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RESUMEN

Dada la importancia de mantener los recursos genéticos acuéaticos, ademas de otros recursos genéticos en la sobera-
nia alimentaria del pais, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)y a
través de la Direccion General de Vinculacion y Desarrollo Tecnolégico y del Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA),
han establecido el Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Acuéticos (SUBNARGENA), el cual funciona como
una red interinstitucional e interdisciplinaria para la conservacion y aprovechamiento sostenible de la biodiversidad
acuatica de México. Los objetivos del SUBNARGENA son localizar, recolectar, conservar (de forma in situ, ex situ in
vivoy ex situ in vitro), y caracterizar genéticamente el germoplasma de organismos acuaticos de interés bioldgico o
comercial y que son declarados como una prioridad para la nacion. Por tanto, el objetivo de este manuscrito es presen-
tar el trabajo realizado por el SUBNARGENA y los avances hechos en la criopreservacion de algunos de los recursos
genéticos acuéaticos de México.
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ABSTRACT

Due to the relevance of mantaining genetic aquatic resources as well as other genetic resources within the alimentary
sovereignty of the country, the Secretary of Agriculture, Livestock, Rural Development, Fishery and Food (SAGARPA)
and through the General Direction of Technological Transfer and Development and the National Institute of Fishery
(INAPESCA), had established the National Subsystem for Aquatic Genetic Resources (SUBNARGENA) which works as
an inter-institutional and interdisciplinary network for the conservation and sustainable use of the aquatic biodiversity
of Mexico. The objectives of the SUBNARGENA are to localize, collect, conserve (as in situ, ex situ in vivo and ex situ
in vitro) and genetically characterize the germplasm of aquatic organism of biological or commercial interest and de-
clared as a priority for the nation. Thus, the goal of this paper is to present the work performed by SUBNARGENA and
the advances made in the criopreservation of select aquatic genetic resources of Mexico.
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INTRODUCCION

La diversidad de los seres vivos y sus interacciones entre si y
con el ambiente fisico son la base de la vida en el planeta (Mace
et al. 2009). A nivel mundial, se estima que existen entre 2y 100
millones de especies, de las cuales sélo se han descrito alrede-
dor de 1.8 millones (May, 1992; Benitez-Diaz & Bellot-Rojas, 2003).
Tales especies, en su mayoria, se ubican en una superficie que
ocupa el 10% del total del planeta y México junto con otros paises
albergan entre el 60 y 70% de la biodiversidad total (Mittermeier
etal. 1997).

México ha sido sefialado como el segundo pais con mayor
variedad de ecosistemas y especies, por ello sus recursos biolo-
gicos son de los mas diversos del planeta. Ademas, el pais cuenta
con varias especies endémicas de las cuales alberga entre el 50y
60% de las especies de plantas conocidas del mundo (CONABIO-
SEMARNAT, 2009). Por tanto, siendo México uno de los paises
més megadiversos del mundo (UICN, 2009), la repdblica tiene el
compromiso de salvaguardar la biodiversidad para las genera-
ciones presentes y futuras (Benitez-Diaz & Bellot-Rojas, 2003).
Por otro lado, el crecimiento poblacional acelerado, la falta de
planeacion del uso de suelo y una vision de continuo desarrollo,
han conducido a la sobreexplotacion de los recursos naturales,
dando como resultado impactos negativos en los ecosistemas y
por ende en la biodiversidad.

El resguardo de la biodiversidad, en acuerdo al Convenio
sobre la Diversidad Biologica (CDB) constituye un compromi-
so de los gobiernos nacionales, y la regulacion de los recursos
genéticos (RG) esta sometida a la legislacion nacional. Por ello,
el CDB contempla entre sus objetivos fundamentales promover
medidas que conduzcan a un futuro sostenible en funcion de la
conservacion de la diversidad hioldgica, la utilizacion sostenible
de sus componentes y la distribucion de manera justa y equitativa
de los beneficios derivados de la utilizacion de los RG, éste Gltimo
punto de particular interés para los paises en vias de desarrollo
(ONU, 1992).

La FAO (2007) reconoce laimportancia de los recursos gené-
ticos animales (RGAn), en la seguridad alimentaria para las gene-
raciones presentes y futuras, pero tamhbién reconoce que no toda
la biodiversidad animal es utilizada completamente para satisfa-
cerlas necesidades de seguridad alimentaria, por ello existe gran
preocupacion por el constante deterioro de ésta a nivel mundial.
Consecuentemente, a raiz de tales declaraciones, los gobiernos
del mundo establecieron como alta prioridad el mantenimiento de
la biodiversidad (Ledn et al. 2004).

La importancia de conservar los RG como estrategia para
la sequridad alimentaria ha sido enfatizada desde el siglo pasa-
do, dando prioridad al sector agricola y pecuario. No obstante, la
relevancia del sector acuético no ha sido reconocida apropiada-
mente en el pasado y mucho menos en los Gltimos afios (Greer &
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Harvey, 2004; Sanchez, 2007), a pesar de que la acuicultura es uno
de los sectores del ramo alimenticio con mayor crecimiento de
los Gltimos afios. Por ejemplo, en México la produccion de peces,
crustaceos y moluscos de cultivo pasd de 104,354 toneladas en
2004 a 151,065 toneladas en 2008 (FAQ, 2010a).

En acuerdo con la FAQ (2007) la conservacion de los RGAn
puede darse de tres formas: (1) conservacion in situ, (2) conser-
vacion ex situ in vivo y (3) conservacion ex situ in vitro. En ésta
(ltima, la conservacion del organismo se realiza en forma de ger-
moplasma (e.g. tejidos que originan a otro organismo tal como
embriones, espermatozoides, ovocitos) fuera de su habitat natu-
ral y bajo condiciones criogénicas.

La conservacion de los organismos acuaticos es relevante
comparada a la de los organismos terrestres, debido a que és-
tos representan el mayor recurso alimentario obtenido a partir
de especies silvestres (Ryman, et al. 1995). Por tanto, el manteni-
miento de su diversidad es prioritario. A nivel genémico, la carac-
terizacion genética a través del uso de marcadores moleculares
asociado a una aproximacion estadistica poderosa, provee una
nueva via para elegir la mejor toma de decisiones en la conserva-
ciony el manejo racional de los recursos genéticos animales. Los
datos obtenidos de los marcadores moleculares son aplicados en
la toma de decisiones para la conservacion de las poblaciones.
Estos incluyen la determinacion de la identidad de las especies, la
estructura genética de las poblaciones, la estimacidn del tamafio
efectivo de la poblacidn y la deteccion de los cambios en el tama-
fio de la poblacion (Primmer, 2006).

A la fecha, los marcadores mas comunes son aquellos
utilizados para evaluar la diversidad entre y dentro de familias.
Aunque en principio todos los tipos de marcadores pueden ser
apropiados para este propadsito (e.g. polimorfismo en las secuen-
cias del 4cido desoxirribonucleico [ADN] mitocondrial o nuclear),
a nivel poblacional, los microsatélites son de los marcadores que
han mostrado resolver interrogantes relacionadas con la estruc-
tura de las poblaciones. Aproximadamente, el 90% de todos los
estudios de diversidad utilizan este método (Baumung et al. 2004).
El comité de la FAQ y la Sociedad Internacional de Genética Ani-
mal recomiendan el empleo de un conjunto de marcadores de mi-
crosatélites para la mayoria de las especies de granja. Esta reco-
mendacion fue revisada en 2004 y se extendié a un gran nimero
de especies (Hoffman et al. 2004). Por lo que dichos marcadores
fueron seleccionados para representar la variabilidad genética
neutral en los genomas de animales. La mayoria de las tecnolo-
gias tienen como blanco las regiones genomicas, las cuales son
selectivamente neutrales, mientras que otras se enfocan en ge-
nes especificos. Por tanto, la tecnologia utilizada para la conser-
vacion y manejo de la coleccion del germoplasma dependera de
los objetivos del mismo.

La conservacion de los Recursos Genéticos Acuaticos (RGA)
es un concepto nuevo y la criopreservacién de germoplasma es
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una de las alternativas que han sido contempladas para su con-
servacion. En 2007, la Comision de los Recursos Genéticos para
la Alimentacion y la Agricultura indico que la conservacion ex
situ in vitro para las especies acuaticas alin se encuentra en un
estado de desarrollo temprano (FAQ, 2007), por lo que resaltaron
la necesidad del desarrollo de tecnologias para la criopreserva-
cion de las diversas especies acuaticas. Hasta afios recientes
se ha logrado la criopreservacion del germoplasma de mas de
200 especies de organismos acuaticos en el mundo, siendo en
su mayoria células espermaticas (Hiemstra et al. 2005; Tiersch &
Green, 2011).

La conservacion de los RGA tiene importancia para el de-
sarrollo del potencial social y se considera como benefactor
econdmico que permitird mantener la biodiversidad para un bien
comin (Greer & Harvey, 2004). Por todo lo anterior, el objetivo
principal de esta revision hibliografica, es resefiar el desarrollo
de la conservacion ex situ in vitro de los RGA en México. La revi-
sién contempla cuatro partes. En la primera seccion se analiza el
desarrollo de los bancos de germoplasma animal. En la segunda,
se indica como fue creado el Subsistema Nacional de Recursos
Genéticos Acuaticos (SUBNARGENA), que alberga los bancos
de germoplasma para especies acuaticas del pais. En la tercera
parte se describen las técnicas de criopreservacion que se em-
plean en los RGA. Finalmente, en la Gltima seccion se indican los
trabajos de criopreservacion realizados en México y se enlistan
las especies almacenadas en el SUBNARGENA.

DESARROLLO DE LOS BANCOS
DE GERMOPLASMA ANIMAL

La conservacion de los RGAn incluye todas aquellas actividades
humanas como estrategias, planes, politicas y acciones empren-
didas para asegurar la diversidad de estos recursos (FAO, 2007).
La importancia de la conservacion de los RGAn es relevante en
la alimentacidn, la produccion agricola y el desarrollo de nuevos
productos como reproduccion asistida, mejoramiento genético
entre otros, todo esto a beneficio de las generaciones actuales y
futuras. Por tanto, el desarrollo de Bancos de Recursos Genéticos
(BRG) 0 Bancos de Germoplasma (BG) juega un papel fundamen-
tal en salvaguardar el material genético de estos recursos.

Los BRG o BG, son los depdsitos que ayudan a mantener y
conservar el material genético de especies nativas o exéticas de
importancia bioldgica y econémica de una region. Los objetivos
de los BRG, estan influenciados por la forma en que los bancos
se establecen y operan. Las principales categorias son (1) ban-
cos para conservacion animal, (2) bancos para conservacion de
especies de importancia agricola y (3) bancos para investigacion
médica y de ciencia basica. De tal modo, existen diferencias pri-
mordiales en el concepto e intencion entre BG, los cuales estan
en buena medida influenciados por el tipo de material a resguar-
dar (Holt, 2001).
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Historicamente, los primeros BRG 0 BG iniciaron con la con-
servacion de semillas de plantas. En el mundo se cuenta con una
importante boveda que fue construida a 130 m de profundidad en
una montafia de la isla Spitshergen, perteneciente al archipiélago
Svalbard en Noruega. La béveda de Svalbard contiene alrededor
de 100 millones de semillas de plantas pertenecientes a un cen-
tenar de paises (ICRISAT, 2008). A raiz de la relevancia que han
adquirido los RG, la FAQ ha dirigido esfuerzos importantes para su
conservacion en el mundo con el propdsito de promover un ma-
nejo sostenible a nivel global (ONU, 1992). Bajo dicho contexto, se
han desarrollado planes estratégicos de accion, bases de datos,
convenios y guias para el mejor manejo de los RG. En el caso es-
pecifico de los RGAn, la FAO desarroll6 el sistema de informacion
llamado Domestic Animal Diversity Information System (DAD-IS)
el cualindica que ~154 paises se encuentran involucrados en pro-
gramas de conservacion in situ o ex situ con apoyo del gobierno,
academia o iniciativa privada (DAD-IS, 2011).

Posterior al desarrollo del Plan Global de Accidn estableci-
do por la FAO en 2007, los paises participantes iniciaron con el
cumplimiento de los compromisos establecidos en este plan. Con
respecto a las estrategias de conservacion, a la fecha, los paises
participantes, organizados en redes de colaboracion, se encuen-
tran desarrollando tareas para la conservacion de los RGAn in
situ'y ex situ. De tal manera que la conservacion ex situ in vitro
puede ser realizada o coordinada por el gobierno en conjunto con
instituciones de investigacion, universidades y asociaciones, en-
tre otros.

En dicho sentido, el procesamiento, almacenamiento de
muestras y especimenes puede ser realizado por los miembros
de las instituciones participantes (Day & Stacey, 2007). Para ello,
los gobiernos e instituciones participantes han desarrollado, o
se encuentran desarrollando BRG para resguardo del patrimonio
nacional (Tabla 1). Por ejemplo, en los Estados Unidos de Nor-
teamérica destaca el Programa Nacional de Recursos Genéticos
(National Genetic Resources Program, NGRP), autorizado por el
congreso estadounidense en 1990. El objetivo de este programa
es caracterizar, preservar, documentar y distribuir entre todos los
cientificos interesados, el germoplasma de todo tipo de formas
bioldgicas que directa o indirectamente estén relacionadas con
algtn aspecto de produccion agricola y alimentaria (Blackburn,
2011). Con base en los objetivos establecidos por dicho programa,
se desarrollaron proyectos independientes para la preservacion
del germoplasma de plantas, animales, microbios e invertebra-
dos.

El Programa Nacional de Germoplasma Animal (National
Animal Germplasm Program, NAGP) fue iniciado en Fort Collins,
Colorado, EUA, en 1999 y tiene como objetivo principal, coordinar
la disponibilidad, conservacién y utilizacion del material genético
animal a fin de proveer grupos de genes con caracteristicas fa-
vorables para incrementar la produccion mundial de alimentos.
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Tabla 1. Lista de algunos bancos de germoplasma dedicados a la

criopreservacion de recursos genéticos animales.

Pais Nombre del Banco

Albania Somatic Cells Gene Bank

Alemania German Genebank for Domestic Animals

Austria Austrian Gene Bank for AnGR. The Austrian
National Cryo-preservation programme

Azerbaiyan Republic Artificial Insemination Center

Brasil Brazilian Animal Gen Bank

Canada Canada Animal Genetic Resources program.
Agriculture and Agri-Food Canada

Eslovenia The National Farm Animal Gene Bank of

Estados Unidos

Slovenia

National Center for Genetic Resources

Preservation

Francia Cryobanque Nationale
Grecia National Cryobank for AnGR
Italia Criobanca del Germoplasma Animale

“Giuseppe Rognoni”-IBBA-CNR, Banca delle
Risorse Genetiche Animali Lombarde-LABank

Dutch National Gene Bank for AnGR- Centre
for Genetic Resources, the Netherlands

Paises Bajos

Malasia Bancos en: The National Institute of
Veterinary Biodiversity & The National
Embryo Center

México Centro Nacional de Recursos Genéticos

Perd Instituto Nacional de Innovacion Agraria

Suiza National Genpool

Taiwan Taiwan Animal Germplasm Center

Para realizar las actividades de operacion del NAGP, se formaron
seis comités (especies acuaticas, ganaderia para produccion
de carne, ganaderia para produccion lechera, aves, rumiantes
menores y ganado porcino) que se integraron de universidades,
sector plblico, privado y agencias gubernamentales (Blackburn,
2011). El resguardo del germoplasma se ha confinado al Centro
Nacional para la Preservacion de los Recursos Genéticos (Natio-
nal Center for Genetic Resources Preservation NCGRP), el cual
pertenece al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
(United States Department of Agriculture, USDA) y es coordinado
por la Agencia de Investigacion Agricola (ARS Agricultural Re-
search Service).

Otro banco importante es el situado en Sudamérica, el ban-
co genético animal brasilefio, que contiene mas de 14,000 mues-
tras de ADN y tejidos de especies de ganado nativas y de impor-
tancia econdmica, de las cuales ~60 mil dosis son de semen y
500 muestras de embriones de diversas especies de ganado bajo

Paniagua-Chavez C. G. et al.

algan grado de riesgo (FAQ, 2010b). La Empresa Brasilefia de In-
vestigaciones Agropecuarias (EMBRAPA), institucion vinculada
al ministerio de Agricultura Pecuaria y Abastecimiento de Brasil,
es la responsable de ejecutar el programa de conservacion ex si-
tu in vitro. Un ejemplo de colaboracion internacional es el trabajo
realizado entre Canadd, Estados Unidos y Brasil para desarrollar
el sistema de informacion y base de datos para apoyar el manejo
de los RGAn entre tales paises.

SUBSISTEMA NACIONAL DE RECURSO0S
GENETICOS ACUATICOS

Al igual que en otros paises, en México se establecio el Centro
Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) que pertenece al Sis-
tema Nacional de Recursos Genéticos (SINARGEN) y tiene como
objetivos: (1) preservar y proteger los RG del pais, (2) contribuir y
propiciar el uso ordenado y racional de los RG de México (RGM),
(3) coadyuvar a las acciones realizadas por el SINARGEN vy (4)
difundir la importancia de la conservacion de los RGM. El CNRG
esta constituido por cinco subsistemas (Acuético, Agricola, Fo-
restal, Microbiano y Pecuario) los cuales, tienen como objetivos
principales desarrollar tareas de recoleccion, conservacion, ca-
racterizacion, evaluacion, uso sostenible y monitoreo de recur-
s0s genéticos in situ y ex situ de México (De la Torre, com. pers.
2011).

EI SINARGEN nacid a partir de que el Programa Sectorial de
Desarrollo Agropecuario y Pesquero (2007-2010) considerd nece-
saria la promocidn del uso racional y aprovechamiento sostenible
de los recursos basicos para la produccion primaria: suelo, agua,
vegetacion y mares; asi como la conservacion de los recursos
fitogenéticos, zoogenéticos y forestales; ya que de ello depende
la produccion de alimentos inocuos y de calidad para la poblacién
de las generaciones actuales y futuras.

En este entorno y con la finalidad de integrar acciones que
permitan conservar, estudiar y aprovechar sosteniblemente
nuestra riqueza genética, se desarrollé el SINARGEN como un es-
guema de coordinacidn en la materia, con los cinco subsistemas
antes mencionados. Sin embargo, a pesar de que se ha destinado
un gran esfuerzo en la conservacion de los RGAn, poco ha sido
dedicado a los RGAy ala fecha se tiene escasa informacion de |a
existencia de programas destinados a la conservacion de RGA o
aresguardos en los BRG o BG.

En Estados Unidos de Nortéamerica se tienen almacenados
en el NAGP ~28,500 muestras de germoplasma correspondientes
a 729 organismos pertenecientes a 13 especies de peces de agua
dulce, seis de peces marinos y tres de invertebrados (Blackburn,
2011).

En la India, el Consejo de Investigacion Agricola establecid
en 1983 el Burd Nacional de Recursos Genéticos de Peces (Na-
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tional Bureau of Fish Genetic Resources, NBFGR) el cual, se ha
vuelto un centro de excelencia en la categorizacion y conserva-
cion de recursos acuaticos en dicho pais. En la India los RG se
han valorado en términos de su potencial econémico, ecolégico
y social, por tanto, su conservacion a largo plazo se vuelve una
necesidad. La creacion del NBFGR nace a raiz de que en este pais
se detecta que sus RGA estan amenazados debido al aumento de
la poblacion humana, y se sabe que estas alteraciones podrian
ser severas y resultar en una pérdida de la diversidad genética
0 en la extincion de las poblaciones. Por tanto, el NBFGR pro-
yecta un plan visionario hasta el 2025 en el cual, las prioridades
son la caracterizacion, manejo y uso sostenible de los RGA con
el fin de salvaguardar la diversidad genética de los peces de este
pais (NBFGR, 2007). A la fecha, los avances del NBFGR son: (1) el
desarrollo de una base de datos de >2000 especies de peces, (2)
el analisis de la estructura genética de poblaciones de diversas
especies prioritarias, (3) la estandarizacién de tecnologia para
la conservacion in situy ex situ de especies en peligro y (4) el
desarrollo de capacidades para el diagnéstico de patégenos en
relacion a la evaluacion de especies de peces exaticos (NBFGR,
2010).

Otro BG dirigido a la conservacion de RGA es el CRIOGAM,
instalado en la Facultad de Ciencias del Mar de la Universidad
Catdlica del Norte, en Coquimbo Chile. La misién de dicho banco
es conservar y generar investigacion para optimizar los protoco-
los utilizados en la criopreservacion de gametos de organismos
marinos, especificamente para el abuldn rojo (Haliotis rufescens
Swainson, 1822) y el azul (H. fulgens Philippi, 1845), el ostion del
norte (Argopecten purpuratus Lamarck, 1819) y la almeja amarilla
(Mesodesma donacium Lamarck, 1818) (Dupré & Guerrero, 2011).

En Moscl, Rusia, el banco genético de baja temperatura de
esperma de peces (Low-Temperature Gene Bank of Fish Sperm),
fue fundado en 1988 en el All-Russian Research Institute of Fres-
hwater Fisheries, con el fin de conservar la diversidad genética
de los esturiones. Para 2008, se tenian ~400 muestras de semen
de diferentes especies de esturion (Mims et al. 2011), cifra que
sigue en continuo aumento.

En Canada, World Fisheries Trust (WFT) en conjunto con
agencias de gobierno y First Nations, han sido responsables de
la criopreservacion de esperma de salmones silvestres durante
1990-2006. WFT ha criopreservado mas de 4,500 muestras de 43
diferentes lineas de material genético de salmonidos (Harvey,
2011). Igualmente, WFT se ha encargado del desarrollo de méto-
dos de criopreservacion de esperma en campo para numerosas
especies migratorias de Sudamérica, especialmente del Brasil
(Carolsfeld et al. 2003). Finalmente, el CNRG de México contiene
los Bancos Periféricos de Germoplasma de especies Acuéticas,
de los cuales se hablara en la proxima seccion.

En México, al noroeste del pais, en el Centro de Investiga-
cion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada (CICESE),
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nace en el 2005 el primer BG de especies acuaticas a nivel piloto
denominado “Banco de Germoplasma de Especies Acuaticas de
Baja California”. Este proyecto fue desarrollado con fondos de un
proyecto mixto entre el Consejo Nacional de Ciencias y Tecno-
logia (CONACyT) y la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT). El objetivo del proyecto fue el de conser-
varlos RG de especies acuaticas conimportancia bioldgicay eco-
ndmica para Baja California, con el fin de ayudar a los programas
de conservacion y a mejorar la industria acuicola del estado.

Este proyecto finalizd en 2007, pero el Banco de Germo-
plasma quedé como un legado y ejemplo nacional para asegurar
la conservacion de los recursos genéticos del pais. En 2009, el
Banco de Germoplasma de especies acuéticas de Baja Califor-
nia se integra al Sistema Nacional de Recursos Genéticos para
la Alimentacion y la Agricultura de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) a
través del Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA), siendo ahora
conocido como SUBNARGENA. EI SUBNARGENA pertenece al
SINARGEN y tiene como objetivo conservar los recursos genéti-
cos acuaticos del pais mediante el desarrollo de nicleos genéti-
cos para el mantenimiento de organismos in situ o ex situ in vivo
y la criopreservacion de material genético (conservacion ex situ
in vitro).

El SINARGEN, se establecié como un mecanismo abierto e
incluyente para resguardar, proteger, mejorar y aprovechar sos-
teniblemente toda la riqueza genética de los sectores acuatico,
agricola, forestal y pecuario de México, que opera a través de
los subsistemas y redes (especie, tematica o region) y en las que
participan varias instituciones de México. En este contexto y en
el marco del SUBNARGENA, se constituyd la Red de RGA, como
parte de los elementos que permitan orientar acciones hacia el
cumplimiento de los objetivos del Programa de Uso Sostenible
de Recursos Naturales para la Produccion Primaria y en parti-
cular apoyar a los objetivos establecidos en el Plan Nacional de
Accion para la conservacion de los RGA. La red esté constituida
por investigadores de diferentes instituciones tales como la Uni-
versidad Nacional Auténoma de México (UNAM), la Universidad
Judrez Auténoma de Tabasco (UJAT), la Universidad Autonoma
de Baja California (UABC), la Unidad Multidisciplinaria de Do-
cencia e Investigacion (UMDI-UNAM), la Universidad Auténoma
Metropolitana Iztapalapa (UAM-I), el Colegio de la Frontera Sur
(ECOSUR), el Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste
(CIBNOR), y se espera que otras instituciones se sumen al trabajo
del SUBNARGENA.

El SUBNARGENA, coordinado por el CICESE en Ensenada,
B. C tiene un BG periférico, que contiene muestras de diferentes
especies tales como, lenguado (Paralichthys californicus Ayres
1859), ostion del pacifico (Crassostrea gigas Thunberg 1793), abu-
[6n rojo (Haliotis rufescens), totoaba (Totoaba macdonaldi Gilbert
1890) y trucha de San Pedro Martir (Oncorhynchus mykiss nelsoni
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Evermann 1908). Ademas y debido a la necesidad de atender las
necesidades de conservacion ex situ in vitro de todo el pais, en
febrero de 2010 se establecié un segundo BG en el sureste del
pais denominado Banco de Germoplasma Periférico del Sureste,
el cual sera coordinado por la Unidad Multidisciplinaria de Do-
cencia e Investigacion-UNAM en Sisal Yucatan y coordinara las
tareas y objetivos establecidos en el Plan de Accion del SUBNAR-
GENA.

LA CRIOPRESERVACION COMO
UNA HERRAMIENTA EN LA CONSERVACION
DE LOS RECURSOS GENETICOS ACUATICOS

La criopreservacion es una técnica que permite mantener a muy
bajas temperaturas (<~130° C), a cualquier conjunto bioldgico de
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células por tiempo indefinido, creando las condiciones necesa-
rias para que conserven la capacidad de sobrevivir después de
la descongelacion (Day & Stacey, 2007). Tal herramienta tiene
amplio potencial para los fines que se persiguen en la biologia de
la conservacion, la ecologia y la acuicultura. En especies acua-
ticas, la conservacion de gametos y embriones es clave para el
desarrollo de tecnologias de reproduccion asistida (Denniston et
al. 2011); porque es posible la no dependencia de los reproducto-
res para efectuar la fertilizacion artificial fuera de la temporada
reproductiva. Incluso, se puede diagndsticar la condicién patolo-
gica de los gametos, antes que sean empleados para fertilizacion
o se liberen al medio (Bobe & Labbe, 2009). Ademas, el manteni-
miento de los gametos a bajas temperaturas, facilita su transpor-
te a diferentes unidades de reproduccién en donde el material
puede ser utilizado en programas de seleccion genética o bien

ACTIVIDADES EN LA CRIOPRESERVACION A
CORTOY LARGO PLAZO

TOPICOS DE ﬂ HECESIDADES EN LA
INVESTIGACION APLICACION
| Coleccion del Germoplasma |
Cempesicion de la solucien ﬂ Datos biclégicos de los reproductores
Presion osmotica e o tarizac &t
S Solucién Fisiologica aractenzacion genetica
Tasa de dilucien —,I | Permisos y acuerdos
Tiempo de almacenamienta ﬂ
| meacién |\
Tipo de recipientes Evaluacién de la Control de calidad
Crioprotectantes (toxicidad aguda) 1 4 colidaddela Transmision de enfermedades
Tasa de congelamiento - musesta Inwventario
— Rutas critica
Congelacion |
I -
Temperaturas y tiempo -
Almacenamiento a-196 °C Intary )
Control de calidad
Acuerdos sobre el transporte
de muestras
b Reglamento para el uso y desecho
D Iacic de muestras
Calidad de las musstras S Lt LB L | Transmision de enfermedades
Habilidad para fertilizar o ser fertilizado Viebiidadd
_ (Bl eglife bl e
. la muestra

Fertilizacion |

Fertilizacion
Eclosion

Catos sobre las cruzas
Seleccion y mejoramiento

Crecimiento
Sobrevivencia

I

Evaluacion del Desempeno

de los reproductores
Analisis de mercado

Figura 1. Aspectos implicados en la criopreservacion.
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para la conservacion de especies en peligro de extincion (Cabrita
et al. 2010) o de interés comercial (Chao & Liao, 2001; Tiersch &
Green, 2011).

El proceso de la criopreservacion en organismos acuéticos
se puede desglosar en los siguientes pasos: coleccion del germo-
plasma, mantenimiento de muestras en una solucion fisiolégica o
extensora, refrigeracion o almacenamiento a corto plazo, conge-
lacion, almacenamiento a —196° C, descongelacion, fertilizacion y
evaluacion del desempefio (Fig. 1).

La eleccion del tipo de material para criopreservar depende
primeramente de la posibilidad de obtenerlo, los objetivos que se
persiguen, la existencia de experiencias en la recolecta de game-
tos y protocolos de criopreservacion, asi como de los costos y de
otras circunstancias de caracter practico (Hiemstra et al,, 2005).
Por otro lado, para otorgarle valor o precio al material en res-
guardo, es recomendable que la recolecta del material bioldgico
considere los siguientes supuestos: (1) pureza de la muestra (libre
de organismos contaminantes), (2) autenticidad (identificacion
correcta a nivel morfolégico y genético de cada donante u pro-
genitor) y (3) control de calidad (determinacion de la adecuada
funcionalidad y capacidad de las células) (Stacey & Day, 2007).

Se hace hincapié en lo anterior debido a que, durante el al-
macenamiento de las células gaméticas a temperaturas cercanas
al punto de congelacion, éstas disminuyen su metabolismo pero
no lo detienen, como sucede en condiciones de almacenamiento
a-196° C (Denniston et al,, 2011). Por ello, se debe poner atencion
especial para asegurar el funcionamiento apropiado del metabo-
lismo celularylaintegridad de las estructuras de las células al re-
tornar a la temperatura normal. Asi, el medio de almacenamiento
juega un papel crucial y la solucion extensora (SE) mas apropia-
da, serd aquella que tenga la capacidad osmotica e i6nica para
mantener apropiadamente el metabolismo de las células (Scotty
Baynes, 1980).

A la fecha, no existe un criterio que determine el éxito de
usar una solucion extensora de formulacion simple (uno a dos
ingredientes) o una compleja (mezcla de uno o varios aditivos de
alto peso molecular) (Cabrita et al., 2009). Aunque, se ha sugerido
que el criterio para la eleccion se base en que la composicion
idnica y la presion osmética de la SE, sean lo mas similar a aque-
lla en la sangre o el plasma seminal del organismo (Morisawa &
Susuki, 1980), lo que hace que esta SE sea especie-especifica.
Sin embargo, al determinar una SE apropiada debe considerar-
se que esta debe prevenir la activacién de gametos y permitir la
homeostasis celular. Incluso, la SE puede incluir moléculas es-
pecificas para proteger a los gametos de dafios por efecto de las
bajas temperaturas (Gwo, 2000).

Independientemente de la formulacion de la SE, el material
bioldgico esta sujeto a cambios en su medio fisico y quimico. Por
tanto, su tolerancia al almacenamiento, tiene que ser conside-
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rada y su calidad monitoreada constantemente. En el caso del
esperma, el porcentaje de células con movimiento después de
su activacion con el medio apropiado, ha sido el criterio mas uti-
lizado para determinar su calidad (Cabrita et al,, 2009). Incluso,
con base en lo anterior, se puede inferir si la criopreservacion
serd viable o si se dificultard y entonces el almacenamiento en
refrigeracién permaneceria como la (nica opcién para manejar
una fertilizacion posterior in vitro (Bobe & Labbe, 2009).

El éxito en la conservacion de semen a corto plazo depende
de las caracteristicas fisicas y fisioldgicas de las células esper-
maticas (Bobe & Labbe, 2009). Cuando el esperma se almacena
entre 0y 4° C, la adicién de antibidticos y la tasa de suspension
(Esperma:SE) son los parametros mas relevantes para su man-
tenimiento (Bromage & Roberts, 2001). Los antibidticos mas em-
pleados en este caso son penicilina y estreptomicina, que solos o
en combinacion han sido aplicados con éxito en la conservacion
a corto plazo del esperma de varias especies de peces (Bromage
& Roberts, 2001). En el caso de la tasa de suspension o propor-
cion entre volumen de la SE y el semen, las tasas de 1:1 a 1:3
han sido eficientes en la criopreservacion de gametos, por lo que
estas pueden ser utilizadas como pauta para efectuar ensayos de
conservacion a corto plazo (Bromage & Roberts, 2001). No obs-
tante, en especies donde el semen es extraido directamente de
las gonadas, la dilucion inicial recomendable es de 1:10 (Bobe &
Labbe, 2009).

En el caso de la criopreservacion a largo plazo la congela-
cion del material biolégico se realiza en nitrogeno liquido a -196°
C y su objetivo principal, es conservar la integridad genética, la
funcionalidad y la estructura fisica de las células, mientras la
actividad metabdlica es detenida (Chao & Liao, 2001;Tiersch &
Green, 2011). Durante este procedimiento, el tipo y concentracion
del crioprotectante, la tasa de congelacion, la tasa de descon-
gelacion, el tiempo de almacenamiento y la accidn bacteriana
son factores clave (Gwo, 2000; Lahnsteiner, 2000; Li et al., 2006;
Tiersch & Green, 2011).

Durante la criopreservacion con frecuencia se logra obser-
var efectos dafiinos sobre las células sometidas (Paynter & Fuller,
2007). Uno de los mas letales, es el rompimiento de las células debi-
doalaformaciondecristalesdehielo,los cualesocasionanefectos
deletéreos en la célula (Leibo, 2008; Tiersch & Green, 2011).

Bajo este contexto, el uso de agentes crioprotectantes
(ACP), tienen la funcion de reducir la temperatura de congela-
cion del medio en el que se encuentran suspendidas las células
para reducir o contrarrestar la formacion de los cristales de hielo
(Woods et al. 2004; Pegg, 2007). Los ACP se pueden dividir en dos
tipos: crioprotectantes penetrantes a la membrana plasmatica,
tales como glicerol, dimetil sulféxido, 1,2-propanodiol, etilenglicol
y metanol entre otros, y crioprotectantes no penetrantes, como
los aziicares (glucosa, trehalosa y sacarosa, entre otros), (Leslie
et al. 1995; Jain & Paulson, 2006). Sin embargo, los mismos ACP
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penetrantes que confieren proteccion a la célula, pueden ser
extremadamente toxicos cuando se encuentran a altas tempe-
raturas ya que pueden inducir la desnaturalizacion de proteinas
debido a su naturaleza (Rana, 1995; Muchlisin, 2005). Por otro la-
do, el dafio producido por los ACP no penetrantes, es generado
por la deshidratacion y la consiguiente constriccion de las célu-
las por debajo del volumen critico. En ambos casos, la disolucién
de estos compuestos quimicos genera una presion osmoética alta
que provoca encogimiento o aumento del volumen de la célula,
ya sea en el proceso de criopreservacion o en el de descongela-
cion (McFadzen, 1995; Ozkavukcu & Erdemli, 2002). Por tanto, en
la eleccion del ACP se debe considerar que éstos sean de bajo
peso molecular, baja toxicidad y alta solubilidad en agua (Chao &
Liao, 2001; Pegg, 2007; Leibo, 2008).

Otro de los factores relevantes durante la criopreservacion a
largo plazo son las tasas de congelacion, que estaninfluenciadas
por lavelocidad a la que el agua se mueve a través de la membra-
na celular. Esta habilidad esta determinada por factores como, el
tipo especifico de membrana, la temperatura, la proporcion entre
la superficie de la membrana, el volumen y la concentracion de
solutos (Denniston et al. 2011). Por ello, las tasas de congelacion
deben ser definidas en conjunto con |la temperatura inicial y final
del procedimiento (Tiersch & Green, 2011). Lo anterior se debe a
que la congelacion rapida de los gametos o embriones no permite
una deshidratacion apropiada y puede originar la formacion de
cristales letales dentro de la célula (Denniston et al,, 2011) y de
manera opuesta, si la congelacién sucede muy lentamente, pue-
de producirincremento de los efectos de exposicion a la solucion
crioprotectora dentro de la célula (Rall & Polge, 1984). Asi, la téc-
nica utilizada para el enfriamiento, es determinante en la calidad
final de las muestras.

La congelacion puede ser realizada de manera manual (utili-
zando una caja de hule espuma) o automatica (con un congelador
con tasas de congelacion programable). Para bajar la temperatu-
ra utilizando un congelador manual se requiere hielo seco o va-
por de nitrégeno liquido (VN,L) mientras que para el congelador
programable se utiliza VN,L (Wayman & Tiersch, 2001). El enfria-
miento con VN,L ofrece una distribucién de la temperatura mas
uniforme y se puede manejar a diferentes tasas de congelacién,
lo que no sucede cuando se utiliza hielo seco, el cual, aunque
conveniente para la aplicacion en campo, puede solo generar ta-
sas de enfriamiento de ~30-35° C/min (Bromage & Roberts, 2001;
Salinas-Flores, 2003).

La descongelacion es otro punto importante en el proceso
de criopreservacion y también tiene efectos adversos, la recris-
talizacion del hielo al momento de la descongelacién provoca
efectos similares a los de la congelacion (Woods et al., 2004).
Por ello es importante establecer las tasas de descongelacion
mas adecuadas para reducir los dafios (Chao & Liao, 2001; Pegg,
2007). La influencia que tienen las tasas de descongelacion sobre
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el material bioldgico son la formacion de cristales de hielo intra-
celular, la rehidratacion y el mantenimiento de la integridad celu-
lar (Tiersch & Green, 2011). La temperatura de descongelacion,
depende de la tasa de congelacion y de la temperatura previa de
la muestra antes de haber sido introducida en el nitrégeno liquido
(Denniston et al., 2011). Por otro lado, las tasas de congelacion
y descongelacion también dependen de la especie y del tipo de
célula. Por ejemplo, en el caso de embriones de mamiferos tales
como terneros, ovejas, cabras y potrillos se ha determinado que
el uso de tasas de descongelacion lentas (menores a 25° C/min),
es favorable para su sobrevivencia (Wilmut & Rowson, 1973; Wi-
lladsen et al., 1976; Bilton & Moore, 1976; Yamamoto et al., 1982,
Takeda et al, 1984;). Mientras que para el esperma de anfibios,
se ha observado que diferentes tasas de descongelacién no
afectan la recuperacion celular (Hopkins & Herr, 2008; Sargent &
Mohun, 2005; Browne & Figiel, 2011). En el esperma de la almeja
(Mesodesma donacium) la descongelacion rapida resulto en 84%
de fertilizacion y motilidad de 12%, mientras que con la lenta, se
obtuvo una tasa de fertilizacion del 62% y un 17% de motilidad
(Dupré & Joo, 2006).

La vitrificacién, como una modalidad alternativa de la crio-
preservacion (Fahy et al,, 1984; Cabrera et al,, 2006) consiste en la
congelacion ultrarapida de las células, lo cual permite que el agua
se congele de una manera amorfa sin la formacion de cristales de
hielo (Vajta et al., 1998; Isachenko & Isachenko, 2007). Tal proce-
dimiento reduce los tiempos en el manejo de muestras, porque
estas son sumergidas directamente en el nitrégeno liquido, con lo
que se evita el uso de equipo sofisticado (Denniston et al,, 2011).
La técnica de vitrificacion ha sido aplicada con éxito en ovoci-
tos o embriones de conejos (Lopez-Béjar & Lopez-Gatius, 2000),
humanos (Mukaida et al,, 2003), toros, caballos (Campos-Chillon
et al,, 2009), peces (Chen & Tian, 2005) y ratones (Manno, 2010,
Mazur & Seki, 2011). La desventaja de dicha técnica es que en los
casos en que se necesitan ACP, estos tienen que ser utilizados a
altas concentraciones, lo que puede producir citotoxicidad a las
células antes de su vitrificacion (Taylor et al., 2004). Por tanto, es
necesario realizar experimentos para determinar que células son
factibles de vitrificar.

Determinar la calidad de las muestras antes y después de la
criopreservacion es un elemento importante para definir el éxito
de la técnica de criopreservacion utilizada. Para muestras de es-
perma, la funcionalidad del espermatozoide es uno de los princi-
pales marcadores de calidad. La movilidad ha sido el parametro
mas utilizado para determinar |a calidad del esperma de mamife-
ros y especies acuaticas. Aunque la evaluacion de la movilidad
espermatica puede ser un método efectivo en esperma fresco,
éste no es siempre efectivo para muestras de semen desconge-
ladas ya que no siempre puede predecir la habilidad para fertilizar
(Cieresko et al,, 1999; Paniagua-Chavez, et al,, 2001). Existen otros
parametros que son importantes en la determinacién de la cali-
dad del semen como lo es la concentracion espermatica, la cual,
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en muchas ocasiones no se reporta o no se tiene control de esta
(Cuevas-Uribe & Tiersch, 2011). Esto implica que el desconocer
la concentracion espermatica podria afectar los resultados de la
evaluacion. Por lo que es imperante reconocer la importancia de
la determinacion de la concentracion espermatica y asi llevar a
cabo la homogenizacion y estandarizacion de métodos que daran
por resultado, la obtencion de informacion mas precisa sobre la
calidad espermatica (Cuevas-Uribe & Tiersch, 2011).

La viabilidad celular es otro pardmetro que se utiliza regular-
mente tanto para gametos como para embriones. La determina-
cion de la viabilidad espermatica, puede facilitarse con el uso de
sondas fluorescentes (Paniagua-Chavez, et al., 2001; Cabrita et al.
2011). Las sondas fluorescentes se emplearon inicialmente para
verificar la viabilidad de espermatozoides de humanos y animales
de granja tales como bovinos y ovejas, y en afios recientes en
varias especies de organismos acuaticos (Cabrita et al, 2011). En
general, las pruebas usadas mas comlnmente para determinar
la viabilidad espermatica son la evaluacion de la integridad de
la membrana citoplasmatica y el potencial de la membrana mi-
tocondrial (Daly & Tiersch, 2011). Para las especies acuéticas, la
prueba de viabilidad espermatica utilizando las sondas fluores-
centes de SYBR14 y yoduro de propidio (YP) (Live-Dead Sperm
Viability kit” ®; Molecular Probes, Eugene, OR) son las mas usa-
das. Esta prueba consiste en una tincién dual donde las células
con membranas intactas adquieren un color verde debido a que
la sonda fluorescente de SYBR14 penetra la membrana y se inter-
cala en la molécula del ADN. Las células dafiadas adquieren una
coloracion roja debido a que la sonda de YP se intercala al ADN
por exclusién competitiva con el SYBR14 (Thomas et al,, 1997,
1998; Paniagua-Chavez, et al,, 2001). En el caso de la evaluacion
del potencial de membrana mitocondrial, se utiliza rodamina 123
la cual, se acumula selectivamente en la mitocondria, dependien-
do del potencial de la membrana. Por tanto, cambios en el poten-
cial de membrana resultaran en cambios en la intensidad de la
tincion (Petit, 1992). Otras sondas fluorescentes tales como Mito
Tracker Red (Favret & Lynn, 2010) y JC-1 (Guthrie, et al., 2008) han
sido también utilizadas para evaluar el potencial de membrana
mitocondrial.

La criopreservacion de ovocitos, huevos o embriones de es-
pecies acudticas ha sido extremadamente dificil (Hamarato§lu et
al. 2005; Hagedorn & Kleinhans, 2011). Sin embargo, se continlia
con una investigacion ardua debido a la importancia de la aplica-
cion que tiene la criopreservacion de este tipo de células (Hage-
dorn & Kleinhans, 2011). Uno de los primeros pasos es entender
la fisiologia compleja de estas células con respecto al proceso
de criopreservacion. Para esto, la evaluacion de |a calidad de los
ovocitos y embriones antes y después de |a criopreservacion es
un punto importante. Por ello, también las tinciones fluorescentes
han sido utilizadas para evaluar el desempefio de estas células.
El diacetato de fluoresceina (DAF) ha mostrado ser un buen in-
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dicador de la integridad estructural en ovocitos y embriones de
especies acuaticas (Paniagua-Chavez, et al, 2001). Esta sonda
fluorescente, es capaz de penetrar la célula donde las esterasas
hidrolizan el grupo diacetato y la fluoresceina libre se acumula
dentro de la célula y emite una fluorescencia verde que indica
que esta intacta (Boender, 1984).

Finalmente, la fertilizacion puede ser considerada también
un parametro integrativo de evaluacion de calidad de gametos,
principalmente en las especies que contiene esperma con acro-
soma, como los moluscos, donde el esperma con buena movilidad
pero con dafio en el acrosoma, pueden conducir a tasas de fer-
tilizacion muy pobres (Paniagua-Chavez et al,, 2001). La evalua-
cion de la calidad de gametos y embriones es extremadamente
importante pero altamente problematica, por lo que es de gran
importancia segquir trabajando en estos topicos para validar los
métodos y mejorar los protocolos de evaluacion.

En resumen, la respuesta de las células al proceso de crio-
preservacion, esta relacionada al tipo de célula (meiotica o mito-
tica) y a la fase de desarrollo celular, por ello los procedimientos
de criopreservacion implican necesariamente la mejora de técni-
cas especie-especificas (Woods et al., 2004; Pegg, 2007). A la fe-
cha, los logros en la conservacion de esperma en especies acua-
ticas han sido muy amplios en comparacion con los de ovocitos o
embriones, (McFadzen, 1995; Gwo, 2000; Pentfold & Watson, 2001;
Dupré & Espinoza, 2004; Di Matteo et al.,, 2009). Como se dijo ante-
riormente, la complejidad celular de los ovocitos y embriones de
las especies acuaticas es uno de los principales factores que no
han permitido la criopreservacion de estas células.

De los trabajos sobresalientes enla criopreservacion de ovo-
citos de especies acuaticas se pueden mencionar los realizados
para el erizo (Evechinus chloroticus Valenciennes 1846) (Adams
et al.,, 2003), la estrella de mar (Asterina miniata Brandt 1835) (Ha-
maratoglu et al., 2005) y el ostion (Crassostrea gigas) (Tervit et al.,
2005). Ademas, de los significativos avances realizados en el pez
cebra Danio rerio (F. Hamilton 1822) (Seki et al., 20074, b; Babin et
al., 2008; Zhang et al., 2008; Tsai et al,, 2009; Guan et al., 2010).

CRIOPRESERVACION DE LOS RECURSOS
GENETICOS ACUATICOS DE MEXICO

En México, la conservacion de RGA ha sido supeditada a los BG
del SUBNARGENA que tienen como objetivos prioritarios ubicar,
recolectar, conservar y caracterizar el germoplasma de organis-
mos acuaticos que por sus caracteristicas hioldgicas o de interés
comercial sean considerados prioritarios para la nacion. El alma-
cenamiento de recursos génicos o germoplasma en el SUBNAR-
GENA ofrece una oportunidad excelente para facilitar la eficien-
cia de los programas de reproduccion de especies en cautiverio.
Bajo dicho argumento, las granjas acuicolas serian las mas be-
neficiadas ya que se facilitaria la produccion de larvas de un mo-
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do mas simple, se reducen los costos porque no generan gastos
para el mantenimiento de reproductores y con menos riesgo para
los técnicos y laboratoristas. Por ejemplo, es mas sencillo trans-
portar esperma o embriones congelados de lugares distintos que
a los reproductores, ya que estos son mas susceptibles al estrés
causado por el transporte y confinamiento. Ademas, economica-
mente es mas rentable producir organismos libres de patégenos
provenientes de germoplasma de reproductores que contengan
una certificacion sanitaria, que de aquel material o germoplasma
de procedencia dudosa (Tiersch & Green, 2011). Otra ventaja es
la posibilidad de almacenar germoplasma de reproductores con
lineas genéticas de interés, tanto para los productores como para
las instituciones de investigacion (Tiersch et al., 2007; Cabrita et
al, 2010).

Dependiendo de los objetivos del programa de conservacion,
la tecnologia reproductiva y la criopreservacion son dos factores
ligados fuertemente que pueden dar como resultado el éxito en
la produccion y comercializacion del germoplasma almacenado
(Cabrita et al., 2010; Denniston et al., 2011). En ganaderia, |a crio-
preservacion de esperma se ha transformado en una industria
billonaria en el mundo, mientras que en especies acuaticas se
encuentra en un estado de desarrollo temprano desde el punto
de vista tecnoldogico y comercial (Tiersch et al,, 2007). Aunque en
los Gltimos afios, ha habido un incremento en la investigacion y
generacion de literatura relacionada con la criopreservacion
de organismos acuaticos (Tiersch & Green, 2011), incluso, se ha
podido observar que los protocolos generados son variables en
la misma especie o entre especies diferentes (Asturiano, 2009;
Tiersch & Green 2011). Esto es debido a que en las especies
acuaticas, la criobiologia se mantiene como una ciencia dentro
de un marco teérico rudimentario y la criopreservacion, como
una investigacion de tipo empirico con experimentos de ensayo
y error (Tiersch & Green, 2011). Aunado a esto, se tiene el interés
de criopreservar material celular de diversas especies que, se
caracterizan por tener mas diferencias que similitudes entre si
(Tiersch & Green, 2011). Consecuentemente, los protocolos de
criopreservacion para especies acuaticas, se han confecciona-
do con especificidad para el tipo de organismo y el tipo de célula
a criopreservar. De esta manera, en los diferentes pasos de un
protocolo de criopreservacion existen puntos importantes que
requieren alin investigacion y desarrollo de procedimientos para
su aplicacion posterior (Fig. 1).

En el SUBNARGENA, se han disefiado protocolos para la
conservacion a corto plazo y para la criopreservacion, de mues-
tras de esperma, aunque también se tienen experiencias con
ovocitos de ostion (Ramirez-Torrez, 2011). En este BG, también se
realiza la caracterizacion genética de las muestras recolectadas
y se evalla la posible transferencia de patdgenos. Los trabajos de
investigacion realizados han sido en colaboracion con institucio-
nes como son, la UABC, UNAM y UAM, en las que se han abor-
dado topicos relacionados con el desarrollo y optimizacion de
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protocolos de conservacion de gametos, entre los que se pueden
listar la criopreservacion de esperma de lenguado (Paralichthys
californicus) (Parroguin-Hernandez, 2009), abulon rojo (Haliotis
rufescens) (Salinas-Flores, et al, 2005), totoaba (Totoaba mac-
donaldi) (informacion aln no publicada) y trucha de San Pedro
Martir (Oncorhynchus mykiss nelsoni). En esta (ltima especie se
ha realizado una extensa investigacion relacionada a sus RG, en
donde se evaliia la capacidad de esta trucha para ser mantenida
en cautiverio (conservacion ex situ in vivo) (Aguilar-Juarez et al.,
2011), su conservacion a corto y largo plazo, y la determinacion
de la calidad del esperma descongelado (Aguilar-Juérez, 2010).
Ademas, los protocolos de criopreservacion de otros organismos
de importancia ecoldgica o de cultivo, como es el caso del bacalo
negro (Anoplopoma fimbria Pallas 1814), la tilapia (Oreochromis
niloticus Linnaeus 1758y el camaron blanco (Litopenaeus vanna-
mei Boone 1931) estan en proceso de investigacion.

En adicion a lo anterior, los mecanismos relacionados al
criodafio son de gran interés para el desarrollo y optimizacién de
los protocolos de criopreservacion de gametos. Por tanto, en el
SUBNARGENA se ha desarrollado investigacion para la deter-
minacion del criodafio en ovocitos de abulén rojo y ostion del
pacifico (Ramirez-Torrez, 2011). Cabe mencionar, que una parte
del material resguardado en el SUBNARGENA es transferido al
CNRG para cumplir con los objetivos del SINARGEN. Finalmente,
la agenda de trabajo del SUBNARGENA contempla una lista de
especies que por sus caracteristicas ecoldgicas o de cultivo son
prioritarias para su conservacion, entre las cuales destacan las
especies de truchas mexicanas reconocidas hasta ahora (Hen-
drickson et al., 2002; Espinosa et al,, 2007) y los organismos de
importancia comercial como peces, moluscos y crustaceos.

CONCLUSIONES

A la fecha, la creacion de bancos de germoplasma de especies
acuaticas ha sido motivada principalmente por tratar de conser-
var especies de importancia econémica y para la alimentacion.
Ademas de que estos bancos pueden ser una herramienta impor-
tante para mejorar los programas de reproduccion de organismos
acuaticos. De esta manera, en la Gltima década el crecimiento
en los topicos relacionados a la criopreservacion de los RGA ha
aumentado dramaticamente (Cabrita et al., 2009; Tiersch & Green,
2011); por ello, se debe hacer mucho para resolver los problemas
relacionados al desarrollo y estandarizacion de los protocolos de
criopreservacion, por ejemplo, la estandarizacion de los protoco-
los de congelacion que permitan alcanzar tasas de fertilizacion
cercanas a las obtenidas con semen fresco y la evaluacion de
sustancias crioprotectoras que disminuyan los efectos téxicos y
de criodafio sobre la célula (Medina-Robles et al,, 2005). Incluso,
la falta de tecnologia apropiada para el desarrollo de los mismos
y la verificacion de la calidad de las muestras criopreservadas,
son factores relevantes a considerar. Al realizar una revision so-
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bre las colecciones de germoplasma de especies acuaticas en
el mundo, podemos encontrar, que a la fecha, estas colecciones
son pocas, comparadas con las colecciones del sector pecuario,
diseminadas en organizaciones privadas o gubernamentales e
instituciones de educacion, con terminologia y técnicas no estan-
darizadas y sin un organismo privado o gubernamental de apoyo.
Sin embargo, se espera que este estado cambie en la préxima
década y que los BRG evolucionen, tal y como lo han hecho los
sectores pecuario y agricola.

No cabe duda del gran beneficio que tienen los BRG como
apoyo ala proteccion de la biodiversidad, sobre todo para aquellas
especies consideradas amenazadas o en proceso de extincion.
Aunque tiene que ser dirigido gran esfuerzo a la conservacion del
habitat, la criopreservacion del germoplasma es una herramienta
de apoyo importante en estos programas de conservacion.

La técnica de criopreservacion y los BG ofrecen las ventajas
de disponer de un material genético durante largos periodos sin
afectar su viabilidad, aseguran la continua disponibilidad de las
diferentes variedades del material genético, facilitan la transpor-
tacion de éstos recursos y disminuyen los riesgos de introduccion
de enfermedades. Las granjas de cultivo también podrian verse
beneficiadas por medio de la optimizacion del manejo de repro-
ductores, obtencidn de lineas y mejoramiento genético; ademas
de tener la posibilidad de disminuir el mantenimiento de organis-
mos en las granjas, entre otros beneficios. De igual manera, la
investigacion basica y aplicada se verian favorecidas. Ademas,
la posibilidad de congelar los RG, abre las perspectivas para el
intercambio comercial entre paises aumentando la disponibilidad
de nuevos mercados internacionales (Roa et al., 1998). Compa-
rando a la industria pecuaria, la cual es una actividad multimillo-
naria que ha crecido desde la primera vez que se obtuvo esperma
criopreservado hace mas de 50 afios atras, con el trabajo que se
ha realizado en las especies acuaticas, encontramos, que a la fe-
cha, la criopreservacion del germoplasma de especies acuaticas
se encuentra esencialmente como una actividad de investigacion
con una aplicacion comercial escasa.

Por tanto, la creacion del SUBNARGENA junto con el plan
de trabajo desarrollado para salvaguardar los RGA de México,
representa una gran oportunidad para seguir avanzando en los
programas de conservacion a nivel nacional y mundial tratando
de atender todas aquellas preguntas o problemas relacionados a
mejorar las técnicas de conservacion. Asi mismo, se espera gran
impacto en los diferentes sectores que ayuden a fortalecer las
diferentes acciones del plan de desarrollo del pais en materia de
conservacion de recursos genéticos.
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