., 2012; Zhang et al., 2019). En
el caso de redclaw, los resultados de programas de mejoramiento genético en Australia
han tenido éxito (Jones et al., 2000; McPhee and Jones, 1997), demostrando que los genes
relacionados con el proceso de muda y/o el desarrollo del musculo, presentan una alta

heredabilidad (Diaz-Jiménez et al., 2012).

La heterosis en las cruzas puede ser positiva o negativa a medida que heredan los
atributos de una poblacién genéticamente mejorada o deteriorada (Bentsen et al., 1998;
Sunarma et al., 2010; Thanh et al., 2010; Zheng et al., 2006). Las cruzas del nucleo TC:M,
M:CT y M:TC presentaron una heterosis media positiva superior al 1.5% reportado para el
cangrejo de rio Procambarus clarki (Bosworth et al.,1994), o al 1.5% para el langostino de
rio Macrobrachium rosenbergii (Thanh et al., 2010), y comparables con el 6.7% reportado
por Dharaneedharan et al. (2016) en M. rosenbergii. En términos del porcentaje de
heterosis, los machos reproductores de Michoacan parecen propiciar una mejor
reproduccién, estimada como fecundidad absoluta, mientras que los machos
reproductores de Baja California Sur y Tamaulipas influencian el potencial de crecimiento,
aunque las diferencias estadisticas no fueron significativas, probablemente asociado a un

numero limitado de muestra para parentales y cruzas de referencia.
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La supervivencia final después de los 195 dias de cultivo fue consistente en todos los
grupos evaluados, y adecuada, particularmente considerando la densidad utilizada
validando las condiciones del sistema utilizado. La supervivencia fue superior a las
maximas densidades reportadas por Villarreal (2002) (15 org/m?) y Naranjo-Paramo et al.
(2004) (20 org/m?) para estanques revestidos con grava. En los sistemas de produccion
acuicola es comun que la supervivencia disminuya a medida que la densidad de siembra
se incrementa (Huang y Chiu, 2008; M’balaka et al., 2012; Naranjo-Paramo et al., 2004).
Como se esperaba, el analisis estadistico de la heterosis en supervivencia para las cruzas
no mostré diferencias significativas, ni evidencié tendencias. La mayoria de los estudios de
heterosis se enfocan en la evaluacion del crecimiento, sin embargo, algunos estudios en
peces de agua dulce han reportado valores de heterosis de supervivencia de entre -48.6%
y 50.1% (Gjerde et al., 2002; Nguenga et al., 2000; Nielsen et al., 2010; Piwpong et al.,
2016; Tave et al., 1990). En el caso especifico de crustaceos, Lin et al. (2010) y Lu et al.
(2017) reportaron heterosis de 11.4% y 30.5% respectivamente en L. vannamei. Sin
embargo, en ambos estudios, mas de la mitad de los hibridos mostraron heterosis
negativa. En general, el andlisis de la heterosis por cruzamiento relacionada con la
supervivencia en estudios de engorda muestra resultados muy variables. Como indico
adelante, los estudios de heterosis asociados a supervivencia se relacionan, generalmente,
con programas de seleccién para resistencia a enfermedades especificas (Cock et al.,

2009; Dorson et al., 1995; @degard et al., 2010; Gjedrem, 2012).

Los valores promedio de factor de conversién alimenticia (FCA) en el presente
estudio son similares a lo reportado en evaluaciones con juveniles de C. quadricarinatus
(e.g. Arredondo-Figueroa et al., 2013; Campaia-Torres et al., 2003; Carrefio-Ledn et al.,
2014; Cortés-Jacinto et al., 2009; Curran et al., 2015; Naranjo-Paramo et al., 2004; 2009;
Stumpf et al., 2014). El género Cherax spp. es altamente eficiente en términos

energéticos, siendo capaces de aprovechar una variedad de fuentes nutricionales
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(Villarreal (1988). ElI FCA frecuentemente es afectado por al menos 3 factores: (1) La
densidad de siembra utilizada, que incrementa el estrés del organismo en cultivo. Las
interacciones de organismos generan un desgaste de energia para establecer dominancia
(Villarreal, 1998), reduciendo el tiempo efectivo para la busqueda de alimento. Estudios
de respuesta fisioldgica han demostrado un claro incremento de los niveles de cortisol en
plasma y una disminucion de la concentracién de hormonas de crecimiento en animales
estresados (Liu et al., 2017; Lupatsch et al., 2010; Philip y Vijayan, 2015). El estrés también
puede afectar negativamente la capacidad inmune de los organismos, haciéndolos mas
susceptibles a infecciones patégenas, provocando una menor disposicidon de energia para
crecimiento (Chen y He, 2019; Long et al., 2019) afectando el FCA. (2) El cultivo en agua
clara. Se ha demostrado que C. quadricarinatus presenta un mejor rendimiento en cultivos
con una variedad de alimentos, como ocurre en sistemas de alta productividad, que
cuentan con la presencia de alimento natural (zooplancton y fitoplancton) (Villarreal,
2002), en comparacion con cultivos en agua clara, donde el alimento peletizado es la Unica
fuente de nutrientes (Jones, 1995; Villarreal, 2002). (3) La temperatura de cultivo. A pesar
de mantenerse dentro de los valores dptimos para C. quadricarinatus, la temperatura de
cultivo durante la evaluacién se mantuvo mads cerca del extremo inferior del rango
deseable (Villarreal y Peldez, 1999). Siendo una especie poiquiloterma, el metabolismo es

dependiente directo de la temperatura de cultivo, lo cual afecta el consumo de alimento.

El control de la variabilidad genética es esencial en los programas de mejoramiento
de cria selectiva (Baker et al., 2000; Cobo y Pérez, 2018; Cruz et al., 2004; Fernandez et al.,
2014). La Figura 24 muestra una correlacion linear positiva entre los valores de la tasa de
crecimiento y el nimero de alelos (Na). Existe evidencia de correlaciones entre la
diversidad genética y el crecimiento para varias especies de cultivo (Appleyard et al.,
2001; Fassatoui et al., 2012; Koehn y Gaffney, 1984; Luo et al., 2014; Pujolar et al., 2005).

Esto puede explicarse por la dominancia de los individuos heterocigotos, con una mayor
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eficacia biolégica, en comparacién con los homocigotos (Chapman et al., 2009; Fassatoui
et al., 2012; Pujolar et al., 2005), en donde un mayor nimero de alelos (“pool genético”)
puede relacionarse con un incremento en la capacidad de adaptacién a condiciones
ambientales cambiantes (Bernatchez, 2016; Carvalho, 1993; Kenchington y Heino, 2002) y
con una reducciéon de la depresién por endogamia, asociada con alelos recesivos
detrimentales (FAO, 2008; Tave, 1999). El analisis muestra que en la poblacién parental de
Baja California Sur tiene un nimero de alelos mayor y que su tasa de crecimiento fue mas
alta. Por otro lado, los resultados muestran que el menor nimero de alelos en M, vy las
cruzas de referencia asociadas a M, estan relacionadas a las menores tasas de
crecimiento. Por otro lado, también se observé una correlacién marginal entre la tasa de
crecimiento y los valores de heterocigosidad observada (Ho). En el caso del grupo parental
C, es sabido que no se ha incorporado material genético externo durante muchas
generaciones, por lo que esta poblacidn contiene un alto nimero de homocigotos, se ha
reducido el nimero de heterocigotos y se ha favorecido la fijacion de alelos (Mora-
Castrejon, 2019). Sin embargo, dado que C ha sido sujeta a presion de seleccidon de
crecimiento, es légico asumir que su “pool genético” actual refleja una conformacién
relacionada con este crecimiento mejorado, el cual ha sido reportado previamente
(Hernandez-Llamas et al., 2019; Nufiez-Amao et al., 2016, 2018). Las cruzas de referencia
C:T y T:C muestran que se puede incrementar la heterocigosidad, lo cual se confirma con
las cruzas del nucleo, que reflejan esta tendencia. Mora-Castrején (2019) menciona que
no se encontraron niveles altos de consanguinidad y endogamia en las cruzas del nucleo,
por lo que no se esperaba encontrar diferencias significativas en el desempeio de éstas,

dado que las diferencias fenotipicas serian minimas.



93

8.2 Etapa de engorda mono-sexual
8.2.1 Calidad de agua

En el cultivo de C. quadricarinatus, la ganancia de peso y la supervivencia estan altamente
influenciadas por las condiciones ambientales. Se ha establecido una maxima tasa de
crecimiento y frecuencia de muda en condiciones de agua dulce (0 g/L) a 28°C, mientras
que la mayor supervivencia se ha reportado entre 24 y 28°C (Jones, 1995; Villarreal, 2000;
Naranjo et al., 2004; Nufiez-Amao et al., 2016). Por otro lado, Meade et al. (2002) y Rida
et al. (2020 articulo aceptado) mencionan que tanto el crecimiento como la supervivencia
pueden ser afectados en salinidades superiores a 5 g/L. En el presente estudio, la
temperatura se mantuvo en el rango éptimo de cultivo para la especie (Jones, 1995;
Meade et al.,, 2002; Villarreal, 2002). Sin embargo, al utilizar agua de pozo, con una
salinidad inicial de 4 g/L, tal y como se esperaba, la salinidad se incrementé en los
estanques de cultivo durante el transcurso de la evaluacién, como consecuencia de la
evaporacion. Hernandez-Gurrola (2016) reporté una evaporacion de 9.4 mm/dia para
cultivo de camardn en agua marina en el mismo sistema de cultivo utilizado en el presente
estudio, a temperaturas mayores a 26°C. Para contener el incremento de la salinidad, en
el dia 105 de cultivo se adiciond una cantidad de agua dulce que permitié alcanzar el nivel
original de profundidad. De esta manera, el promedio de salinidad en los estanques
durante el cultivo fue 7.23 g/L, cerca del nivel maximo deseable (6 g/L) establecido por
Villarreal y Peldez (1999) para la especie. La disminucidn del oxigeno disuelto registrada a
través del tiempo era esperada y se relaciona, principalmente, a dos factores: El
incremento en la demanda de oxigeno debido al incremento en la biomasa de organismos
cultivados, y de la biomasa microbiana (Avnimelech, 2012); y la reduccion en la saturacién
de oxigeno disuelto en el agua debido al incremento de la temperatura (Boyd et al., 1994).
Los valores de pH se mantuvieron en el intervalo éptimo (6.5-9) para la especie, a pesar

del considerable incremento en materia orgdnica, la cual contribuye a la acidificacién del
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agua. Esto debido probablemente al efecto amortiguador de la alcalinidad y la dureza del

agua (Villarreal y Peldez, 1999).

8.2.2 Desempeiio productivo

De los tres grupos parentales, los organismos provenientes de Tamaulipas y Michoacan,
tuvieron que enfrentar un cambio en las condiciones ambientales y de cultivo al ser
incorporadas a las condiciones de Baja California Sur. Los principales cambios se
relacionan con la adaptacidon a condiciones de mayor salinidad, temperatura y nivel de
intensificacién del cultivo. En poblaciones genéticamente divergentes, el genotipo tiende
a cambiar durante generaciones para optimizar la respuesta del organismo a condiciones
especificas. Este cambio en la interaccion ambiente-genotipo puede tener un impacto en
el desempefio productivo, principalmente en términos de crecimiento y supervivencia
(Garcia-Guerrero y Apun-Molina, 2008; Sae-Lim et al., 2016). El habitat natural de C.
quadricarinatus incluye sistemas de rios efimeros con temporadas secas y de
inundaciones, donde los organismos se ven expuestos a cambios de salinidad vy
temperatura, y posiblemente hacinamiento (Jones, 1990). En el presente estudio, los
resultados mostraron diferencias numéricas de peso final, tasa de crecimiento y
supervivencia, que no fueron estadisticamente significativas (P > 0.05), lo cual refleja la
habilidad de la especie para adaptarse a cambios en las condiciones ambientales. Esta
habilidad puede ser una ventaja en un programa de cruzamiento cuando se utilizan
poblaciones geograficamente distantes. Por otro lado, se han reportado diferencias de
peso final entre machos y hembras de C. quadricarinatus (Cortés-Jacinto et al., 2004;
Jones, 1990; Villarreal y Naranjo, 2006). En cultivos monosexuales a tallas finales inferiores
a 150 g, estos se relacionan principalmente al tamafio de la quela en los machos (Gu et al.,
1994), y no a una diferencia en la tasa de crecimiento, como lo demostraron Nufez-Amao

et al. (2016, 2018).
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Las Tablas VII y VIII muestran que no hubo diferencias significativas en términos de
peso final y tasa de crecimiento entre los diferentes grupos evaluados después de 120 dias
de cultivo. Sin embargo, el promedio de peso final del ntcleo fue 12.34% y 7.67% mayor
que el de los grupos parentales, en machos y hembras, respectivamente, con un resultado
similar para la tasa de crecimiento. Reportes publicados de heterosis de crecimiento en
crustdceos, muestran resultados que varian desde menos de 3% (Bosworth et al., 1994;
Thanh et al., 2010; Lu et al., 2015), entre 6% y 15% (Tian et al., 2006; Lin et al., 2010;
Dharaneedharan et al., 2016), y hasta 37% (Goyard et al., 2008). La heterosis media de
crecimiento en las cruzas del nucleo durante la pre-cria fue de -1.39% a 8.55%, mientras
gue para la engorda monosexual esta varié entre 6.77 y 15.78%. Esto demuestra la
importancia de evaluar el desempefio durante todo el ciclo de cultivo, hasta la talla
comercial esperada. Los resultados muestran que, a pesar de no demostrar diferencias
estadisticas en crecimiento entre las cruzas y los parentales, se puede generar una

heterosis considerablemente alta.

La comparacién con otras pruebas de crecimiento de C. quadricarinatus se dificulta
ya que la mayoria de los reportes se basan en cultivos mixtos (machos y hembras)
cultivados a densidades bajas. Curtis y Jones (1995) reportaron un crecimiento de 0.52
g/sem a una densidad de 5 org/m?, Jones y Ruscoe (2000) 2.20 g/sem a 3 org/m>, Pinto y
Rouse (1996) 2.83, 1.98 y 1.54 g/sem a densidades de 1, 3 y 5 org/m?, Stevenson et al.
(2013) 1.75 g/sem sin especificar la densidad de siembra, Arzola-Gonzalez et al. (2012)
reportaron 2.6 g/sem a 7 org/m? y Rodgers et al. (2006) 2.40 g/sem a 6 org/m>. En la
presente evaluacion, el crecimiento promedio de las cruzas del nucleo a una densidad de
5 org/mz, fue de 2.26 g/sem en machos y 1.72 g/sem en hembras, con un promedio
“mixto” de 1.99 g/sem. El rendimiento es adecuado, considerando la salinidad
relativamente alta en los estanques durante la engorda. Esta salinidad se encuentra por

encima del rango d6ptimo de la especie considerado por Villarreal y Peldez (1999). Rida et
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al. (2020, articulo aceptado) reportan la relacidn inversa existente entre la salinidad y la
tasa de crecimiento en C. quadricarinatus. Ademads de la informacién genética en el
organismo, las diferencias en las condiciones ambientales y de cultivo pueden tener un
impacto considerable en el crecimiento y la supervivencia del organismo. C
quadricarinatus es considerada una especie eurihalina, que posee la habilidad de vivir en
un amplio rango de salinidades (Jones, 1995); sin embargo, dado que su hemolinfa es
hiperosmdtica respecto al ambiente, enfrenta una constante pérdida de iones por
difusién, que, al necesitar ser regulada, consume recursos energéticos (Prymaczok et al.,
2008). El efecto de la salinidad en el crecimiento durante el presente estudio es evidente
al comparar los resultados con lo reportado por Nunez-Amao et al. (2016), quienes
reportaron una tasa de crecimiento de 2.49 g/sem para machos y 1.99 g/sem para
hembras, en salinidades de aproximadamente 0.5 g/L, utilizando estanques recubiertos
con HDPE a escala comercial. En cuanto a la supervivencia, los mismos autores reportaron
un promedio de 80.65%, lo cual también es superior a lo reportado en el presente estudio.
Aunque Prymaczok et al. (2008) reportaron que no hay un efecto en la supervivencia de
redclaw en exposiciones agudas a salinidades superiores a 15 g/L, Anson y Rouse (1994)
encontraron un 50% de mortalidad en juveniles expuestos a 11 g/L después de solamente
15 dias. Del mismo modo, Meade et al. (2002) demostraron que salinidades superiores a 5
g/L causan mortalidades en exposiciones largas. En base a esta informacion, la
supervivencia durante la prueba se puede considerar aceptable, siendo, ademas,

consistente para todos los grupos.

Los valores de FCA fueron considerablemente bajos. Villarreal (2002) menciona que
en cultivos comerciales de redclaw a tallas de cosecha de 60-90 g el FCA se encuentra
cerca de 1. Los valores menores a 1 reportados en el presente estudio reflejan un
adecuado manejo de la alimentacién, con disponibilidad abundante de alimento natural.

Aparentemente, los escondrijos de malla de nylon son muy utiles para acumular materia
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organica en conglomerados microbianos, contribuyendo con la nutricién y la calidad de
agua (Avnimelech, 2012). En el caso de la etapa de pre-cria, los valores de FCA se
relacionan a las condiciones de agua clara, por lo cual el alimento artificial suplementado
constituyd la principal fuente de materia organica para el crecimiento de los animales. El
cultivo de redclaw en estanques permite lograr un éptimo manejo de fertilizacidn,
alimentacion y manejo de la calidad de agua. En los grupos parentales, machos y hembras
de la poblacién de Baja California Sur (C) presentaron los valores promedio de FCA mas
bajos. Las cruzas conformadoras del nucleo obtuvieron un FCA mas bajo en comparacién
con las cruzas de referencia y los parentales, siendo los machos y hembras de M:CT y
M:TC quienes obtuvieron los valores mas bajos. Esto se debe a que dichas cruzas
presentaron la mejor combinacién crecimiento/supervivencia, con una mayor produccion
de biomasa en funcién al tiempo y cantidad de alimento suministrado. La Tabla IX mostrd
que el FCA se relacioné fuertemente con el nimero de alelos en donde, a mayor

diversidad en Na, mayor crecimiento de los organismos.

Un aspecto relevante, es que todos los grupos conformadores del nucleo, tanto en
machos como en hembras, mostraron valores de heterosis positiva respecto al mejor de
los grupos parentales (C). Usualmente, la heterosis se refiere a la relacion entre el
promedio de la cruza F1 con el promedio de ambos padres, sin embargo, Dunham (2001)
sugiere que lo que realmente se considera de interés en un programa de mejoramiento,
es obtener una F1 con un desempefio superior al mejor parental. Crow (2001), por su
parte, menciona que mientras mas divergencia haya en las lineas parentales, mayor
heterocigosidad en la progenie, aunque esto también dependerd de la estructura genética
de cada poblacién parental. Los programas de cria selectiva siempre generan mayor
beneficio mientras haya mayor variabilidad tanto del pardmetro de mejoramiento de
interés, asi como de las poblaciones utilizadas. En el caso de redclaw se han obtenido

beneficios considerables al cruzar poblaciones de diferentes rios en sus regiones
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endémicas de Australia (Jones y Ruscoe, 1996). La heterosis relativamente alta obtenida
en las cruzas, se puede relacionar con un incremento en el nimero de heterocigotos y una
consecuente disminucidn de los homocigotos, los cuales tienen una mayor proporcién de
genes recesivos deletéreos (Mora-Castrejon, 2019). Por otro lado, la Tabla V muestra que
la poblacion de Baja California Sur (C) presenta el valor mas bajo de heterocigosidad
observada (Ho). Aunque las tres poblaciones provienen de un origen comun en Australia,
estas han sido aisladas durante 20 afos (Hernandez-Gurrola et al. 2020) con diferente
presion de seleccién. En el caso de Baja California Sur, esta presién de seleccion masiva
por talla resulté en la fijacion de alelos y una disminucion en la heterocigosidad
observada, por un lado, pero, en términos de la varianza genética aditiva, (proporcién de
la varianza fenotipica que podemos asociar a los genes) lograda, se mejoraron las tasas de

crecimiento en la poblacién.

Entre los aspectos comercialmente importantes de un cultivo se incluyen la tasa de
crecimiento, la distribucion de frecuencias de tamafo y el porcentaje de organismos
cosechados con talla de mercado. La distribucién de frecuencias de los grupos parentales
se muestra en las Figuras 33 y 34. Como se menciond en el punto 8.1, la presion de
seleccion previa en las poblaciones parentales C y T queda evidenciada al comparar con
M. Jones et al. (1998) indicaron que los pesos de cosecha después de 12 meses en un
estanque de redclaw son extremadamente variables, ya que se pueden obtener
organismos que varien entre 40 y 200 g, excluyendo a los juveniles que se producen por
cruzas espontdneas en el estanque. Gran parte de esta variaciéon puede ser atribuida a la
informacién genética y es, por lo tanto, heredable. En base a esta variacién, se puede
esperar un incremento anual en las tasas de crecimiento de entre 5y 10% (Jones et al.,
2000). Los incrementos reportados en las cruzas del nucleo en el presente estudio se
encuentran dentro de estos niveles. A nivel comercial se busca que la mayor parte del

producto alcance talla comercial. Por otro lado, es comun seleccionar reproductores de
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los estanques de engorda para el siguiente ciclo de cultivo. Jones et al. (1995)
recomiendan seleccionar entre 5y 10% de los organismos mds grandes de cada sexo para
conformar un grupo reproductor para la siguiente generacién. Es importante mencionar
que utilizar un nimero reducido de reproductores aumenta la probabilidad de endogamia
(McPhee et al., 2004). Por otro lado, tradicionalmente los productores en Australia suelen
transferir los organismos que no alcanzan la talla comercial a otros estanques de engorda
mixta (Villarreal, 2002), esto con la finalidad de continuar su crecimiento. Si dichos
organismos, sexualmente maduros, se reproducen en los estanques y los juveniles son
utilizados para un cultivo subsecuente, eventualmente generan una progenie

genéticamente propensa a producir bajos rendimientos (Stevenson et al., 2013).

Naranjo-Paramo (2009) menciona un costo de produccién de redclaw en un
sistema optimizado de $2.55 USD/kg, mientras que Arzola-Gonzdlez et al. (2012)
mencionan $2.46 USD/kg para un sistema similar en Sinaloa. El precio promedio de venta
para organismos de 40-90 g es de $12USD/kg (Hernandez-Llamas et al., 2019).
Considerando un costo promedio de $2.50USD/kg, basado en sistemas de produccién con
dos estanques de machos y hembras por hectarea, se puede establecer una comparacién
entre un hipotético cultivo con organismos de los parentales y el nucleo, sembrados a una
densidad de 5 org/mz, se obtendria una utilidad bruta de $20,105 USD/ha, que representa
un ingreso superior en $1,368 USD/ha con respecto a un cultivo basado en organismos
provenientes del parental C, $2,884 USD/ha frente a organismos de T, y $4,019 USD/ha
frente a organismos de M. Los resultados evidencian, por un lado, el impacto econémico
de la varianza genética aditiva en poblaciones que han sido sometidas a presidon de
seleccion (C y T), cuando se comparan con una poblacion sin presion de seleccion (M). )
Por otro lado, se muestra el impacto de la varianza genética no-aditiva, al realizar cruzas
de poblaciones genéticamente divergentes (nucleo), comparadas con los parentales.

Jones et al. (2000) mencionan que los programas de mejoramiento genético para redclaw
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se deben basar en la seleccion de un nimero considerable de organismos superiores,
respecto a un pardmetro deseado, y una vez iniciado este proceso, afadir periédicamente
nuevo material genético con poblaciones que presenten alta variabilidad. Los resultados
obtenidos en el presente estudio demuestran que se pueden obtener ganancias en tasas
de crecimiento y rendimiento del cultivo, a través de la aplicacidén de técnicas genéticas de

bajo costo.

8.3 Respuesta fisiologica

El efecto en los pardmetros de produccion de llevar a cabo cruzamientos, ya sea intra o
interespecificos, para el mejoramiento genético de especies acuicolas ha sido
ampliamente reportado. Sin embargo, existe poca informacion de su impacto desde una
perspectiva de respuesta fisioldgica, particularmente en la evaluacién de los valores de
tasa metabdlica y nivel critico de oxigeno. Determinar el metabolismo por medio del
consumo de oxigeno como un método para cuantificar la energia utilizada por un
organismo (Hopkins y Cech, 1994) puede ser un indicador de la habilidad de éste, o de una
linea genética especifica, para distribuir y enfocar sus reservas energéticas en produccién
de biomasa. Los valores de tasa metabdlica estandar (TME) obtenidos en el presente
estudio (0.066 — 0.094 mg0,/g/h) a 28°C, son similares a lo reportado para organismos
mayores a 10 g de redclaw (Meade et al., 2002; Monge-Quevedo, 2013; Carrefio-Ledn,
2014). Mientras que, en estudios con otras especies de crustaceos, Chen y Nan (1994)
reportaron tasas de consumo de oxigeno de 0.91, 0.71, 0.71, 0.60 y 0.49 mg0,/g/h para P.
chinensis, P. penicillatus, P. monodon, P. japonicus y Metapenaeus ensis, respectivamente.
Por otro lado, Vinatea et al. (2011) reportaron valores de 0.25 mgO,/g/h en adultos de L.

vannamei expuestos a condiciones éptimas de temperatura y salinidad.
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Durante las pruebas de respirometria se observd que los organismos de menor
tamafio presentaron valores de TME y nivel critico de oxigeno superiores al de los
animales de mayor tamafio, esto es consistente con lo reportado en la literatura
(Villarreal, 1998; Carrefio-Ledn, 2014), y es un principio que aplica a todos los seres vivos
(Robinson et al., 1983), ya que los organismos mas pequefios tienen una relacién
superficie-volumen mayor, lo que genera demanda energética mas alta en comparacién
con organismos de mayor talla. En particular para el caso de crustdceos, una explicaciéon
de TME mas altas en organismos pequeiios, estd relacionado con el ciclo de vida del
animal, el cual durante sus etapas de juvenil tiende a canalizar su energia principalmente
en el crecimiento, con procesos de muda mas frecuentes. Un pre-adulto en cambio, al
iniciar su proceso de maduracion sexual, enfoca parte de su energia en la produccién de
gametos y conductas de apareamiento relacionadas con la reproducciéon. Cuando se
comparan los valores de TME y punto critico de oxigeno de machos y hembras, se observa
gue, en general, los machos presentaron valores mas bajos. Por otro lado, esto puede
explicarse desde un punto de vista energético relacionado con la reproduccidn, ya que se
ha demostrado que las hembras invierten una mayor cantidad de energia durante los
procesos de ovogénesis (Rodriguez-Gonzalez et al., 2009). A pesar de ello, durante la
evaluacion de las diferentes cruzas, tanto en machos como en hembras, el tamafio de los
organismos no influyé en los resultados del presente estudio ya que se seleccionaron
animales de tamanos muy similares y no hubo diferencias significativas en peso para los
diferentes grupos evaluados. Por otro lado, otro de los factores que pueden afectar la tasa
metabdlica del organismo es el consumo de alimento y los procesos digestivos asociados a
ello (McGaw, 2007). Para evitar esto, los organismos utilizados fueron colocados en
contenedores con agua limpia, y mantenidos sin alimento durante 24 horas previas a la
evaluacion, con el objeto de establecer una tasa metabdlica rutinaria y no una
influenciada a procesos digestivos. Esta estrategia parece ser adecuada de acuerdo con la
literatura. Carter y Mente (2014) mencionan que después de un periodo de alimentacion,

el flujo de aminoacidos y otros nutrientes del sistema digestivo hacia otros tejidos,
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estimula un rapido aumento del metabolismo reflejado por aumentos en el consumo de
oxigeno. Houlihan et al. (1993) observaron que el mayor pico de sintesis de proteinas
después de una alimentacién, coincidié con el mayor pico de consumo de oxigeno en el
cangrejo de mar Carcinus maenas. Inclusive, después de 16 horas de la ultima
alimentacion, la tasa de sintesis de proteina seguia siendo considerable. Villarreal (1998)
demostré que es factible evaluar la tasa metabdlica rutinaria después de 24 horas. En
animales sin alimentar, la tasa de sintesis proteica representa un 20-50% del pico maximo

de sintesis en animales alimentados (Carrefio-Ledn et al. 2014; Villarreal y Ocampo, 1993).

Los resultados de TME en machos muestran que, de los grupos parentales, C
presentd valores significativamente mds altos en comparacion con T y M. Dado que no
hubo diferencias en cuanto al tamafio de los organismos en los tres grupos, esta diferencia
puede atribuirse a cambios en la eficiencia energética de los animales. Desde ese punto de
vista, el menor consumo de los parentales Ty M podria considerarse relevante en cuanto
a la demanda de oxigeno en un estanque y su impacto en la capacidad de carga del mismo
(Naranjo et al., 2018), particularmente cuando se busca intensificar el cultivo. Sin
embargo, cuando no hay limitaciéon de oxigeno en el sistema de cultivo, la principal meta
de un productor acuicola es obtener las mejores tasas de crecimiento. En este sentido, el
parental C es la poblacién mas adecuada para este propdsito. Los resultados del presente
estudio indican que un mayor crecimiento, es decir, una mayor acumulaciéon en biomasa
corporal por parte del organismo, requiere de un mayor consumo de oxigeno. Basado en
los estudios de requerimientos de energia en Cherax spp. (Villarreal, 1998), y de demanda
energética para la generacion de gametos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2009), de desarrollo
embrionario (Garcia-Guerrero et al., 2002) y de crecimiento (Carrefio-Ledn et al., 2014), es
posible concluir que la seleccién masiva para crecimiento llevada a cabo en la poblacién
de Baja California Sur, se ha generado una poblacién con un pool genético especifico

(Valencia-Valdez, 2012; Mora-Castrejon, 2019) que privilegia el metabolismo eficiente
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para la construccidn de proteina a partir de una mayor demanda metabdlica estandar. Por
otro lado, aunque no hay diferencias significativas, la tasa promedio de los grupos
conformadores del nucleo es ligeramente superior al promedio de los parentales, lo que
puede indicar que los organismos no han optimizado todavia su respuesta fisiolégica con

la nueva arquitectura genética.

Si se busca una concordancia entre los valores de TME con crecimiento, se puede
establecer que las cruzas de referencia, C:T-T:C y T:M-M:T, tuvieron tasas metabdlicas
marginalmente mas altas y mayores tasas de crecimiento. En el nicleo, los machos TC:M y
M:TC presentaron los crecimientos mas altos pero la TME promedio fue inferior al resto
de las cruzas en el nucleo. En hembras la misma tendencia se observa, pero los valores
promedio son ligeramente mas altos que para los machos. Esto probablemente debido a
gue gran parte del proceso de sintesis de tejidos en machos se enfoca en el crecimiento,
mientras que en hembras hay, ademas, un incipiente costo energético para el desarrollo
de oocitos (Rodriguez-Gonzélez et al., 2009), por lo que se espera que los valores de TME
sean mas altos en hembras, comparados con los machos (Carrefo-Ledn <., 2014; Monge-

Quevedo, 2013).

Los valores del punto critico de oxigeno disuelto en el presente estudio son similares a lo
reportado por Monge-Quevedo (2013) para reproductores de 30-60 g. En el estudio el
promedio del punto critico fue mas bajo para machos y hembras del parental de Baja
California Sur, producto de una adaptacién significativa a la domesticacion, reflejada por
una mejor capacidad para mantenerse como regulador del consumo de oxigeno
(Villarreal, 1998). Varios autores han establecido que la especie tiene una tolerancia
significativa a niveles bajos de oxigeno (Villarreal y Peldez, 1999; Carrefio-Ledn et al.,
2014; Monge-Quevedo, 2013). Los valores de punto critico de oxigeno en este estudio son

inferiores a lo reportado para otras especies de crustdceos como L. vannamei (2.00
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mg0,/L) (Seidman y Lawrence, 1985), C. tenuimanus (1.78 mgQ,/L) (Villarreal, 1998) o
Faefantepenaeus californiensis (1.8 mg0,/L) (Ocampo, 2001). Cherax quadricarinatus
presenta una tasa metabdlica baja y una buena capacidad de tolerar condiciones de
oxigeno limitado (Carrefio-Ledn et al., 2014) en comparacidén con otros crustdceos de
importancia comercial. Como se mencioné antes, el punto critico de saturacién de
oxigeno disuelto refleja la estrategia metabdlica para el mantenimiento de sistemas
basicos que permitan mantener vivo al organismo cuando la saturacidon de oxigeno es
limitada. Reiber (1995) y Villarreal (1998), entre otros, mencionan que algunas especies de
acociles son capaces de mantener un metabolismo aerébico hasta alcanzar el nivel critico
de oxigeno, pero tienen la capacidad de cambiar a metabolismo anaerdbico. Carreno-Leén
et al., (2014) menciona que una posible estrategia de redclaw es llevar a cabo un reciclaje
de productos metabdlicos, donde el lactato es convertido a glucosa o glucégeno para la
produccién de energia, permitiendo extender el tiempo de conformacidn fisioldgica. Por
otro lado, el punto critico de oxigeno en machos no mostré diferencias significativas entre
los parentales y los grupos conformadores del nucleo. En cuanto a los resultados de punto
critico en hembras, estos son similares entre los diferentes grupos, con excepcion de C
qgue fue significativamente menor que M:TC. Esto indica que este grupo del nucleo no
mantuvo la capacidad de tolerancia fisiolégica con respecto al mejor parental, por lo que
la investigacion futura deberd establecer si existen diferencias en la expresién génica
especifica que puedan indicar cuales son las rutas metabdlicas suprimidas. Por otro lado,
los valores promedio de punto critico para machos son menores que para hembras,
indicando una diferencia en la que los machos muestran una capacidad adaptativa
superior a las hembras. Como se ha indicado antes, esto se relaciona a la estrategia de uso
de recursos energéticos, en donde las hembras sexualmente adultas deben destinar una
proporcién mayor de energia a la formacion de gametos (Rodriguez-Gonzalez et al., 2009;

Monge- Quevedo, 2013).
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8.4 Respuesta inmunoldgica

A diferencia de los vertebrados, los invertebrados, como los crustdceos, no presentan un
sistema inmune especifico (Aguirre-Guzman et al., 2009; Vazquez et al., 2009). Sin
embargo, se han llevado a cabo algunos estudios para mejorar la supervivencia ante la
exposicion a patégenos especificos (Moss et al., 2005; Trang et al., 2019). Actualmente,
existen tres estrategias designadas para incrementar la supervivencia, incluyendo la
seleccion natural en las granjas de engorda, la seleccion de supervivientes en retos
artificiales, y la seleccion de organismos cuyas familias presentaron una mayor
supervivencia en un reto artificial (Moss et al., 2005). Sin embargo, este tipo de estudios y
técnicas de mejoramiento se basan en el uso de la varianza genética aditiva (i.e. a los
efectos aditivos de todos los alelos del organismo) (Tave, 1999). Por otro lado, en el
presente trabajo se evalué la posibilidad de generar tolerancia mediante el uso de la
varianza genética no-aditiva (i.e. de dominancia) a partir del entrecruzamiento de tres
genotipos de redclaw en México (Baja California Sur, Tamaulipas y Michoacan). A
excepcion del tratamiento C:M-M:C en el experimento 2 (Tabla XI), que tuvo mortalidad
total después de 72 horas, los resultados del reto de infeccién de los demads grupos
evaluados, no mostraron una diferencia significativa en términos de supervivencia. A
pesar de esto, se observaron algunas diferencias porcentuales que pueden indicar
capacidades diferentes entre los grupos, que no pudieron ser elucidadas estadisticamente
por el nimero limitado de réplicas y la variacion entre ellas. Wiegertjes (1995) menciona
gue, a menos que se trate de animales consanguineos, una poblacion inevitablemente
mostrara una alta variabilidad en respuesta a una infeccidn con un patdégeno, la cual se ve
reflejada en la variabilidad dentro de los parametros de resistencia natural. Rahman et al.
(2019) por otro lado, mencionan que la hibridacidon puede ser utilizada para mejorar la
resistencia a enfermedades al reproducir una linea resistente con una menos resistente,
es decir, lineas que presenten una alta variabilidad entre ellas, pero baja dentro de ellas.
Debido a esto, la probabilidad de encontrar diferencias de respuesta entre las poblaciones

y cruzas evaluadas en nuestro estudio era baja. A la fecha, no existen estudios donde se
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evalué un posible incremento en Ila resistencia a patégenos mediante cruzas
intraespecificas en crustaceos. Sin embargo, se han llevado a cabo algunos estudios que
evaltan el efecto del cruzamiento en la resistencia a enfermedades basados en funciones
de inmunidad no-especifica en vertebrados. Cai et al. (2004) y Solis et al. (2007),
reportaron diferencias significativas entre hibridos interespecificos y parentales de O.
aureus y O. niloticus en infecciones con Aeromonas sobria. Sarder et al. (2001) reportd
evidencia de heterosis media en forma de dominancia en la herencia de algunos
pardmetros de respuesta inmune no-especifica. Sin embargo, ninguna de las cruzas
excedid el valor mas alto mostrado por las lineas parentales. Los resultados de dichos
estudios muestran que, aparentemente, la herencia es no-aditiva (i.e. no es intermedia
entre los dos parentales), sino que los valores fenotipicos de la descendencia tienden a ser
mas cercanos a los del parental con la mejor respuesta inmune. En nuestro estudio, los
mejores parentales (T:T y M:M) alcanzaron una supervivencia del 50%, mientras que Baja
California Sur alcanzé 30%. Esto puede estar relacionado con la presién de seleccion para
crecimiento que, en este grupo, se ha realizado por cerca de 20 afios. Hemos mencionado
que la distribucion de energia para procesos metabdlicos en las especies puede privilegiar
alguna estrategia particular si se ejerce presion de seleccién (i.e, crecimiento,
reproduccién o capacidad de respuesta fisiolégica o inmune (Villarreal, 1998)), por lo que
es posible que el parental C tenga una menor capacidad de responder a ataques de
patdgenos especificos. Esto es particularmente cierto, en poblaciones donde se considera
gue no existen enfermedades de importancia comercial que las afecten (Villarreal y
Peldez, 1999) por que han estado aisladas de otras poblaciones comerciales, que pudieran
contaminar su cultivo. Por otro lado, la cruza C:M-M:C presenté mortalidad total después
de 72 horas. Aunque es posible que haya habido un error metodolégico en el proceso de
inyecciéon de ese grupo, la investigaciéon futura deberd buscar establecer respuestas
especificas, por retos patoldgicos y de expresion génica, que puedan establecer si la
combinacion de esas dos poblaciones divergentes genera una debilidad significativa del

sistema inmune de la especie.
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En cuanto a los grupos del nucleo, los resultados muestran que las cruzas no
alcanzaron los valores de LD-50 esperados. Esto puede deberse a dos razones: (1) Los
grupos tienen una menor capacidad de respuesta inmune que los parentales, o (2) La
virulencia de la cepa utilizada en la evaluacidn resultd superior a la esperada. Esto es
posible ya que, cuando se realiza la determinacién de concentraciéon bacteriana para el
reto patoldgico a partir de determinaciones de LD-50, se realizan interpolaciones
matemadticas entre concentraciones que pueden generar variaciones (también llamado
error experimental) de valor esperado al momento de realizar el reto patolégico. Por ello,
en el presente estudio no se pueden comparar directamente los valores de supervivencia
entre parentales y los grupos conformadores del nucleo. Los resultados mostraron que el
grupo TC:M tuvo un promedio del porcentaje de supervivencia 20% superior al de los
otros grupos del nucleo, aunque la variacidon entre las réplicas fue tal que no hubo
diferencias estadisticas. De manera similar, la cruza de referencia C:T-T:C, tuvo un
promedio del porcentaje de supervivencia mas alto que las otras cruzas. Estos resultados
pueden indicar alguna diferencia a nivel de capacidad de respuesta inmunoldgica, por lo
gue la investigacion futura deberd evaluar si la combinacién de esas poblaciones
divergentes genera una ventaja significativa asociada con el sistema inmune de la especie.
Como se menciond anteriormente, la cria para resistencia a patégenos especificos es una
estrategia altamente deseable para mitigar el impacto de las enfermedades cuando estas
tienen un efecto significativo en el cultivo comercial, como por ejemplo en el caso del
camaron, donde las enfermedades han causado pérdidas de millones de toneladas de
producto anualmente (Soto-Rodriguez et al., 2015). Sin embargo, existe una relacién
genética entre esta capacidad y otros aspectos de importancia econdmica, como el
crecimiento (Barria et al., 2019). Correlaciones negativas entre la resistencia a
enfermedades y la supervivencia o el crecimiento han sido reportadas en numerosos
estudios (Gjedrem, 2015; Yanez et al., 2016). Argue et al. (2002) reportd una menor
ganancia de peso y frecuencia de mudas en lineas de L. vannamei resistentes a TSV en

comparacion con lineas susceptibles. Los resultados sugieren que los genes pleiotrdpicos
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(i.e. genes que afectan directamente a dos o mads rasgos), pueden ser responsables del
efecto observado entre la resistencia a enfermedades y el crecimiento (Moss y Doyle,
2005). Un crecimiento rapido exhibe un costo fisiologico que limita los recursos asignados
a otras funciones corporales, por lo que se puede esperar en efecto negativo en aspectos
como la fecundidad o la supervivencia (Vehvilainen et al., 2010). Las cruzas del presente
estudio que presentaron una mejor respuesta del cruzamiento en términos de resistencia
inmune, fueron las cruzas de referencia C:T-T:C y las cruzas del nidcleo TC:M ya que, en
ambos casos, se obtuvieron buenos crecimientos y supervivencias mas altas en el reto de
infeccién. Informacién asociada a la expresién de genes podra, en una investigacién
futura, contribuir a definir si existe una correlacion efectiva entre las variables de

diversidad genética y la respuesta inmune.
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9. CONCLUSIONES

e La fecundidad de las poblaciones parentales evaluadas en el presente estudio se
encuentra dentro de lo reportado para la especie, a pesar de que el cultivo de redclaw
en México ha sido llevado a cabo basicamente sin incorporacién de sangre nueva a

partir de la cruza con poblaciones.

e En cuanto al ndmero de juveniles producidos, el cruzamiento reciproco de las
poblaciones parentales generd una heterosis media de hasta 10.05%, y una heterosis
respecto al mejor parental (C) de hasta 4.35% para el grupo conformador del nicleo

TC:M.

e El crecimiento durante la etapa de pre-cria es comparable con lo reportado en otros
estudios de juveniles de redclaw, a pesar de utilizarse una densidad mas alta y

condiciones de cultivo en agua clara.

e Tanto en el grupo parental, como en las cruzas de referencia que incluyen a un
reproductor proveniente de Michoacan (M), los promedios de peso final y tasa de
crecimiento se encuentran en la parte inferior del intervalo de la evaluaciéon. Esto se
relaciona con que, a diferencia de las poblaciones de Baja California Sur (C) vy

Tamaulipas (T), M no fue sometida a presion de seleccidn para crecimiento.

e Las cruzas del nucleo presentaron valores altos de peso final y tasa de crecimiento.
Durante la pre-cria, la heterosis media en M:TC fue de 8.55%, pero no se observd una
heterosis positiva respecto al mejor parental (C). En la etapa de engorda monosexual,
se reportd una heterosis media maxima de 15.78%, y una heterosis respecto al mejor

parental de 10.55% para M:TC.
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¢ Los machos y hembras de todos los grupos conformadores del nucleo tuvieron una
heterosis positiva respecto al mejor parental, durante la etapa de engorda monosexual.
En conjunto con el incremento en los valores de diversidad genética reportados por
Mora-Castrejon (2019), el vigor hibrido logrado en los grupos del nucleo, permite

concluir que es adecuado para el inicio de un programa de seleccion.

e La supervivencia durante la etapas de precria y engorda monosexual es similar o
superior a otros reportes publicados. Esto es relevante, particularmente considerando
que el cultivo durante la precria se realizé en condiciones de agua clara a alta densidad,
y la salinidad promedio registrada durante la engorda fue mds alta del maximo
recomendado por Villareal y Peldez (1999) para la especie. En base a estos resultados,
se puede establecer que la especie tiene una capacidad adaptativa significativa para el

cultivo en diferentes condiciones ambientales.

e Tanto en la etapa de precria como en la de engorda monosexual, el cruzamiento
reciproco de las poblaciones parentales no generé un diferencial de supervivencia
significativo. Las heterosis mas altas se obtuvieron para las hembras M:TC durante la
etapa de engorda, las cuales fueron de 9.8% y 4.07% para heterosis media y heterosis
respecto al mejor parental (C). Esto indica una mejora en la capacidad de respuesta del
organismo. Por su parte, los valores de heterosis para machos en la precria y engorda
monosexual fueron generalmente cercanos a cero o negativos, indicando que no hubo

un avance con respecto a los parentales.

e Los valores relativamente altos de FCA en la etapa de pre-cria fueron esperados ya que
se asocian a un cultivo en alta densidad en agua clara (sin productividad natural),
donde la unica fuente nutricional en las unidades experimentales es la racion

balanceada. Se esperaba que los FCA durante la engorda monosexual en estanques a
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cielo abierto fueran mas bajos, en comparacién con otros estudios, debido
particularmente a los buenos crecimientos y la contribucién del alimento natural. Las
cruzas que obtuvieron los mejores resultados fueron M:CT y M:TC debido a una mejor

combinacidn crecimiento/supervivencia.

Se establecié una correlacién linear positiva entre el crecimiento y los valores de
diversidad genética, numero de alelos (Na) y heterocigosidad observada (Ho). Un pool
genético ampliado, con una reduccién de la depresion por endogamia asociada a alelos
recesivos deletéreos, puede incrementar la capacidad de adaptacidon a condiciones
ambientales cambiantes, donde la dominancia de los heterocigotos puede resultar en

una mayor eficacia bioldgica en comparacién con los homocigotos.

Si los resultados obtenidos durante la etapa de engorda monosexual se extrapolaran a
produccién comercial, un cultivo conformado por organismos del nucleo generaria una
utilidad bruta 6.8% superior en comparaciéon con un cultivo conformado por
organismos de C, 14.3% superior a Ty 20.0% superior a M, lo cual es un incremento
considerable en el rendimiento. El cruzamiento de poblaciones divergentes de la
especie es una técnica de mejoramiento de las caracteristicas de la poblacidn, de bajo

costo.

Los machos de C presentaron una TME mas alta en comparacién con los de Ty M. Esto
puede ser el resultado de un proceso de seleccién masiva para crecimiento llevado a
cabo por mas de 13 generaciones, ya que una mayor sintesis de proteinas requiere de

un mayor consumo de oxigeno para su metabolismo.

Las cruzas del nicleo TC:M y M:TC presentaron una alta eficiencia energética, dado que

obtuvieron mejores crecimientos, con TME similares a los otros grupos.
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e La sobrevivencia después de inyeccién de un patégeno no mostré resultados
concluyentes. Para los parentales, C presentd el promedio de supervivencia mas bajo,
gue puede estar asociado a la presion masal de seleccion para crecimiento. En el
nucleo, los resultados mostraron que TC:M tuvo una supervivencia promedio 20%
superior al de los otros grupos del nucleo, aunque los resultados mostraron gran
variabilidad y no fueron significativamente diferentes a los otros grupos. En general, un
incremento en la resistencia a enfermedades se asocia con el uso de la varianza
genética aditiva, al seleccionar organismos supervivientes a retos patoldgicos. Por otro
lado, se ha demostrado que es dificil que el uso de la varianza genética no-aditiva

genere vigor hibrido en términos de resistencia.

e En general, los resultados muestran que los grupos conformadores del nucleo de
Cherax quadricarinatus generados, tienen un pool ampliado con respecto a los
parentales (Mora-Castrején, 2019), muestran caracteristicas deseables en términos de
respuesta productiva (crecimiento, supervivencia, factor de conversion del alimento),
tienen una capacidad fisioldgica tal que refleja una mayor eficiencia que poblaciones
comparables de crustdceos de cultivo, y una respuesta inmune a retos patoldgicos
especificos tal, que permite definir al ndcleo como susceptible para el inicio de un

programa de mejoramiento genético.
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