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Prélogo
Dr. Luis Angel Rodriguez del Bosque
INIFAP

Los recursos genéticos representan un valor invaluable para el desarrollo
estratégico de un pais. México presenta una gran diversidad genética, que ha
resultado del efecto de multiples factores, tales como: los climaticos, geograficos,
antropogénicos, culturales, entre otros. Esta caracteristica es una ventaja, ya que
se tiene la evidencia que una mayor diversidad en una especie o poblacion
representa mayores posibilidades de adaptacién y sobrevivencia ante los
cambios de su entorno. De esta forma, es imprescindible la conservacién de los
recursos genéticos para tener mayores posibilidades de respuesta ante los
cambios presentes y futuros.

Ante la necesidad sefalada, el gobierno federal, a través de la Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y el
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP)
inauguraron el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) el 17 de marzo de
2012 en Tepatitldn Jalisco, con la misién de conservar los recursos genéticos
existentes en México, en beneficio de las generaciones presentes y futuras,
apoyados siempre en el conocimiento cientifico y tecnologia de vanguardia. Para
el cumplimiento de esta misidén, actualmente el CNRG cuenta con la
infraestructura y personal altamente calificado, asi como para la realizacién de la
investigacion y el desarrollo de métodos para la disposicion de semilla o el
restablecimiento de sistemas de cultivo tradicionales y en la reintroduccion de
cultivares tradicionales.

En la presente obra, se incluyen los avances que se han tenido en el CNRG en
conservacion de los recursos genéticos, ademas de colaboraciones en los temas
de especies domésticas, en pequefos rumiantes, especies acuaticas, agricolas y
forestales, microbianos, asi como los servicios que ofrece en la caracterizaciéon
gendmica, herramientas informaticas para el estudio de los recursos genéticos y
depositarios de muestras en la conservacién a mediano y largo plazo.

Este libro se publica como parte de los festejos conmemorativos de los 10 afos
de la fundacién del CNRG y como un reconocimiento de su labor en el INIFAP y
el pais; asi como, en el fortalecimiento de su vinculacién de colaboracién con
otras instituciones dentro y fuera de México.






AGRICULTURA inifap

El Centro Nacional de Recursos Genéticos
José Fernando de la Torre-Sanchez.

Centro Nacional de Recursos Genéticos, INIFAP

Con una gran emocién, pongo a consideracidn de ustedes, el presente libro
intitulado “La conservacion de los Recursos Genéticos a 10 afios de la creaciéon del
Centro Nacional de Recursos Genéticos del INIFAP”, donde un grupo importante
de Investigadoresy Curadores del INIFAP y de otras Instituciones, expertos en las
areas del conocimiento sobre adquisicion, recolecta, documentacion,
caracterizacién, evaluacién, acondicionamiento y conservacidn de Recursos
Genéticos Acuadticos, Agricolas, Forestales, Pecuarios, Microbianos y de
Invertebrados, puso su mejor esfuerzo para plasmar el estado del arte y de la
ciencia en estos temas, con énfasis en el trabajo que se ha venido realizando
desde la creaciéon del CNRG-INIFAP hasta nuestros dias.

En la presente obra, el lector tendra la oportunidad de adentrarse en temas de
mucho interés en recursos genéticos, abordados de una manera sencilla pero
muy completa, incluyendo también temas de actualidad donde se esta
generando nueva informacién de manera constante. La intencién es que sea esta
una obra de consulta y referencia de primera mano en todos los temas de
Recursos Genéticos, que nos permita acceder a informacidn Util y relevante, pero
gue al mismo tiempo nos sefale los caminos para acceder a informacién
especializada, cuando sea menester hacerlo.

Es de esta forma, que el equipo de Investigadores del CNRG-INIFAP, con la
importante colaboracién de colegas del Instituto y de otras Instituciones, que
hemos querido celebrar el décimo aniversario de la puesta en operacién del
Centro Nacional de Recursos Genéticos, “Resguardo de la Riqueza Genética de
México, para las Generaciones Presentes y Futuras”
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Capitulo 1

Los Recursos Genéticos para la Alimentaciény la

Agricultura

Rosalinda Gonzadlez-Santos', Fernando de la Torre-Sanchez? Jorge
Cadena-lhiguez’, Luis Herndndez-Sandovall

1. Universidad Auténoma de Querétaro, 2. Centro Nacional de Recursos
Genéticos, INIFAP, 3. Colegio de Postgraduados.

gonzalezrosalinda941l@gmail.com

Aspectos generales de los Recursos Genéticos para la Alimentaciéon y
la Agricultura.

Los Recursos Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura (RGAA) se
refieren a cualquier material genético de valor real o potencial del cual el
mundo depende para mantener y mejorar la productividad y calidad de
los cultivos, la ganaderia, la silvicultura y la pesca (Casas et al, 2016). Los
RCAA dependen de la participacion humana para su mantenimiento,
evolucion y diversificacion (FAO, 2016). Ademas, existe una
interdependencia entre los paises, que en su mayoria actlan como
proveedores y usuarios, lo cual deriva en tratados y convenios
internacionales que regulan su acceso y la distribucidn justa y equitativa
derivada de su utilizacién (Halewood et al., 2013).

Los RGAA desempefan un papel crucial en la seguridad alimentaria,
nutricidon, medios de vida, mitigacién y adaptacion al cambio climatico y
en la provisién de servicios ecosistémicos. Son componentes clave de
sostenibilidad, resiliencia y adaptabilidad en los sistemas de produccidon
(Figura 1). Asi mismo, son la materia prima para la obtencién de nuevos
productos en el sector farmacéutico, semillas agricolas, suplementos

€2
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botanicos, cuidado personal y cosméticos, la industria alimenticia y
bebidas, entre otros (FAO, 2015b; FAO, 2020).

La integracion de informes mundiales y la definicién de planes de accién
mundial para los RGAA, se lleva a cabo a través de la Comision de Recursos
Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura (CRGAA) de la
Organizacion Mundial para la Alimentacidon y la Agricultura (FAQO). La
CRCAA se integro en el ano 1983 para la atencion de los Recursos
Fitogenéticos para la Alimentaciéon y la Agricultura (RFAA) y fue hasta el
ano 1995 que amplié su mandato para los recursos zoogenéticos,
forestales y acuaticos. Cada sector de RGAA se atiende a través de Grupos
de Trabajo Técnicos Intergubernamentales. México al igual que otros 177
paisesy la Unién Europea son miembros de dicha Comisién (FAO, 2020).

Medios de Vida Seguridad
alimentaria
4 AR
YO R A AASR A
B Y Y Y
/_/\} ] E

Materia prima Nutricién

RECURSOS GENETICQS ‘~\ Iy ~
PARA LA ALIMENTACION Y
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Servicios Mitigacion y
ecosistémicos adaptacién
al cambio climatico

ANV Y Y% y ¥ Y
YL By
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Figura 1. Diagrama representativo de los principales usos e importancia de los recursos
genéticos para la alimentacion y la agricultura.

Informes mundiales y planes de accion mundial de los Recursos
Genéticos para la Alimentaciéon y la Agricultura.

Los paises miembros de la CRCAA definen los Planes de Accién Mundial
para la Alimentacién y la Agricultura por grupo de recurso genético que
tienen como objetivo asegurar la utilizacién sostenible y su conservacion.
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Se acuerdan las prioridades y lineas de accidén de acuerdo a lo identificado
en los informes mundiales (FAO, 2020).

El grupo de los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacién y la
Agricultura (RFAA) es el que mas avances tiene, dispone de dos informes
mundiales publicados y dos planes accion mundial acordados (FAQO, 199¢;
FAO, 2010; FAO, 201). El Tercer informe sobre el estado de los recursos
fitogenéticos para la alimentacion y la agricultura en el mundo (Tercer
informe) estd en preparacién junto con los informes de cada pais. De
acuerdo con el programa de trabajo plurianual de la CRGAA, la
presentacion del Tercer informe esta prevista para el ano 2023. Ademas,
en la CRGAA fue negociado el Tratado Internacional sobre los Recursos
Fitogenéticos para la Alimentacidn y la Agricultura (TIRFAA), que
comprende el Sistema multilateral de acceso y distribuciéon de beneficios,
especifico para facilitar y regular el acceso a los RFAA y la distribucién de
beneficios derivados de la utilizacién de los RFAA que han sido designados
por las Partes Interesadas a dicho Sistema (FAO, 2009).

Los recursos zoogenéticos estan dentro del grupo con avances
significativos con dos informes mundiales y un plan de accién mundial
(FAO, 2007; FAO, 2015a). Los recursos genéticos forestales en el aflo 2013
publicaron el primer informe y el plan de accién mundial (FAO, 2014). En
el caso de los recursos genéticos acuaticos, en el aflo 2019 se publicd el
informe mundial sobre su status (FAO, 2019b) (Cuadro 1). Los recursos
genéticos microbianos e invertebrados no disponen de Grupo Técnico por
lo cual no se ha integrado informe mundial y plan de accion mundial.
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Cuadro 1. Informes mundiales y planes de accidn mundial de los recursos fitogenéticos,

zoogenéticos y forestales.

Grupo de Recurso
Genético parala
Alimentaciony la
Agricultura

Informe Mundial y Plan de Accién Mundial

Recursos Fitogenéticos
para la Alimentaciony la
Agricultura

Informe sobre el Estado de los Recursos
Fitogenéticos en el Mundo (1996)

Plan de Accidén Mundial para la Conservacién
y Utilizacién Sostenible de los Recurso
Fitogenéticos para la Alimentaciény la
Agriculturay la Declaraciéon de Leipzig (1996)
Segundo informe sobre el estado de los
recursos fitogenéticos para la Alimentacién y
la Agricultura (2010)

Segundo Plan de Accidn Mundial para los
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion
y la Agricultura (2011)

Recursos Zoogenéticos
para la Alimentaciény la
Agricultura

La situacidn de los recursos zoogenéticos
mundiales para la alimentaciény la
agricultura (2007)

Plan de Accién Mundial sobre los Recursos
Zoogenéticos y la Declaracién de Interlaken
(2007)

El Segundo informe sobre la situacion de los
recursos zoogenéticos mundiales para la
alimentacién y la agricultura (2015)

Recursos Genéticos
Forestales

Recursos Genéticos
Acuaticos para la
Alimentaciény la
Agricultura

Estado de los recursos genéticos forestales
en el mundo (2013)

Plan de Accién Mundial para la conservacion,
la utilizaciéon sostenible y el desarrollo de los
recursos genéticos forestales (2014)

El estado de los recursos genéticos acuaticos
para la alimentacién y la agricultura en el
mundo (2019)

En México al igual que nivel mundial el grupo que mas avance tiene son
los RFAA con tres informes nacionales publicados (Ramirez et al., 2000;
Molina-Moreno y Coérdova-Téllez, 2006) y un plan de accion nacional
acordado no publicado. El grupo de los recursos zoogenéticos, forestales y
acuaticos entregaron los informes nacionales correspondientes a la FAO,
pero no se han publicado. Destaca el grupo de los recursos microbianos
gue dispone del informe nacional publicado y el plan nacional de accién,
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los cuales aun no se integran a nivel mundial, por la FAO (Rodriguez-
Guzman et al, 2011 a,b) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Areas estratégicas y lineas de accién de los Planes de Accién Mundial de los
recursos fitogenéticos, zoogenéticos y forestales.

Grupo de Plan de Acciéon Mundial Areas estratégicas y lineas de
Recurso accion
Genético para la
Alimentaciony
la Agricultura
Recursos Segundo Plan de Conservacion y manejo
Fitogenéticos Accién Mundial para los in situ: cuatro lineas de
para la Recursos Fitogenéticos accion
Alimentaciony para la Alimentaciény . Conservacion ex situ:
la Agricultura la Agricultura (201): tres lineas de acciéon
cuatro areas con 18 [l Utilizacion sostenible:
lineas de accién cinco lineas de accién
IV. Creacion de una
capacidad institucional
y humana sostenible:
seis lineas de accidn
Recursos Plan de Accién Mundial Caracterizacion,
Zoogenéticos sobre los Recursos inventarioy
para la Zoogenéticos y la seguimiento de los
Alimentaciény Declaracién de riesgos asociados y las
la Agricultura Interlaken (2007): tendencias: dos lineas
cuatro areas con 23 . Utilizacion sostenible y
lineas desarrollo: cuatro
lineas
1. Conservacion: cinco
lineas
V. Politicas, Instituciones

y creacion de
capacidad: 12 lineas

Recursos Plan de Accion Mundial Mejora de la
Genéticos para la conservacion, la disponibilidad de
forestales utilizacion sostenible y informacién sobre los

el desarrollo de los
recursos genéticos
forestales (2014): cuatro
areas estratégicas con
27 prioridades
estratégicas

recursos genéticos
forestales y del acceso
a la misma: cuatro
prioridades
estratégicas
Conservacion de los
recursos genéticos
forestales (in situ y ex
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situ): siete prioridades
estratégicas

1. Utilizaciéon sostenible,
desarrollo y ordenacién
de los recursos
genéticos forestales:
seis prioridades
estratégicas

V. Politicas institucionales
y creacion de
capacidades: 10
prioridades
estratégicas

Los Planes de Accion Mundial de recursos fitogenéticos, zoogenéticos y
forestales, negociados por los gobiernos en la CRGAA, consideran
practicamente las mismas cuatro areas estrategias: conservacion in situ,
conservacion ex situ, utilizacion sostenible y creacion de capacidades con
diferente numero de lineas de accidén (Cuadro 2), acorde con las
necesidades que se identificaron en los informes mundiales (FAO, 20T7;
FAQ, 2007; FAQ, 2014).

Acceso y distribucion de beneficios derivados de la utilizacion de los
recursos genéticos para la alimentacién y la agricultura.

Los tres instrumentos internacionales que componen el marco mundial
para el acceso y distribucion de beneficios derivados de la utilizacion de
los recursos genéticos son: el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica
(CDB), el Protocolo de Nagoya sobre el acceso a los recursos genéticos y
participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de su
utilizacion (PN) y el Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos
para la Alimentacién y la Agricultura (TIRFAA). Cabe sefalar que estos tres
instrumentos son juridicamente vinculantes para sus Partes Contratantes
y los paises tienen derechos soberanos sobre sus recursos genéticos y la
potestad para determinar el acceso a estos recursos corresponde a los
gobiernos nacionales (FAO, 2016).

El objetivo central de estos tres instrumentos es la conservacion y el
aprovechamiento sostenible de los recursos bioldgicos y genéticos, y la

distribucioén justa y equitativa derivada de su utilizacion. El CDB entr6 en
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vigor desde el aflo 1993 y son parte 196 paises; posteriormente entré en
vigor el TIRFAA en el ano 2004, actualmente con 147 paises miembros y
finalmente el PN en el ano 2014 con 123 paises parte (CDB, 2020, TIRFAA,
2020).

México firmo y ratificd el CDB y PN (CDB, 2020). En México del afio 2014 al
2020, se han emitido ocho certificados internacionalmente reconocidos
de acceso conforme al PN: cinco autorizados por la Secretaria del Medio
Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y de tres tomé conocimiento
el Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de Semillas (SNICS),
6rgano desconcentrado de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(AGRICULTURA), como Autoridad Nacional Competente para los RFAA
(Cuadro 3) (ABSCH, 2020). Con relacion al TIRFAA, México no es parte, pero
se aplica el Acuerdo de Transferencia Normalizado por el Centro
Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) para los accesos
de maizy trigo (CIMMYT, 2020).

En el caso especifico de los RGAA, se considera que los paises son
interdependientes y actUan ya sea como proveedores de ciertos RGAA y
como usuarios de otros. El intercambio de estos es fundamental para el
funcionamiento del sector agroalimentario y es probable que adquieran
mayor relevancia en el futuro (FAO, 2016). En este contexto, tanto de
instrumentos internacionales para la regulacién como la importancia que
tienen los RGAA, en el 2013 la CRGAA puso en marcha un proceso del que
resultan los Elementos para facilitar la aplicacion nacional del acceso y
distribucion de beneficios en diferentes subsectores de los RGAA
(Elementos de ABS en los RGAA). Dichos elementos fueron elaborados por
un equipo de expertos técnicos y juridicos en materia de acceso y
distribucion de beneficios de todas las regiones del mundo. En los
Elementos de ABS en los RGAA se identificaron las principales
caracteristicas por grupo de RGAA a considerar para Su acceso y
distribucion de beneficios derivados de su utilizaciéon (FAQO, 2016).

Asi mismo, la CRGAA analiza los alcances y la regulacién del acceso a las
“secuencias digitales (SD)" del cual aun no existe una definicidn acordada,
pero se refiere a las secuencias de DNA que tienen la capacidad de
transferir informacién almacenada en bases de datos de acceso libre y
restringuido. El tema de SD también esta en agenda del Convenio sobre
Diversidad Biolégica, Protocolo de Nagoya, el Tratado Internacional sobre
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los Recursos Fitogenéticos para la Alimentaciéon y la Agricultura, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Convencién de las Naciones
Unidas sobre el Derecho del Mar (Aubry, 2019 FAO, 2020).

En el ano 2019, la Comision de Recursos Genéticos para la Alimentacion y
la Agricultura de la FAO convino en que existia la necesidad de seguir
examinando el tema del uso de la “informacion de secuencias digitales”
de RGAA y sus implicaciones. Esta acordd que, en su siguiente reunion, se
abordaran las oportunidades de innovacidon que ofrecia la “informacién de
secuencias digitales” de RGAA, los desafios relacionados con la capacidad
de acceder adichainformaciény hacer uso de ellay las implicaciones para
la conservacién y la utilizaciéon sostenible de los RCAA y la distribucién de
los beneficios derivados de estos (FAO, 2020).

Cambio de paradigma para la conservacion y utilizacién sostenible de
los Recursos Genéticos para la Alimentacién y la Agricultura.

En los ultimos afios tanto el CDB como la CRGAA de la FAO han cambiado
sSuU concepcion para la atencion de la diversidad biolégica y los RGAA. El
CDB con la Declaraciéon de Cancun, que fue adoptada en la 13° reunidén de
la Conferencia de las Partes en el afio 2016, reiteird la importancia de una
vision integrada de la biodiversidad iniciando con los sectores de pesca,
turismo, agricultura y forestales. En la Declaracion de Sharm El-Sheikh,
adoptada en la 142 reunidon de la Conferencia de las Partes en el afio 2018,
este enfoque ha sido fortalecido exhortando a la integraciéon de la
biodiversidad también en los sectores energéticos, de las infraestructuras,
fabricacion y sectores de procesamiento (Whitehorn et al, 2019). Por su
parte, la CRGAA en el afio 2019 publico el Informe Mundial de la
Biodiversidad para la Alimentacion y la Agricultura. Cabe seflalar que en
México el INIFAP se encargd de la coordinacion para la elaboracion del
informe nacional de la Biodiversidad para la Alimentacion y la Agricultura
con la participaciéon tanto del sector de agricultura como el sector
ambiental (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Certificados internacionalmente reconocidos de acceso que conforme al
Protocolo de Nagoya México ha emitido y publicado en la pagina “The Access and
Benefit-sharing Clearing-House (ABS Clearing-House)” del Protocolo de Nagoya.

Clave Fecha de Solicitud de Usuario Autoridad
Emisidon Acceso Nacional
Competente
ABSCH- 17 de Aviso para llevara  Centro Nacionalde SNICS
IRCC- diciembre cabolacolectade Recursos Genéticos
MX- 2018 recursos (CNRQ), Instituto
241563-1 fitogenéticos Nacional de
domesticados con  Investigaciones,
fines de Forestales,
investigacion Agricolasy
basica Pecuarias (INIFAP)
ABSCH- 29 dejunio Aviso de colecta Instituto de Direccién
IRCC- 2018 de recursos Ecologia General de
MX- biolégicos Gestiéon
240823-1 forestales con Forestaly de
fines de utilizacion Suelos
en investigacién (DGGFyYS),
y/o biotecnologia SEMARNAT
ABSCH- 25dejunio Aviso parallevara Centro Nacional de Direcciéon
IRCC- 2018 cabo la colectade  Recursos General de
MX- recursos Genéticos, INIFAP Gestion
240822-1 bioldgicos Forestaly de
forestales con Suelos
fines de utilizacién, (DGGFyYS),
investigaciony SEMARNAT
biotecnologia
ABSCH- 25dejunio Aviso de colecta Colegio de la DGGFyS,
IRCC- 2018 de recursos Frontera Sur SEMARNAT
MX- biolégicos
240821-1 forestales con
fines de utilizacién
en investigaciony
biotecnologia
ABSCH- 03de Aviso para llevara  Colegio de DGGFRyS,
IRCC- mayo 2017 cabo colecta de Postgraduados SEMARNAT
MX- recursos
240640- biolégicos
1 forestales con
fines de

investigaciony en
biotecnologia
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ABSCH- 10de Autorizacién para PROVITAL, S.A. DGGFyS,
IRCC- agosto efectuar la colecta SEMARNAT
MX- 2017 cientifica de
238488-1 recursos

bioldgicos

forestales,

modalidad

biotecnoldgica

con fines

comerciales
ABSCH- 24 de Resolucion de University of SNICS
IRCC- noviembre solicitud de acceso Tsukuba
MX- 2016 a chayote
208823-1
ABSCH- 15de julio Resolucion de BioN2, Inc. (BioN2) SNICS
IRCC- 2015 solicitud de acceso
MX- BioN2Inc
207343-
3

En el informe mundial de la Biodiversidad para la Alimentacion y la
Agricultura (FAQO, 2019a), se identificaron las siguientes necesidades como
prioritarias:

Asegurar que los ecosistemas, las especies y la diversidad genética
contribuyan al suministro de productos alimenticios y agricolas y a
la resiliencia de los sistemas alimentarios y agricolas;

Potenciar los conocimientos sobre las funciones que desempenfia la
biodiversidad en los procesos ecoldgicos que sustentan Ila
produccién alimentaria y agricola, y utilizar estos conocimientos
para formular estrategias de gestidn que protejan, restauren y
mejoren tales procesos en diversas escalas; y

Establecer politicas y mediadas de extensién eficaces para
respaldar la adopcidon de practicas de gestiéon que utilicen la
biodiversidad de manera sostenible para la seguridad y la resiliencia
de la alimentacién y de los medios de vida.

Por lo tanto, se considera que ha cambiado la manera de entender y
atender la diversidad biolégica que incluye a los RGAA, con una visidn
integral que requiere la colaboracidon de todos los actores institucionales
tanto del medio ambiente como agricultura. En el caso de México se ha
tenido un desarrollo similar, se tienen avances en estrategias y politicas
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puUblicas por elgrupo de recursos genéticos y empiezan a proponerse
proyectos integrales de biodiversidad para la alimentacion y la agricultura.

Los recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura en México.

México es uno de los pocos paises donde converge una amplia diversidad
bioldgica, recursos genéticos para la alimentacion y la agricultura y una
riqueza biocultural extraordinaria. Se destaca por ser centro de origen,
diversidad y domesticaciéon de aproximadamente 60 cultivos, entre los
gue destaca el maiz (Zeaq), frijol (Phaseolus), papa (Solanum), vainilla
(Vanilla), con importancia no sélo para la alimentacién y agricultura de los
mexicanos, sino para la humanidad y la presencia de mas de 65 grupos
etnolinguisticos distribuidos en todo el pais (Navarrete-Linares, 2010).
Ademas de disponer de amplia diversidad fisiografica y diferentes tipos de
climas, ha permitido el mantenimiento y generacion de una amplia
agrobiodiversidad (Casas et al., 2016).

En el Informe Nacional de Recursos Fitogenéticos para la Alimentacién y
la Agricultura del 2000 y 2006, se identificdé que una de las principales
fortalezas del pais era su capacidad en infraestructura y la especializacién
cientifica disponible (Ramirez et al.,2000; Molina-Moreno y Cérdova-Téllez,
2006). Para la atencidn de los RGAA, México dispone de instituciones
lideres en el tema como el Colegio de Postgraduados (CP), el Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarios (INIFAP), la
Universidad Autdnoma Chapingo (UACh), el Instituto Nacional de Pesca y
Acuacultura (INAPESCA) para la atencion de los recursos fitogenéticos,
zoogenéticos, acuicolas y forestales, los cuales tienen centros regionales
distribuidos en todo el pais. Destaca, el INIFAP con el Centro Nacional de
Recursos Genéticos con capacidad para resguardar mas de tres millones
de accesiones de los recursos fitogenéticos, zoogenéticos, forestales,
acuaticos y microorganismos e invertebrados (INIFAP, 2020; INAPESCA,
2020; CP, 2020).

Adicionalmente, la mayoria de las universidades estatales, politécnicas e
interculturales desarrollan investigacion basica y aplicada en el tema de
RCAA, como la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, la
Universidad de Guadalajara, la Universidad Auténoma de Querétaro.
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ademas de los centros de investigacion del Consejo Nacional de Cienciay
Tecnologia (CONACyT).

Por ejemplo, en instituciones como la Universidad Auténoma de
Querétaro (UAQ) que tiene relativamente poco tiempo o desarrollando el
tema de los RGAAA, se dispone de siete licenciaturas, estrechamente
relacionadas con el tema y cinco postgrados. Se tiene un banco de
germoplasma con mas de 900 accesiones de 19 familias de especies
cultivas, parientes silvestres y especies silvestres comestibles. Las
accesiones en resguardo tienen no sélo uso alimenticio sino también
medicinal, comestible, maderable, cosmético, ornamental, forraje,
ceremonial, entre otros. Ademas dispone del Herbario Jerzy RzedowskKi
(QMEX) con mas de 36,000 ejemplares de 6,135 especies herborizadas en
la colecciéon y el Laboratorio Nacional CONACyYT de Identificacion y
Caracterizacion Vegetal (UAQ, 2020).

Programas y politicas publicas implementadas en México.

En México se han establecido diferentes programas para los RGAA, en su
mayoria dirigidos a los RFAA. Destaca en el afo 2002, la ejecucion del
programa denominado Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos para
la Alimentacién y la Agricultura (SINAREFI) definido como un mecanismo
de coordinacién interinstitucional e interdisciplinario para la conservacion
y aprovechamiento de los RFAA, para la distribuciéon justa y equitativa
derivada de su utilizacion (Gonzalez-Santos et al., 2015).

A través del programa “SINAREFI” que operd del afio 2002 al 2013, México
definié un modelo para la atencidn de los recursos fitogenéticos para la
alimentacioén la agricultura, en donde los principales ejes fueron:

a) integracién del diagnéstico para conocer las principales fortalezas y
oportunidades, a través de la integracién de los informes nacionales;

b) definir un plan nacional de accién que tomd como base el Primer Plan
de Accién Mundial para los Recursos Fitogenéticos de la FAQ;

c) definir 44 cultivos prioritarios para la atencién con centro de origen,
diversidad y domesticacién en México;

d) integracion de redes interdisciplinarias e interinstitucionales,
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e) integraciéon de la Red de Centros de Conservacion (Gonzalez-Santos et
al,, 2015).

Ademas, en el 2008, la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), ahora Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural (AGRICULTURA), definié el programa denominado
“Sistema Nacional de Recursos Genéticos para la Alimentacion y la
Agricultura (SINARGEN)” como la politica publica para los RCGAA del afio
2008 al 2012. El cual estaba constituido por los subsistemas agricola,
zoogenéticos, acuaticos, forestales y microorganismos. Entre los objetivos
del SINARGEN destaca la ejecucién de una estrategia similar a la de
SINAREFI para la conservacion y aprovechamiento sostenible de los RCAA
(Claridades Agropecuarias, 2010; Paniagua-Chavez et al,, 2011).

El programa SINARGEN fue coordinado a través de la Subsecretaria de
Agricultura, en el cual se designé como instancia coordinadora al Servicio
Nacional de Inspeccion y Certificacion de Semillas (SNICS) para los
recursos fitogenéticos, a la Coordinaciéon General de Ganaderia para los
recursos zoogenéticos, para los recursos acudaticos se establecieron
convenios con el Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidon
Superior de Ensenada del CONACYT y para los recursos forestales con la
Comisién Nacional Forestal de SEMARNAT. Entre los principales logros
alcanzados por la estrategia SINAREFI y SINARGEN destacan la
integracion de plataformas interinstitucionales, elaboracién de
diagnosticos, y planes nacionales de accion (Cuadro 4) (Claridades
Agropecuarias, 2010; Paniagua-Chavez et al,, 2011).

Cabe sefalar que para la operacion del SINARGEN se dispuso de recursos
financieros etiguetados en las Reglas de Operacién de la SAGARPA ahora
AGRICULTURA, para los diferentes grupos de recursos genéticos para la
alimentacion y la agricultura de 2008 a 2018. No obstante, sélo en el
periodo 2008-2013, los recursos fueron asignados bajo una estrategia
definida. Se considera que debido a que no existe un marco juridico que
defina la politica publica en el tema con instancias responsablesy recursos
financieros, se dificulta la continuidad de los programas.

Recientemente, la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(AGRICULTURA) publico la conformacién del Comité Sectorial de Recursos
Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura que tiene como objetivo
promover la conservacidn, manejo, distribucidén justa y equitativa de los
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beneficios y aprovechamiento sostenible de los RGAA, mediante la
coordinacion interinstitucional e interdisciplinaria. El cual es presidido por
el Secretario de Agricultura y Desarrollo Rural y participa la Subsecretaria
de Agricultura, la Subsecretaria de Desarrollo Rural, Subsecretaria de
Alimentacion y Competitividad, la Coordinacion General de Ganaderia, la
Coordinacion General de Asuntos Internacionales, el Instituto Nacional de
Investigaciones, Forestales, Agricolas y Pecuarias, el Instituto Nacional de
Pesca y Acuacultura, el Servicio Nacional de Inspeccién y Certificacion de

Semillas y el Colegio de Postgraduados (DOF, 2020).

Cuadro 4. Principales logros obtenidos por los Subsistemas del Sistema
Nacional de Recursos Genéticos.

Subsistema Agricola (Sistema Nacional de Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacion y la Agricultura, SINAREFI)

e Integracién de una plataforma interinstitucional e interdisciplinaria
con Mas 60 instancias participantes (45 redes)

e Definid6 e implementd la estrategia para la conservacion vy
aprovechamiento sostenible de los recursos fitogenéticos nativos
(Estrategia SINAREFI) para la atencién de 44 cultivos nativos, asi
como sentar las bases de accién y normativas para la distribucion
justa y equitativa derivada de la utilizacion

e Tres informes nacionales publicados, coordinado por el SNICS y un
plan nacional de accién no publicado

Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Pecuarios

e Dosinformes nacionales Coordinados por la Coordinaciéon General de
Ganaderia

e Informacién disponible de las razas en el Sistema de Informacién
sobre la Diversidad de los Animales Domeésticos (DAD-IS) de la FAO

e Programa Nacional de Recursos Genéticos Pecuarios desde 1998

e Integracion del Consejo Nacional de los Recursos Genéticos
Pecuarios, Asociacion civil en 1999 conformadas por las principales
asociaciones de criadores de raza pura e instituciones de
investigacion

Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Acuaticos (SUBNARGENA)

e Integracién del informe nacional, coordinado por CONAPESCA

e Integracién de la plataforma interinstitucional con mas de siete
instancias participantes en el subsistema

e Atencidn prioritaria a siete especies nativas

Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Microbianos (SUBNARGEM)

e Integracion de plataforma interinstitucional con la regionalizacién en
cinco sedes (mas de 11 instancias): Golfo-Sureste, Sur, Centro,
Noroeste, Norte

e Reconocimiento por la Organizacidn Mundial de la Propiedad
Intelectual (OMPI) de la Coleccidén de Microorganismos del Centro
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Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) como Autoridad Depositaria
Internacional, bajo el Tratado de Budapest.

Diagndstico nacional

Plan nacional de accién

Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Forestales

Elaboracion del diagnéstico y plan nacional de accidn

Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG-INIFAP)

Resguardo de accesiones de recursos fitogenéticos, zoogenéticos,
acuaticos, microbianos y forestales

Conclusiones.

Los Recursos Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura son
indispensables para la seguridad alimentaria, hacer frente al
cambio climatico y son los medios para mejorar la calidad de vida
social y econdmica de todos los tipos de productores y de la
poblacion en general.

Existe un amplio interés a nivel internacional para fomentar la
conservacidén y aprovechamiento sostenible de los recursos
genéticos para la alimentacién y la agricultura, asi como asegurar la
distribucion justa y equitativa derivada de su utilizacion, lo cual se
ha acordado principalmente en la Comision de Recursos Genéticos
para la Alimentacién y la Agricultura de la FAO y el Convenio sobre
Diversidad Bioldgica.

México requiere una Ley especifica para definir la politica publica
para la conservacién, aprovechamiento sostenible y distribuciéon
justa y equitativa derivada de la utilizacién de los Recursos
Genéticos para la Alimentacion y la Agricultura para lo cual, debe
aprovechar la capacidad técnica e infraestructura que dispone, asi
como de las experiencias adquiridas en el tema con los programas
y estrategias, tales como, el programa y estrategia del Sistema
Nacional de Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la
Agricultura (SINAREFI) y el Sistema Nacional de Recursos Genéticos
(SINARGEN).

La Ley para los recursos genéticos para la alimentacion y la
agricultura, que sea definida e implementada en México, debera
asegurar los recursos financieros, fomentar la colaboracion
interinstitucional e interdisciplinaria asi como, la definicion de un
Plan Nacional de Accidén a corto, mediano y largo plazo que no se
vea afectado por los cambios de administracion.
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Capitulo 2

El papel de las biotecnologias reproductivas en la
conservacion de recursos zoogenéticos de especies
domésticas

José Fernando De La Torre Sdnchez, Horacio Alvarez Gallardo, David
Urbdn Duarte, Sandra Pérez Reynozo
Centro Nacional de Recursos Genéticos, INIFAP.
delatorre.fernando@inifap.gob.mx

Introduccioén.

En el presente documento se aborda la importancia de la estrategia de
conservacion ex situ e in vitro de los Recursos Genéticos Animales (RGA),
esto como complemento a las acciones de conservacion de poblaciones
animales en su entorno natural (in situ) y en condiciones controladas y de
producciéon (ex situ, in vivo). La conservacion ex situ e in vitro se da en
nitrégeno liquido, a temperaturas de 196 °C bajo cero, donde es posible
preservar células espermaticas (semen), embriones, 6vulos y células
somaticas. La criopreservaciéon de semen es una tecnologia que data de
hace casi 75 anos y es de uso rutinario en todas las especies domésticas
(con la excepcidn de algunas especies de aves), siendo la conservacion de
semen el método mas utilizado para la conservacion ex situ in vitro de
recursos genéticos animales, en los bancos de germoplasma a nivel
mundial. La desventaja, sin embargo es que se esta conservando
Unicamente la mitad del acervo genético necesario para crear un
individuo igual al de la dosis de semen, lo que requiere estrategias como
el cruzamiento absorbente, para restituir un genotipo que se conserva en
semen. La criopreservacion de embriones es la mejor opcién para
conservar la diversidad genética de un grupo racial y ofrece la via mas
rapida para restaurar una poblacién con caracteristicas favorables. Pese a
lo anterior, en la actualidad sigue siendo comparada con el procesamiento
de semen, una técnica que requiere mas inversioén, mas recursos técnicos
y mas infraestructura, para la produccién de cada unidad de
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germoplasma, por lo que su uso en bancos de germoplasma es muy
limitado, del orden del 5% a nivel mundial. No obstante, existe consenso
global de la necesidad de incrementar el resguardo de embriones en los
bancos de germoplasma del mundo. La crioconservacion de embriones
producidos in vitro y évulos, basicamente por vitrificacion, son tecnologias
en fase de desarrollo y su uso en bancos de germoplasma es minimo. La
conservacion de células somaticas es un procedimiento simpley rutinario,
aunque su posible empleo para la generacién de germoplasma por
trasplante nuclear ha sido aplicado en muy pocos paises y a un nivel
minimo.

Con la excepcioén de los guajolotes y de las abejas sin aguijon (Meliponasy
Trigonas), las especies animales domesticadas que hoy sustentan la
produccidén pecuaria en México no son nativas de América. Bovinos
(europeos y cebuinos), equinos (caballos y asnos), ovinos (de lana y de
pelo), caprinos, porcinos y gallinas fueron introducidos al continente
provenientes de Espafa y Portugal, hace aproximadamente 500 afios;
dando origen, después de cinco siglos de adaptacién a condiciones edafo-
climaticas y de produccién especificas, a razas denominadas como
localmente adaptadas, también conocidas genéricamente como criollas,
con denominaciones especificas de acuerdo a las regiones donde han
permanecido, y que en la actualidad juegan un papel socioecondémico y
ecoldgico importante en diferentes regiones del mundo, fuertemente
asociadas a Pueblos Originales y grupos de poblacion de bajos recursos
(Gallardo et al., 2002). Las razas localmente adaptadas son consideradas
un recurso genético valioso por su capacidad de producir en condiciones
adversas de climay alimentacién y si bien son en general consideradas de
baja produccién, al ser entes bioldgicos capaces de producir de forma
sustentable en condiciones dificiles y con bajos insumos, se vuelven
opcidn en su forma pura o en cruzamiento para escenarios adversos,
actuales o futuros (desertificacidon, cambio climatico). Las poblaciones
criollas se encuentran actualmente en su mayoria bajo el estatus de
amenazadas o en extincion y por ello se requiere la aplicacion de
estrategias de conservacion in situ y ex situ, que ayuden a preservar esta
fuente potencialmente valiosa de variabilidad genética, de cara a
condiciones ambientales cambiantes (FAO, 2016; Martinez, 2005;
Perezgrovas, 2003).
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La introduccidén reciente de especies domésticas animales a nuestro pais
(segunda mitad del siglo XIX a la fecha), ha traido razas de bovinos
especializadas en la produccion de leche y carne, cerdos, ovinos, caprinos
y aves, con caracteristicas productivas sobresalientes, pero con mayores
requerimientos de condiciones ambientales adecuadas, mas y mejores
insumos y manejo. Por otra parte, los programas de mejoramiento
genético que se aplican en estos genotipos, basados en evaluaciones
genéticas y gendmicas, orientados a necesidades especificas de
producciéon y el uso intensivo que se da a los animales sobresalientes
gracias al uso de herramientas reproductivas como la congelacién de
semen e inseminacién artificial, van reduciendo el espectro de variabilidad
genética de estas razas. Lo anterior, genera la necesidad de que se
establezcan estrategias de conservacion ex situ que permitan conservar el
germoplasma de individuos relevantes a lo largo del tiempoy asi preservar
variabilidad genética que pudiera desaparecer ante los cambios
acelerados que experimentan estas razas y tenerla disponible para la
reintroducciéon de germoplasma con caracteristicas particulares al pool
genético de la raza cuando asi se requiera (CONARGEN, 1999).

Los diferentes métodos disponibles para la conservaciéon de recursos
genéticos pecuarios se agrupan en dos principales formas: la conservacion
in situ (conservacion de las poblaciones en su habitat de origen o de
domesticacion), que tiene la ventaja de permitir la continua evolucién y
adaptacion de los grupos raciales, en respuesta a cambios en el medio
ambiente, pero que deja mas expuestos a estos recursos a su reduccion o
desaparicion por destruccion o fraccionamiento de habitats, ocasionados
por desastres naturales o por factores antropocéntricos. La conservacion
ex situ (conservacion del germoplasma fuera de su ambiente natural) es
por contraparte una forma inmediata y segura de conservar el recurso
genético y tenerlo disponible en cualquier momento. Lo anterior permite
agregar variabilidad genética a las poblaciones in vivo e incluso, para
reintroducir especies cuya poblacidn es escasa o extinta, pero que, a
menos que se estén actualizando las colecciones de manera continua, no
responde a los cambios en las condiciones ambientales y de mercado.
Estos dos métodos son relevantes y complementarios y aunque siempre
serd la conservacioén in situ la formma mas recomendable para conservar la
variabilidad de las poblaciones y promover cambios adaptativos a
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condiciones ambientales y de produccién, la conservacién ex situ, que se
da principalmente en bancos de germoplasma debera ser una
herramienta complementaria estratégica para asegurar la supervivencia
de las especies (Goodwin et al., 2012; Leroy et al., 2019).

En RGA, la conservacion ex situ se puede dar a través del mantenimiento
de poblaciones animales en condiciones controladas y a través de la
conservacion in vitro de germoplasma animal. En los paises en desarrollo,
es mas comun observar que se conservan poblaciones vivas, lo cual es; sin
embargo mas costoso que la conservacion del germoplasma. Lo anterior
implica riesgos mayores al adecuado mantenimiento de estas, por lo que
la recomendacion de FAO es que se implementen en estos paises
estrategias de conservacioén in vitro de RGA (Gibson et al., 2006; FAO, 2021).
El término germoplasma animal, se refiere colectivamente a células que,
por si mismas o en combinacién (primordialmente embriones en estadios
de pre-implantacién, células espermaticas y ovulos) dan origen a
descendencia viva. El germoplasma animal se conserva en muy bajas
temperaturas (usualmente en nitrégeno liquido a -196 °C). La
criopresenrvacion de germoplasma animal no sélo tiene impacto como
método de conservacidon ex situ de RGA, también es una herramienta
reproductiva utilizada en ganaderia para diseminar ampliamente la
genética de animales superiores a través de la inseminacion artificial con
semen congelado y de la transferencia de embriones, tanto producidos in
vitro como obtenidos in vivo. Basta decir que, en 1998, mas de 250 millones
de dosis de semen proveniente de toros genéticamente superiores fueron
criopreservadas a nivel mundial y que mas de 100 millones de vacas
recibieron su primer servicio de inseminacién artificial de esas dosis
(Mazur et al., 2008).

En la declaraciéon de Interlaken, se establece en su prioridad estratégica N°
9 que se deben crear o potenciar los programas de conservacion ex situ y
lo presenta de esta manera: “Las medidas de conservacion ex situ
proporcionan una garantia de seguridad frente a las pérdidas de
recursos zoogenéticos sobre el terreno, que se puede dar bien a través de
la erosion o como resultado de emergencias. Las medidas ex situ
complementan las medidas in situ, con las que deberian estar
vinculadas, cuando proceda. Las colecciones ex situ también pueden
desemperfiar una funcion activa en los programas estratégicos de mejora
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genética” (FAO, 2007). La conservacion ex situ in vitro de RGA se establece
como una prioridad para asegurar que el valor genético de animales con
caracteristicas favorables para la produccién o la probada resistencia a
factores bidticos y abidticos sea respaldada a través de la crioconservacion
del germoplasma animal y su resguardo en bancos de germoplasma, en
funcion de su capacidad para generar descendencia con caracteristicas
favorables. Asi, diferentes fuentes de germoplasma animal (semen,
embriones, évulos, células somaticas) pueden ser crioconservadas y
eventualmente utilizadas bajo diferentes esquemas segun sea el
propdsito de esta regeneraciéon (FAO, 2021, Sonesson et al., 2002).

La criopreservacion de germoplasma animal demanda conocimientos y
tecnologia en diferentes areas del conocimiento, como son: fisiologia
animal, biologia celular, embriologia, cultivo in vitro de células y
criobiologia, entre otras. El mantener la viabilidad de los gametos,
embriones y células somaticas después de someter el germoplasma a
procesos de coleccién, dilucién, cultivo, co-cultivo, adicién de
componentes organicos y quimicos, exposicidén a sustancias téxicas (crio
protectores), enfriamiento y congelaciéon, es el gran reto que enfrenta la
conservacion de RGAy se ha generado una gran cantidad de informaciéon
desde la década de los 1940’s, cuando se descubrieron las cualidades crio
protectoras del glicerol para la criopreservacion de la célula espermatica A
la fecha el reto a vencer es la vitrificacion de o6vulos con tasas de
sobrevivencia al proceso adecuadas para el propdsito de conservacion. En
los siguientes parrafos se hace una breve resefa del estado del
conocimiento de las diferentes biotecnologias reproductivas usadas como
herramienta para la conservacioén in vitro de germoplasma animal.

Conservacion de semen.

La criopreservacion de semen cuenta con mas de 70 afos de
investigacién, a partir del descubrimiento fortuito de la capacidad
crioprotectora del glicerol en células espermaticas (Polge et al., 1949) y es
actualmente una tecnologia de uso rutinario en todas las especies
domeésticas, tanto para la conservacion de germoplasma como para el uso
productivo (inseminacion artificial). Adicionalmente, gracias a la
posibilidad de agregar diluyentes a un eyaculado para incrementar su
volumen, es posible generar varios cientos de unidades de germoplasma
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de una sola colecta de semen. Estos hechos colocan a la conservacién de
semen como el método preferido y mas utilizado para la conservacion ex
situ de RGA en los bancos de germoplasma a nivel mundial (FAO, 2021;
FAQO, 2012). La desventaja es que se esta conservando Unicamente la mitad
del acervo genético necesario para crear un individuo, y para poder
generar una poblacién del genotipo conservado que se desea traer a la
vida, se requieren varias generaciones de cruzamiento absorbente (4 a 5
para obtener animales con 94 a 97 % de la composicién genética deseada)
(Ollivier and Renard, 1995). La practicidad que ofrece la criopreservacion de
semen, minimiza esta desventaja; ademas, las unidades de germoplasma
de semen son perfectamente apropiadas para otros propdsitos de la
conservacion, como manejar la diversidad genética en poblaciones in situ.
El semen criopreservado va a complementar también las colecciones de
otros tipos celulares, tales como embriones y ovocitos. En adicién, con el
uso de semen como fuente de germoplasma, los genes provenientes del
genoma mitocondrial no son transmitidos a la descendencia, lo cual
puede resultar en variaciones en la transmision de los caracteres deseados
(Troy et al., 2001).

Una ultima consideraciéon en este apartado, es la dificultad que entrafia la
coleccion de muestras de semen como recurso genético, pues a diferencia
de la coleccidén comercial de individuos de alto mérito genético, que se
realiza en instalaciones sanitariamente aseguradas, los machos que se
colectan como resultado de la identificaciéon de animales candidatos a
representar la variabilidad genética en una poblacidn, por lo general estan
dispersos y resulta muy complicado asegurar condiciones sanitarias al
momento de la coleccidon (FAO, 2021). Por ello, es importante contar con
métodos sensibles y especificos de evaluacién de germoplasma
posteriores a la criopreservaciéon, que permitan asegurar la calidad
sanitaria del recurso genético a resguardar. El factor sanitario es critico
cuando se trata de resguardar el semen como germoplasma a largo plazo
y con posible necesidad futura de distribuirlo hacia otras naciones. Por ello,
investigaciones recientes orientadas a sustituir los componentes
organicos de origen animal (yema de huevo, leche) con componentes
vegetales con propiedades similares (lecitina de soya, leche de coco)
(Layek et al, 2016, Nitin et al, 2018), resultan relevantes para la
conservacidon de semen como germoplasma al suprimir la posibilidad de
transporte de enfermedades contenidas en componentes de origen
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animal en el diluyente, a través de la distribucién nacional e internacional
del semen.

La criopreservacion de semen en mamiferos domésticos ha sido llevada
en mayor o menor medida a planos de uso rutinario para fines productivos
y comerciales, lo que asegura la disponibilidad de protocolos
estandarizados y probados para fines de conservacién como recurso
genético. En las aves, existe informacién generada en los Ultimos 50 anos,
en cuanto a criopreservacion de semen de especies domeésticas, uso de
crioprotectores, congelacion lenta y rapida, métodos de descongelado y
métodos de empaque; no obstante, aungque se ha congelado con éxito
semen de guajolotes, patos, gansos, palomas e incluso algunas especies
silvestres, los métodos mas robustos y exitosos son los desarrollados para
gallos. Blesebois (2007) menciona que la investigacidon en criopreservacion
de semen aviar con fines de conservacidn de recursos genéticos debe
apuntar a tres objetivos: a) mejoramiento de predictores para reconocer
machos con mejores posibilidad de producir semen congelable; b)
estandarizaciéon de protocolos de congelacidn de semen en especies
diferentes al pollo y c) promover el desarrollo de criobancos de semen de
ave (mencionando que en la actualidad sélo existen tres bancos de semen
de aves consolidados, en USA, Holanda y Francia).

Conservacion de embriones.

La criopreservacion de embriones es la mejor opcién para conservar la
diversidad genética de una poblacién y ofrece la via mas rapida para
restaurar una poblacidn con caracteristicas favorables (FAO, 2012; FAO
2021). Aunque la produccién de embriones a través de multiovulaciéon y
coleccién no quirdrgica (o mediante produccién de embriones in vitro) y
sSu posterior criopreservacidén es una técnica rutinaria en la actualidad
(Mapletoft, 2012; Mapletoft et al., 2015), sigue siendo, con respecto a la
produccién de semen un procedimiento que requiere mayor inversion,
mMas recursos técnicos y de equipamiento y la producciéon por coleccion,
por animal es menor (5.5 embriones congelables por coleccion para el caso
de los bovinos). Por lo anterior, su uso en bancos de germoplasma es
mucho menor (menos del 5% con respecto al semen), aunque existe
consenso a nivel global de la importancia de incrementar el porcentaje de
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conservacién en forma de embriones en los bancos de germoplasma
(FAO, 2012; FAO, 2021).

Una cantidad importante de estudios se han realizado en torno a mejorar
la calidad y cantidad de embriones potencialmente viables por hembra
donadora, en un lapso de tiempo determinado. En lo que se refiere a
incrementar el numero de embriones viables, congelables por
tratamiento de superovulacion, se ha logrado avanzar muy poco, con
resultados inconsistentes. En un estudio retrospectivo realizado sobre la
produccion de embriones en bovinos productores de leche, se encontré
qgue en un periodo de 20 afos, aungque se ensayaron procedimientos
novedosos, la respuesta en términos de embriones congelables no
aumentdé (Hasler, 2006). Sin embargo, otra forma de incrementar la
cantidad de embriones viables producidos por hembra, por unidad de
tiempo, es incrementando la frecuencia de multiovulaciones y sus
respectivas colectas embrionarias lo que se puede logar reduciendo el
intervalo entre superovulaciones. Se ha generado una tecnologia
denominada reciclado rapido de donadoras que ha permitido reducir de
60-70 a 33-35 dias el intervalo entre tratamientos de superovulaciéon sin
menoscabo de la respuesta ovulatoria hasta en 18 tratamientos
consecutivos, ofreciendo la posibilidad de casi duplicar la produccidn de
embriones congelables por vaca por ano. (Hasler, 2003). La produccion in
vivo de embriones se realiza con mayor o menor eficiencia en las
diferentes especies de mamiferos domésticos y la posterior crio
preservacion de los embriones es también un procedimiento rutinario,
realizado por el método de congelacidon lenta y en vigoroso desarrollo por
el método de vitrificaciéon (Valente et al., 2017; Saragusty and Arav, 2011).

Una limitante importante para la produccién in vivo y criopreservacion de
embriones con fines de resguardo de recursos genéticos es la falta de
informacién del uso de estos procedimientos en mamiferos domésticos
de razas localmente adaptadas. Es necesario, por ejemplo, definir si estos
animales presentan respuesta O6ptima a la superovulacidn con
tratamientos hormonales tal y como se usan con razas modernas, toda vez
que estos primeros son por lo general de talla mas pequena y no estan
sujetos a estrés por alta produccion. En este sentido, Villasehor et al,,. (2017)
encontraron que utilizando dosis reducidas de hormona foliculo
estimulante con respecto a la dosis estandar recomendada para ganado
de carne la respuesta ovarica se redujo, contrario a lo que ocurre con
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ganado cebuino, donde se obtienen mejores resultados con dosis
reducidas (De La Torre, et al,,1992) y que en general la respuesta fue menor
a la observada con razas modernas de ganado europeo y cebuino. Lo
anterior resalta la importancia de generar informaciéon relacionada con
procedimientos de obtenciéon y criopreservacion de embriones en razas
localmente adaptadas.

La produccion in vitro de embriones ha surgido en los Ultimos aflos como
una alternativa prometedora para la obtencion de embriones, tanto para
fines comerciales como para la criopreservacion de estos como recurso
genético. La obtenciéon de los évulos de animales vivos a través de la
aspiracion folicular por la via transvaginal (TVA) permite la selecciéon de |a
hembra de la cual se obtendran los gametos femeninos, que al fertilizarse
in vitro con semen de un macho seleccionado ex profeso para los évulos
obtenidos, producirdan embriones con la carga genética deseada. Esta
tecnologia se ha desarrollado en la mayoria de las especies domésticas y
en especies como el bovino han sido exitosas en producir embriones a
niveles comparables o mayores a la produccién in vivo de embriones
(Mapletoft and Hasler, 2005; Moreira et al., 2010; Viana, 2018).

La verdadera limitante que se presenta con el embridn producido in vitro
es la dificultad para obtener adecuadas tasas de sobrevivencia
embrionaria después de la criopreservacion; lo anterior debido a que el
embriéon producido in vitro presenta anormalidades morfolégicas y
fisioldgicas, entre las que destaca una excesiva acumulacion de lipidos
intracitoplasmaticos con un efecto directo en la resistencia del embridn al
proceso de crio preservacion (De la Torre et al., 2006). Esta limitante ha
sido resuelta desde dos perspectivas. En primera instancia, con el
desarrollo de medios para la maduracién, fertilizaciéon y cultivo in vitro de
6vulos y embriones que son completamente definidos, es decir, que no
contienen componentes de origen animal, que necesariamente vienen
con otros compuestos indisociables y variables en su concentracidon. Esto
no solamente presenta la ventaja de asegurar la calidad sanitaria de los
embriones que se producen (Hasler, 2010), sino que reduce
considerablemente la acumulacion de lipidos en el embrién (Summers
and Biggers, 2003). La segunda es, la utilizacion del método de vitrificacion
para criopreservar los embriones. Este método que es descrito en la
siguiente seccidn, ofrece una alternativa para incrementar la viabilidad de
embriones producidos in vitro después de la criopreservacion, en
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comparacién con el método de congelacién lenta (Saragusty and Arav,
20M).

Conservacion de évulos.

La criopreservacion de ovulos tiene la importancia estratégica de permitir,
junto con la criopreservacion de semen, la realizaciéon de cruzamientos
programados con fines especificos, aun cuando los progenitores ya no
estén disponibles. Esta opcidn cobra mayor relevancia cuando se detecta
un alto valor de la descendencia en una cruza especifica de dos individuos.
La criopreservacion de dvulos como germoplasma, sin embargo; reviste
importantes dificultades técnicas y es una tecnologia en constante
desarrollo (Dhali et al., 2018), por lo que es muy reducido el nUmero de
unidades de germoplasma actualmente conservadas en los bancos de
germoplasma a nivel mundial. (FAQ, 2012). La vitrificacién es el método de
criopreservacion que mejores resultados ha brindado en dvulos; este
meétodo requiere tiempos cortos de exposicion a las sustancias
crioprotectoras y una tasa de enfriamiento ultrarrdpida (mas de 15,000
°C/min). Diversos métodos se han ensayado con relativo éxito; sin
embargo, todos ellos implican la exposicién en mayor o menor grado al
nitrégeno liquido, con la consecuente posibilidad de contaminaciéon
(Mapletoft y Hasler, 2005). El desarrollo de un método aséptico de
vitrificaciéon de ovocitos, sin que la muestra entre en contacto con el
nitrégeno liquido es de vital importancia para la criopreservacién de
ovocitos en bancos de germoplasma. Recientemente se han desarrollado
métodos para la vitrificacion aséptica de ovocitos, con resultados variables.
(Dujickova et al, 2021; Vajta, et al., 2015).

Conservacion de células somaticas.

Existe también la opcién de crioconservar células somaticas. Estas pueden
ser utilizadas para obtenciéon de 4&cidos nucleicos con fines de
caracterizacién molecular o realizar trasplante nuclear (clonacién). Si bien
la obtencidén, preparacién y criopreservacion de células somaticas, asi
como la eventual extraccion de los acidos nucleicos son procedimientos
estandarizados y relativamente sencillos, la aplicacién de tecnologias
como la clonacién, traen la dificultad de requerir mayor aporte de
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tecnologia. Con miras a realizar estos procedimientos a futuro, la
crioconservacion de células somaticas puede ser considerada como una
opcién razonable de conservacion en bancos de germoplasma animal
(Groenveld et al., 2008). Se recomienda que este procedimiento se realice
al momento de colectar germoplasma (semen, évulos, embriones) a los
individuos seleccionados para conservacion.

Consideraciones finales.

Aungue existen alternativas tecnoldgicas para la crioconservacién de todo
tipo de germoplasma animal (semen, embriones, &vulos, células
somaticas y hasta larvas en el caso de germoplasma acuatico), debido al
nivel de tecnologia requerido y altos costos de conservacidon de embriones
y ovulos, los bancos de germoplasma animal en el mundo sélo conservan
en su mayoria semen; esto con las limitantes que conlleva la conservacion
de sdélo el gameto masculino y por ende sélo la mitad de la carga genética
necesaria para producir un animal vivo. La mejor alternativa de
conservacion son los embriones, ya sea que se obtengan in vivo o que sean
producidos in vitro.

No sélo es importante la conservacion de RGA de razas localmente
adaptadas por el estado de riesgo en que se encuentran, pero también lo
es la conservacion de germoplasma de razas de reciente introducciéon y
alta productividad, pues en estas se puede observar reduccién de la base
genética de la raza por el uso intensivo de la |A a partir de pocos
sementales; esto es particularmente relevante en bovinos.

Es importante puntualizar, por ultimo, que el aseguramiento del estatus
sanitario de las unidades de germoplasma destinadas a conservacion, no
sélo va a evitar el transporte de enfermedades a otros paises al realizarse
distribuciones internacionales de RGA, también va a contribuir a
mantener la sanidad de nuestras unidades de produccidén pecuarias.

Literatura consultada.

- CONARGEN, 1999. Programa Nacional de los Recursos Genéticos
Pecuarios. Documento Corporativo del Consejo Nacional de los
Recursos Genéticos Pecuarios, México, D.F. Disponible en

€3



AGRICULTURA  inifap
http://www.conargen.mx/index.php/acerca-del-
conargen/documentos-corporativos.

Dhali A, Kolte P, Mishra A, Sudhir CR, Bhatta R. 2018.
Cryopreservation of oocytes and embryos: Current Status and
Opportunities; In: Infertility, Assisted Reproductive Technologies and
Hormone Assays, Dhastagir Sultan Sheriff, IntechOpen. Disponible
en: https://www.intechopen.com/chapters/64778.

De La Torre SJF, Castro LMA, Gonzéalez PE, Reynoso CO. Respuestas
de Vacas CebuU a superovulaciones sucesivas con FSH. Técnica
Pececuaria Mexico. 1992;30:223-231.

De La Torre SJF, Gardner DK, Preis K, Gibbons J, Seidel GE. Metabolic
regulation of in-vitro-produced bovine embryos. Il. Effects of
phenazine ethosulfate, sodium azide and 2,4-dinitrophenol during
post-compaction development on glucose metabolism and lipid
accumulation. Reproduction Fertility and Development. 2006;18:
597-607.

Dujickova L, Makarevich A, Olexikova L, Kubovicova E, Strejcek F.
Methodological approaches for vitrification of bovine oocytes.
Zygote. 2021;29:1-11.

FAO. Plan de accién mundial sobre los recursos zoogenéticos y la
declaraciéon de Interlaken. Comisién de Recursos Genéticos para la
alimentaciéon y la agricultura. Organizacion de las Naciones Unidas
Para la Alimentacién y la Agricultura. Roma. 2007.

FAO. Cryoconservation of animal genetic resources. FAO Animal
Production and Health Guidelines N°12. Rome. 2012.

FAO. The contributions of livestock species and breeds to ecosystem
services. Ecosystem Services and Biodiversity. Rome. 2076.

FAO. Innovations in Cryoconservation of Animal Genetic Resources.
Draft Technical Guidelines. Intergovernmental Technical Working
Group on Animal Genetic Resources for Food and Agriculture.
Rome, Italy. 2021.

Gallardo N, Enciso SA, Nunez DR, Vega MCA, Vasquez PC, Galvan AD,
Ruiz LF, Torres FG, Mondragdén VI, Quezada EJJ, Solis RJ, Magana
MJG, Montafio BM, Ramirez NR. Informe sobre la situacion de los
recursos genéticos pecuarios de México. SAGARPA, México.
Claridades Agropecuarias 2002;111:1-39.

Gibson J, Gamage S, Hanotte O, Iniguez L, Maillard JC, Rischkowsky
B, Semambo D, Toll J. Options and strategies for the conservation of

€32 __



AGRICULTURA  inifap
farm animal genetic resources. Report of an International Workshop
in Montpellier, France. Bioversity International, Rome. 2006.
Goodwin SF, Friedmann T, Dunlap JC. Biotechnologies for the
management of Genetic Resources for food and agriculture. In:
Advances in Genetics. Academic Press. 2012;78:6-112.
Hasler JF. The current status and future of comercial embryo
transfer in cattle Animal Reproductive Science. 2003;79:245-264.
Hasler JF. The Holstein cow in embryo transfer today as compared
to 20 years ago. Theriogenology. 2006;65:4-16.
Hasler JF. Synthetic media for culture, freezing and vitrification of
bovine embryos. Reproduction Fertility and Development.
2010;22:119-125
Layek SS, Mohanty TK, Kumaresan A, Parks JE. Cryopreservation of
bull semen: evolution from egg yolk based to soybean based
extenders. Animal Reproduction Science. 2016;172:1-9.
Leroy G, Boettcher P, Besbes B, Danchin-Burge C, Baumung R,
Hiemstra SJ. Cryoconservation of Animal Genetic Resources in
Europe and Two African Countries: A Gap Analysis. Diversity.
2019;11:240.
Mapletoft RJ. Perspectives on bovine embryo transfer. In: WCDS
Advances in Dairy Technology University of Saskatchewan,
Saskatoon, Canada. 2012;24:83-93.
Mapletoft, R.J.y Hasler, J.F. 2005. Assisted reproductive technologies
in cattle: a review. Science Technology. 2005;24:393-403.
Mapletoft RJ, Garcia GA, Dias F, Singh J, Adams GP. In vitro and in
vivo embryo production in cattle superstimulated with FSH for 7
days. Animal reproduction. 2015;12:383-388.
Mazur P, Leibo SP, Seidel GE. Criopreservation of the germplasm of
animals used in Biological and medical research: Importance,
impact, status, and future directions. Biol Reprod. 2008;78:2-12.
Moreira VJH, Bruno SLG, Pereira PM, Camargo LSA. Use of in vitro
fertilization technique in the last decade and its effect on Brazilian
embryo industry and animal production. Acta Scientiae
Veterinariae. 2010;38:661-664.
Ollivier L, Renard JP. The costs of cryopreservation of animal genetic
resources. In Book of abstracts of the 46th Annual Meeting of the
European Association for Animal Production, Wageningen, the
Netherlands. Wageningen Press. 1995;57.

€33 __



AGRICULTURA  inifap
Perezgrovas R. 2003. El borrego Chiapas criollo. Una historia de
vellones, mercados mundialesy mujeres de polleras de lana. Revista
Biodiversidad Sustento y Culturas; N° 37, Julio del 2003.
Polge C, Smith AU, Parkes AS. Revival of spermatozoa after
vitrification and dehydratation at low temperatures. Nature.
1949;164:666-666.
Saragusty J, Arav A. Current progress in oocyte and embryo
cryopreservation by slow freezing and vitrification. Reproduction.
2011;141:1-19.
Sonesson AK, Goddard ME, Meuwissen TH. The use of frozen semen
to mini- mize inbreeding in small populations. Genetical Research.
2002;80:27-30.
Summers MC, Biggers IJD. Chemically defined media and the culture
of mammalian preimplantation embryos: historical perspective and
current issues. Hum Reprod Update. 2003;9:557-82.
Troy CS, MacHugh DE, Bailey JF, Magee DA, Loftus RT, Cunningham
P, et al. Genetic evidence for near-eastern origins of European cattle.
Nature. 2001;410:1088-1091.
Vajta G, Rienzi L, Ubaldi FM. Open versus closed systems for
vitrification of human oocytes and embryos. Reproductive
BioMedicine Online. 2015;30:325-333.
Valente SB, Fonseca ZA, Covre da Silva N, Morotti F, Marcondes SM.
Cryopreservation of in vitro-produced embryos: challenges for
commercial implementation. Animal Reproduction. 2017;14:521-527.
Viana JHM. Statistics of embryo production and transfer in domestic
farm animals, embryo industry on a new level: over one million
embryos produced in vitro IETS data retrieval committee. In: Embryo
Technology Newsletter. 2018;36:1-15.
Villasefor GF, De La Torre SJF, Martinez VG, Alvarez GH, Pérez RS,
Palacios FJA, Polanco SR, Montano BM. Caracterizacién de la
respuesta ovarica a la superovulaciéon en bovino Criollo Corefio
utilizando dosis reducidas de FSH, Revista Mexicana Ciencias
Pecuarias. 2017;8:225-232.



AGRICULTURA inifap

Capitulo 3

Recursos genéticos de pequeiios rumiantes

Las razas localmente adaptadas de ganado ovino en México

Raul Andrés Perezgrovas Garza
Instituto de Estudios Indigenas. Universidad Auténoma de Chiapas
rgrovas@unach.mx

Introduccion.

De conformidad con la base de datos del sistema de informacién sobre la
diversidad de los animales domésticos (DAD-IS), publicada de manera
virtual por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAQO), en México existen 20 razas de ovejas transfronterizas
y Unicamente cinco razas locales de ovinos. Este organismo internacional
define a las razas locales, de cualquier especie, como aquellas que “se
encuentran solo en un pais”, mientras que las transfronterizas estan en
varios de ellos (FAO, 2007).

A pesar de estar representadas en los catalogos de recursos zoogenéticos
mas importantes, las razas locales de ovinos en México son poco
conocidas, y tal vez por ello son poco valoradas, incluso en nuestro propio
pais; la difusidon de sus ventajas y caracteristicas ayudara a fomentar su
estudio y su preservacion para las generaciones futuras. Es en este orden
de ideas que la formacién de nucleos de animales in situ y ex situ, la
biotecnologia reproductiva y la criopreservacion del material genético de
dichas razas se convierten en herramientas necesarias para cumplir ese
objetivo.

La relevancia de estudiar, preservary fomentar las razas locales de ganado
lanar en México deriva de varios aspectos; uno de ellos es la contribuciéon
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gue han hecho a la historia de la cria animal en México, debido a que son
grupos genéticos antiguos que pueden ser rastreados varios siglos atras.
Otro elemento a considerar es el aporte que estas razas locales hacen a la
cultura de los pueblos que las mantienen en estado productivo, lo que se
puede asociar a la conservacion de tradiciones (fiestas, ritos, ceremonias,
vestimenta tipica); ademas, |la persistencia de los animales a lo largo del
tiempo es senal de que las practicas empiricas de manejo que se han
disenado para mantenerlos son eficientes, y de ahi su contribucién a la
zootecnia.

Desde el punto de vista genético, las razas locales de ganado lanar
representan un conjunto de genes valiosos que proporcionan resistencia
a enfermedades, rusticidad ante ambientes adversos, y capacidad de
adaptacién a una amplia gama de entornos geograficos y recursos
alimenticios. Finalmente, no puede soslayarse la proteccion que estas
razas locales significan ante la amenaza de los efectos del cambio
climatico que ya vivimos, ante los cuales las razas exdticas o especializadas
tienen menos defensa.

Problematica.

Las razas locales de ganado ovino, tanto aquellas actualmente incluidas
en el sistema de informacion de la diversidad de animales domésticos de
la FAO, como otras mas que se estan estudiando en México en este
momento, estdn amenazadas de sufrir extincion en el futuro cercano. Los
propios datos de la FAO explican que “la mayor amenaza a la diversidad
genética” esta constituida por los cruzamientos no controlados con
ejemplares o germoplasma de “un numero reducido de razas”
transfronterizas (FAO, 2007). Para contrarrestar esta situacion, dicho
organismo mundial propone que se actualice el acervo de conocimientos
sobre todas las razas, y esto es precisamente lo que intenta el presente
capitulo: mostrar nueva informacidn sobre las razas locales de ganado
lanar en México, para conocerlas mejor y para darles el valor cultural,
zootécnico y genético que les corresponde.

Justificacion.

La informacién sobre las razas locales de ganado ovino en México es
limitada, y en muchos casos se difunde apenas al nivel regional; ademas,
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no todas estan incluidas en el sistema de informacién de la diversidad de
animales domésticos de la FAO o en los catalogos de las instancias
federales que se dedican al sector pecuario. Las cifras publicadas
recientemente sobre la poblacion de ganado ovino en México (SIAP, 2020)
refieren un hato nacional de poco mas de 8.7 millones de cabezas, sin
especificar las razas de que se trata. Ademas, de manera no especificada,
el Informe Nacional sobre la situacién de los recursos zoogenéticos,
preparado por la SAGARPA (2012), hace mencidén de la existencia en
México de 13 razas localmente adaptadas de ovinos y tan solo nueve
exoéticas, datos que no corresponden con la informacién de la FAO. Por
desgracia no hay datos precisos sobre las razas locales de las cuales se esta
hablando en ese informe oficial.

Es por todo lo anterior que se requiere mostrar las principales
caracteristicas de cada una de las razas locales de ovinos del pais, para lo
cual en este documento se presenta una semblanza etno-zootécnica. Con
esto se estara cumpliendo el postulado de la FAO, que establece que “es
primordial mejorar el conocimiento de las razas y sistemas de
produccion” (FAO, 2007). Como se revisa mas adelante, algunas razas
ovinas locales son ahora reconocidas debido a la cantidad de trabajo
académico realizado con ellas desde hace varios anos; es el caso del
Borrego Chiapas y el ovino Pelibuey, pero otras mas son practicamente
desconocidas, como la Lucero (presente en el catdlogo de la FAO), o las de
reciente postulacién académica como la Chocholteca de Oaxaca y la
Chapingo del Estado de México.

Las razas ovinas reconocidas por la FAO.

El sistema de informaciéon de la diversidad de animales domésticos de la
FAOQO, es un valioso instrumento de consulta que hace un recuento de las
razas presentes en los paises afiliados, de todas las especies de animales
domeésticos. Al consultar el caso especifico de México, y particularmente
para la especie ovina, se puede constatar que la mayoria de las razas son
transfronterizas (20) y que sélo cinco pertenecen al grupo de razas
localmente adaptadas, las cuales, en orden alfabético, son: Borrego
Chiapas, Criollo, Lucero, Pelibuey o Tabasco y Tarahumara.
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Es conveniente recordar que la informacidén que se encuentra en esta base
de datos mundial debe ser recopilada en los paises de origen por las
instancias oficiales, que en el caso de México estan representadas por la
Coordinacion General de Ganaderia de la actual Secretaria de Agricultura
y Desarrollo Rural (SADER), tras lo cual es enviada a la FAO en Roma para
justificar su insercion en el sistema global de informacion (DAD-IS). La
fuente de referencia para las dependencias nacionales recae
generalmente en la academia, pues los grupos de investigacion de
manera continua estan presentando avances en los congresos, y de forma
paralela estan publicando sus resultados en Memorias, Revistas diversas y
Libros especializados.

Para el caso de la especie ovina, la base de datos de la FAO identifica en
México 20 razas transfronterizas, las cuales, contrariamente a lo que
pudiera pensarse, tienen registrada muy poca informacioén, si acaso el
nombre oficial en el idioma de origen y algdn dato sobre el nivel de riesgo
asociado al tamano de la poblacidn; este fue el caso para varias de las razas
transfronterizas como Corriedale, Hampshire Down y Rambouillet, e
incluso, para algunas de las razas mas conocidas, como la Merino, apenas
se menciona que se dedica a la produccién de lana, o la Katahdin, de la
gue sélo se establece que es importada y exdtica. De este modo, la mayor
parte de la informacién sobre razas ovinas de México —publicada en la
base de datos de la FAO— se refiere a las cinco razas locales de ganado
lanar.

En este capitulo se hace un analisis mas preciso y comparativo de la
informacién que incluye la FAO en su base de datos para las ovejas locales
de México. En el Cuadro 1, se pueden apreciar algunas de las caracteristicas
referidas por el organismo internacional para dichas razas locales
mexicanas, y su analisis pone de manifiesto varios puntos que vale la pena
desglosar. Primero, las cinco razas podrian ser en realidad seis, debido a
gue la base de datos de la FAO trae informacién por separado para la oveja
Pelibuey y para el borrego Tabasco, cuando en México sabemos que son
la misma; es por ello que en este trabajo se consideran como una sola raza
local. Igualmente destaca que el nombre con el que se inscribid la raza de
ganado lanar Tarahumara esta equivocado, y que ese error ha pasado
desapercibido durante muchos anos.

Otro elemento a resaltar es que la informacién de algunos descriptores es
muy detallada para algunas razas locales, pero muy escueta para otras;
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este es el caso de la “descripcidn de los usos especificos”, que en el Borrego
Chiapas es muy amplia (Figura 1), mientras que para las otras cuatro razas
ni siquiera se menciona. Sobre el “origen y desarrollo” de las razas, los datos
son considerables para el ovino “Criollo”, mencionando incluso las que
pudieron ser las razas originarias, no asi para la Lucero y la Tarahumara,
que se registran apenas como “variedad del Criollo”. En cuanto a la
“localizacién de la subespecie”, la informaciéon es diversa, pues mientras
gue es muy definida para el Borrego Chiapas, el Criollo dice estar “en las
tierras altas” y el Pelibuey en la “regidn tropical”. Mencién aparte se hace
aqui de la oveja Lucero, cuya localizacion en las “montafas del sur de
México” invita a pensar que se trata del mismo Borrego Chiapas (Figura 1)
en su variedad negra. No existen en México reportes especificos sobre la
oveja Lucero, lo cual hace mas factible la hipdtesis anterior.

Figura 1. Variedades fenotipicas del Borrego Chiapas.
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En el caso de las “cualidades” de las razas locales, la FAO sélo habla de la
adaptacion del Borrego Chiapas, pero de varias caracteristicas del Criollo,
CoOmMo su resistencia a parasitosis y sus bondades reproductivas no hay
informacion. La “informacion morfoldgica” es abundante para el Pelibuey,
cuando para otras razas apenas se menciona el peso medio y algunos
datos fenotipicos. Resulta interesante encontrar que la “informacion del
rendimiento” es amplia y detallada para el Borrego Chiapas, la cual deja
ver que los datos fueron tomados de investigacion realizada por los
académicos de la Universidad Auténoma de Chiapas, que ha publicado
varios libros: aquellos sobre las caracteristicas de la fibra (Perezgrovas,
2005) y los que tratan los temas histéricos, morfoldgicos y zootécnicos
(Perezgrovas, 2018), y varios articulos sobre la tematica, que van desde la
participacion de pastoras indigenas tzotziles en el disefo de practicas de
manejo (Perezgrovas y Castro, 2000), hasta los estudios de genética de
poblacién (Perezgrovas y Castro, 1998) y la genética molecular. Para el
resto de las razas locales mexicanas, la FAO apenas ofrece informacion
sobre el tamafo de la camada o el peso al nacimiento.

Resalta en la base de datos de la FAO que se inscribiera tan poca
informacién sobre la lana de los animales, considerando que, excepto el
Pelibuey, las otras cuatro razas tienen esa orientacion productiva, y que, al
menos en el caso del Borrego Chiapas y la oveja Tarahumara, existe
publicada una gran cantidad de trabajos académicos sobre el particular
(Perezgrovasy Parés, 2013). El sistema de informacién de FAO casi no tiene
datos de la “poblacién” de las cinco razas locales de México, y apenas
menciona una cifra para la oveja Pelibuey.

Otras ovejas locales de México.

Aungue no se encuentran en los catalogos internacionales, en México se
han estudiado otras razas de ovejas localmente adaptadas, las cuales son
menos conocidas, pero igualmente importantes. En este capitulo se
presentan los datos recabados sobre estas razas ovinas, tratando de que
se divulgue el esfuerzo de las instituciones que se han abocado a su
investigacién y fomento.

Existe un patrén comun en las razas locales de ganado lanar en México, al
menos en las que se localizan en zonas montafiosas, y es su cria para
producir vellones “de doble capa”, es decir, la materia prima que se
requiere para confeccionar ropa tipica, ya sea empleando el telar de pedal
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comun en Oaxaca y Tlaxcala, o bien el telar de cintura de origen
prehispanico que todavia manejan con gran arte las tejedoras de las
comunidades indigenas de las montanas de Chiapas, Veracruz, Puebla y
Guerrero, o los grandes telares con bastidor que se utilizan en la Sierra
Tarahumara de Chihuahua. De estas razas locales se hara aqui una breve
semblanza, con el objetivo de mostrarlas, conocerlas mejor y valorarlas.

Ovino Criollo Chocholteco de la Mixteca, Oaxaca.

La poblacién de ovinos Chocholteca es reducida, y se encuentra aislada
geograficamente en la Mixteca Alta, en el estado de Oaxaca. Los estudios
realizados en fechas recientes (Salinas-Rios et al., 2021) muestran que es
una poblacidén genéticamente distinta a otras ovejas del pais y del mundo,
incluidas el Borrego Chiapas, el Criollo y el Pelibuey mexicano; las
caracteristicas de esta raza son: adaptacion a climas frios y pasturas
pobres, ligera estacionalidad reproductiva, y pesos medios de 34 kg los
machos y 265 kg las hembras. Los analisis de distancias genéticas
muestran a la oveja Chocholteca en el mismo tronco con algunos ovinos
criollos americanos y cerca de las ovejas Merino de Espafa y de Chile;
curiosamente, se encuentra distante del Borrego Chiapas.

En dicho estudio, la estructura genética sugiere que entre sus ancestros
se encuentra el Merino espanol, lo que puede asociarse histéricamente a
la influencia ganadera de Hernan Cortés, marqués del Valle de Oaxaca,
quien habia solicitado que le enviaran de ese tipo de ovejas para
multiplicarlas, segun consta en las cronicas:

< u

..en los limites de su marquesado [Cortés] llevo “gran nimero de carneros
merinos y otros ganados, que hallaron abundantes pastos en las
cercanias de Tehuantepec”. (Prescott, 2000)

La oveja Criolla Chocholteca esta siendo estudiada actualmente para
establecer las caracteristicas de su lana, y se piensa establecer un ndcleo
de seleccidon en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autdnoma Benito Juarez de Oaxaca.

Ovino Criollo “Obispo” de la montaia de Guerrero.

Esta es una raza local muy poco conocida, pero que en fechas recientes ha
estado sujeta a varios protocolos de investigacién con el afan de
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caracterizarla, pues “se desconoce su origen genético y no se dispone de
informacion sistematica sobre sus caracteristicas morfo-estructurales, ni
aspectos de sucomportamiento productivoy reproductivo, por lo que este
genotipo podria desaparecer” (Martinez, 2016). Una de las caracteristicas
mas notorias de |la oveja Obispo es la presencia de cuatro cuernos, que es
una manifestacion genética que comparte con algunas razas ovinas en
Estados Unidos (Navajo-Churro) y que ocurre eventualmente en otras
razas locales de ganado lanar.

Lépez-Gordillo en una publicaciéon relativa al desarrollo sustentable de
zonas indigenas, considera a esta raza local como parte importante del
modo de vida de la poblacién; y paulatinamente van surgiendo los
primeros datos de la caracterizaciéon de la raza, de la que se conocen
menos de 1000 ejemplares adultos:

“El ovino “Obispo” de la montana es un animal rdstico, longevo, pequeno,
magro de carnes, prolifico y de temperamento activo que se ha adaptado
a las condiciones dificiles de escasez de forraje durante la sequia y de facil
manejo. El objetivo de su cria es el autoconsumo...” (Martinez, 2016)

Los estudios recientes con esta oveja Criolla son mucho mas especificos, y
resefan la curva de rendimiento y composicion de la leche (Nava-Garcia
et al., 2019), lo cual es indicativo de que existe un interés real en impulsar
la conservacién y fomento de esta raza en peligro de desaparecer para
mantener apenas “una presencia meramente anecddtica” (Martinez, 2016:
38). Como en el caso del Borrego Chiapasy el ovino Criollo Chocholteca, se
observa en la oveja Obispo esta tendencia de que sean las instituciones
académicas las encargadas de su estudio y conservacion.

Ovino Criollo Chapingo, Estado de México.

Junto con el Borrego Chiapas y el Chocholteca, el ovino Criollo Chapingo
esta siendo promovido y evaluado por un programa universitario, en este
caso por el Departamento de Zootecnia de la Universidad Autdénoma
Chapingo (UACh). El proyecto esta disefiado para “conservar, caracterizar,
utilizar y desarrollar” esta oveja criolla del centro de México, para lo cual se
esta formando un nucleo de seleccidon con material genético de fenotipos
definidos, que se adquiere en comunidades campesinas e indigenas de
varios estados del pais (Redaccién Ganaderia.com, 2018).
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De acuerdo con la informacién proporcionada por la UACh, “Esta nueva
raza No requiere vacunacion, desparasitacion ni antibiéticos [por lo que],
es una alternativa de produccién ecoldgica y consecuentemente de
produccion de alimento para los mas necesitados de nuestro pais”
(Trujano, 2018). Los resultados de la investigacion estan proximos a
publicarse, pero la idea es realizar mejoramiento genético a través de un
mejor manejo alimenticio, reproductivo y sanitario.

Oveja Kimichin del norte de Puebla.

Este ganado lanar se caracteriza por tener “orejas de ratén”, es decir, que
son de tamafo menor al normal. El estudio pionero de Hernandez-Trevifio
et al. (201M) realizd una primera caracterizacién fenotipica, zoométrica y
morfométrica de esta oveja local, encontrando que es “un animal
pequefo, sin orejas, muy rustico, de perfil cefdlico recto y muy bien
adaptado a las condiciones edafoclimaticas de la regién”. Como es
reconocido por diferentes instancias, en el caso de la oveja Kimichin, “/a
introduccion de razas mejoradas pone en peligro de extincion a este
animal” (Hernandez, 2016).

La condicién de presentar orejas pequefas se puede observar en otras
razas locales, y se ha reportado en el Borrego Chiapas (Sarmiento, 1989),
sobre todo en la poblacién de ganado lanar de la regién de la Sierra Madre
(Rodriguez et al., 2006), en donde hay una mayor consanguinidad dentro
de los rebanos. Esta caracteristica puede tener una alta heredabilidad,
pues un semental con las orejas pequefas genera muchos corderos con
la misma condicion.

Oveja Criolla de la Sierra de Zongolica, Veracruz.

Es un ganado lanar manejado ancestralmente por grupos indigenas
hablantes del nahuatl en las montafias de Zongolica, en el estado de
Veracruz, y que esta siendo caracterizado desde hace varios aflos por un
grupo de académicos del Colegio de Postgraduados. En sus publicaciones
destacan que la ovinocultura en esta regidén es una actividad de las
mujeres indigenas empleando un sistema de apersogue por el cual los
animales estan amarrados a estacas o arbustos dentro del area de
pastoreo (ilpitinemi). Los rebafos son pequefos (ocho animales), pero el
numero de la poblacién ha descendido, por lo que “hay que tomar
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medidas de conservacién de esta raza autdctona ya que ha representado
una fuente importante de lana, carne, pieles y abono organico” (Citlahua
et al.,,2005).

Citlahua y Vargas (2009) han generado una presentacion bilingue
(ndhuatl-castellano) en la que se pueden observar las caracteristicas
zoomeétricas y productivas de los animales, el sistema de manejo disenado
por las mujeres, y el uso textil de los vellones, los cuales se procesan en
telar de cintura tradicional para elaborar la ropa de las personas. Los
autores concluyen su trabajo —como lo hacen quienes trabajan con
ovinos criollos— aseverando que se requiere rescatar a los borregos locales
einiciar un programa de seleccién con base en los criterios que establecen
los productores.

Actualizacién de datos productivos.
Produccion de lana

El DAD-IS de la FAO carece de informacidon sobre las caracteristicas de la
fibra en las razas locales mexicanas, pero en realidad hay suficientes datos
sobre el particular. El trabajo de Perezgrovas y Parés (2013) realizado con
mas de una treintena de razas locales de varias partes del mundo,
evidencia el tipo de lana y otras caracteristicas de las ovejas locales
mexicanas.

En el Cuadro 2, se presenta una sintesis de los estudios sobre la fibra de
lana en varias ovejas locales de México.
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Cuadro 2. Caracteristicas de la fibra y la mecha de lana en ovejas locales mexicanas y el
Merino espanfol.

Valles Tarahumara Criollade  Merino
Raza/ Chiapas Centrales de Zongolica, espafiol
Caracteristica Café de Chihuahua Veracruz

Oaxaca
Longitud de
fibras, cm 25.31 9.27 12.27 13.75 523
Largas gruesas 12.09 555 8.31 9.40 3.32
Cortas-delgadas 7.9 2.68 4.36 3.00 0.60
Kemp
Proporcién de
fibras, % 2115 19.3 13.67 9.97 0.47
Largas gruesas 74.93 78.02 82.02 87.56 99.47
Cortas-delgadas 3.87 2.84 4.31 2.47 0.06
Kemp

Rendimiento al
desengrasado 87.84 75.96 73.16 82.40 53.31
alcohdlico, %

Fuente: Adaptado de Perezgrovas y Parés (2013).

El cuadro anterior refleja que las razas locales con orientacién hacia la
producciéon de lana presentan un vellén de los llamados “de doble capa”,
es decir, con una combinacién de fibras largas-gruesas y cortas-delgadas,
lo cual le confiere la “calidad artesanal” que requiere el trabajo tradicional
en telares de pedal y de cintura. En contraste, la oveja Merino tiene un
velléon de una sola capa (fibras cortas-delgadas) propio de las fibras de
calidad industrial; y ademas estos vellones son de color blanco y tienen
una gran merma después del lavado, lo cual seria una desventaja para el
trabajo que hacen las artesanas mexicanas.

Produccioén de leche.

Esta es una de las caracteristicas productivas que han tomado auge en los
ultimos afnos en México. Los estudios iniciales se realizaron en el Borrego
Chiapas hace varios anos (Villalobos y Perezgrovas, 1989), encontrando un
pico de lactacion a los 15 dias y una persistencia de hasta 150 dias. Peralta
et al. (2018) han profundizado en el tema de la produccién lactea en la
oveja Chiapas, haciendo un recuento de los estudios previos y a su vez
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presentando los datos mas recientes, con una produccién medias de 209
ml dia”, la cual fue decreciendo en tres periodos consecutivos de 40 dias,
que fueron de 290, 193 y 144 ml dia”, respectivamente. Por su parte, Lopez
et al. (2007) realizaron el analisis fisicoquimico de la leche de la oveja
Chiapas, encontrando 5.4% de proteina, 4.3% de caseina, 4.8% de lactosa 'y
3.7% de grasa.

Dichos valores pueden contrastarse con los obtenidos por Nava-Garcia et
al. (2019) en la oveja Criolla Obispo del estado de Guerrero, con cifras de
5.7% de proteina, 4.6% de lactosa y 2.5% de grasa, y con una producciéon
media de 343 ml dia’ durante un periodo de 12 semanas.

Consideraciones finales.

La informacién presentada en este capitulo hace énfasis en las razas
locales mexicanas inscritas en el sistema de informacidn de la diversidad
de animales domésticos de la FAO, pero al mismo tiempo se hace un
recuento de las “nuevas” razas locales de ovejas que se estan estudiando
y caracterizando en México. Se espera que el volumen de datos técnicosy
socio-econémicos que estan generando las instituciones académicas
pueda ser tomado en cuenta por las instancias que tienen
representatividad ante la FAO, para que en su oportunidad se pueda
enriquecer no sélo la informacién de las razas ya inscritas, sino incluir a las
otras cinco razas locales aqui descritas brevemente.

Las razas locales de ganado lanar en México estan siendo investigadas por
diferentes instancias académicas, las que requieren de los apoyos
correspondientes para proseguir con su importante labor; se espera que
la existencia de una asociacion civil como la Red Mexicana sobre
Conservacion de la Biodiversidad de Animales Domésticos (Red Mexicana
CONBIAND, A.C), ayude a consolidar los esfuerzos que, de manera
independiente estan llevando a cabo los grupos académicos. Algunos de
estos grupos ya han interactuado de manera coordinada para alcanzar sus
objetivos de investigacion, y otros mas se estan integrando con la misma
finalidad, por lo que en el futuro cercano deberan verse los resultados a
través de publicaciones en revistas indizadas.

Las razas locales han estado sometidas a la amenaza de la extincion
debido a que sus genes se diluyen continuamente por cruzamientos no
controlados. Uno de los mecanismos para proteger el germoplasma de
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esta amenaza es la criopreservaciéon de material genético, con lo que las
razas podrian recuperarse en casos de necesidad. El germoplasma del
Borrego Chiapas ya se encuentra resguardado en el Centro Nacional de
Recursos Genéticos del INIFAP, y se recomienda que los grupos
académicos que trabajan con las otras razas locales mexicanas puedan
hacer lo mismo.
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Recursos Caprinos en México

Gisela Fuentes-Mascorro

Universidad Auténoma “Benito Juarez” de Oaxaca

Introduccién.

La produccién en México de cabras lecheras se realiza en instalaciones,
gue pueden ir desde confinamiento total con ordefa tanto mecanica
como manual, los sistemas mixtos que proporcionan algunas horas de
pastoreo, suplementacion y ordefo generalmente manual, hasta los que
se basan solamente en pastoreo y ordefa manual. Con esta leche se
producen principalmente: cajeta, dulces, quesos, yogurt y algunos
productos para mercados muy especificos. La produccion de carne se da
generalmente en pastoreo, que puede ir desde el sistema trashumante
gue aun se practica en la mixteca Oaxaquefa, extensivo en zonas
marcadas de pastoreo por las autoridades locales, y un pastoreo restrictivo
en zonas con condiciones socio politicas diversas.

En un mayor porcentaje, se reconoce que la produccidon carnica es
sostenida por cabras “criollas”, término que es aplicado de manera
equivocada a cualquier animal que no cuenta con caracteristicas
suficientes para identificar la raza que conoce quién la nombra. La palabra
criollo proviene del término portugués crioulo, vocablo empleado para
designar a los esclavos nacidos en américa (Significados, 2021). Al aplicarlo
en animales, el término debe ser utilizado para referirse a aquellos que
descienden de los traidos por los espafoles, en la época de la Colonia, y
que son la mayoria de los animales domeésticos que conocemos ahora. Las
cabras en México se han identificado por estudios con microsatélites
como razas criollas puras a la Negra de Querétaro (Silva-Jarquin el al., 2019)
y la Pastorefa de Oaxaca (Dominguez el al., 2018).

Las cabras productoras de carne como la Pastorefa, han podido
mantenerse por 500 afos en la zona de la Mixteca, debido a que tienen la
capacidad para poder hacer largas caminatas hidratandose con el mismo
alimento que consumen; la estructura de sus labios y cabeza, les permite
ingerir las hojas de la vegetacién a pesar de que la mayoria disponible son
xeroéfitas en época de estiaje; los sistemas de producciéon bajo los cuales se
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producen son: el trashumante, el extensivoy el familiar o de bajos insumos
externos (Fuentes-Mascorro el al., 2021).

La produccién nacional en los Ultimos afos, esta sustentada por pocos
estados; destaca de manera particular Coahuila, que se ha posicionado
como uno de los primeros estados productores tanto de leche como de
carne (Figura1). La produccidén de carne estd soportada por los Estados de
Coahuila, Guerrero, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosiy Zacatecas (Figura 2);
la produccion de leche se tiene registrada en muy pocos estados y
basicamente esta soportada por Coahuila y Guanajuato.

Figura 1. Principales estados productores de Leche (L) y Carne (C), de acuerdo con los
datos del Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera. www.gob.mx/siap




AGRICULTURA | inimp

Numero de cabezas caprinas sacrificadas
300000

250000

200000
150000
100000
50000
0

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

EmCoahuila ®™Guerrero ®Qaxaca Puebla ®San Luis Potosi ®Zacatecas

Figura 2. Principales estados productores de carne de cabra en México. Datos del
Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. www.gob.mx/siap

Durango mantiene una produccién menor pero constante, mientras
Chihuahua y Jalisco, muy por debajo de los estados anteriores (Figura 3).
Todos los estados productores, se encuentran ubicados en las zonas que
van de hiper arido a semiarido (Figura 4), ademas se encuentran ubicados
en rangos altos de pobreza; en 2018 se elevd, ademas, la vulnerabilidad por
ingresos (Figura 5).
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Figura 3. Estados productores de leche de cabra. Datos del Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera. www.gob.mx/siap
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Figura 4. Zonas aridas de México. Figura adaptada de Verbist et al., 2010

7] Sin cambio
B Aumento significativo

Porcentaje ™
[ 114a35
£ 135a50
50 a65
B 65280

Figura 5. A la izquierda mapa de pobreza, a la derecha vulnerables por carencia
econdmica para 2018. Fuente: CONEVAL, 2018.

Para los estados productores de leche emigraron 2,305,761 personasy para
los productores de carne 4,019,679 (INEGI, 2020; Reporte, 2020). Es
importante considerar que a pesar de que son estados productores de
leche y carne de cabra, y son los que sostienen la produccién nacional,
siguen siendo pobres, vulnerables y con mayor migracion.

Derivado de lo anterior, se puede plantear el cuestionamiento de ; Por qué
producir leche y carne de cabra es redituable en México?; si se analizan los
precios de las Figuras 6 y 7, el litro de leche no alcanza los siete pesos,
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aproximadamente treinta y dos centavos de ddélar americano, y el kilo de
carne por término medio a cincuenta y un pesos (aproximadamente dos
dolares con treinta y un centavos de doélar americano). Comparado con las
horasy recursos que se invirtieron para producirlos podemos entender por
gué los caprinocultores mexicanos obtienen un mayor pago por su trabajo
como migrantes. En la ciudad de Oaxaca el consumidor extranjero paga
$50.00 (cincuenta pesos) por un litro de leche de cabra, $70.00 (setenta
pesos) por un litro de yogurt de leche de cabra y $250.00 por el kilogramo
de carne de cabrito en canal; estos precios son justos para que el productor
pueda tener un margen de ganancia minimo que evite que emigre.
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Figura 6. Precio alcanzado por kilogramo de cabra en pie en los estados productores.
Datos del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. www.gob.mx/siap
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Precio de venta en pesos por litro de leche
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Figura 7. Precio alcanzado por litro de leche de cabra en los estados productores. Datos
del Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera. www.gob.mx/siap

¢Por qué el precio que se paga por los productos es tan bajo?; sin duda es
un problema multifactorial, y algunos de los factores que se han
identificado son la falta de clasificacién de canales de comercializacidn
justos; un total desconocimiento del campo mexicano por las personas
gue dictan las politicas agropecuarias en México, que producen apoyos
mal direccionados. Ademds, existe un gran desconocimiento de la
importancia de la produccion de cabras, desde el punto de vista
econdmico, social y ecolégico. Por otro lado, debido a sus habitos
alimentarios, las cabras contribuyen a la dispersion de semillas y el control
de incendios. Es escaso el diagndstico de las enfermedades de los caprinos
gue realmente estan en México, faltan salas de sacrificio locales que lleven
el producto hasta su empaque al vacio. Si la produccién se realiza en
terrenos aridos y agrestes, es ridiculo hacer grandes rastros en areas
urbanas Unicamente para la matanza, sin considerar el empacado al vacio
para darle un valor agregado al producto.
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¢Por qué es fundamental seguir produciendo leche y carne de cabra?

México importa el 41% de los alimentos para satisfacer su consumo
nacional, a pesar de ser el noveno productor de alimentos del mundo y el
octavo exportador de alimentos (Reporte, 2020); los ndmeros indican una
incongruencia en la forma en que se desarrolla el sector agropecuario. Si
estamos dentro de los diez paises con mayor diversidad biolégica, significa
gue no hemos volteado a ver el campo, con la intencién de guiarlo hacia
el camino correcto. La cabra presenta las siguientes ventajas:

a)

Es una tradicién en las comunidades de zonas éaridas, de pobreza
extrema y altos indices de migracion.

La produccion de leche se realiza principalmente en Coahuila y
Guanajuato con el empleo de razas especializadas.

La produccion de carne depende de las cabras criollas, que estan
perfectamente adaptadas a los ecosistemas mas agrestes.

La cabra es considerada una consumidora adaptativa con
selectividad alta (Morand y Sauvant, 1984), capaz de elegir entre un
mayor rango de gramineas, herbaceas, arbustos y arboles; en
comparacién con ovejas y vacas, es capaz de: cosechar las especies
mas disponibles (Pérez,1988), de pararse sobre sus patas alcanzando
mayor altura para el ramoneo e inclusive trepar los arboles para
ramonear, de ingerir plantas con altos contenidos de taninos
(Torres-Hernandez y Maldonado-Jaquez, 2019). Kumar y Ashwani
(1998) demostraron que las cabras son capaces de degradar la
mimosina en un lapso de siete a ocho semanas de iniciado su
consumo, adaptan su metabolismo a la calidad de los forrajes que
consumen, emplean el rumen como un lugar de almacenamiento
de agua sin comprometer el consumo de alimento, reducen la
pérdida de agua fecal, urinaria y por evaporacién, aumentan el
tiempo de retencién en el rumen, con un intestino de mayor
tamano, incrementan la degradacién de urea (Freudengerger y
Hunne, 1993; McSweeney, 1988), consumen plantas con sabores
amargos, pastorean mientras van caminando, su olfato y tacto les
permite tomar rapidamente la decision de consumo y el tiempo
para hacerlo (Moran-Fehr, 2005).

La composicion de la leche de cabra, de acuerdo con Rooden (2004)
y Capra (2004), citados por Chacén (2005), proporciona 13% del
requerimiento diario de calcio, y contiene selenio, acido fdlico,
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vitamina A, riboflavina, con propiedades laxantes y alta capacidad
amortiguadora; una unidad de grasa contiene 2.5 veces mas energia
gue los carbohidratos comunes, con glébulos de grasa de 2.5 um, un
contenido de acidos grasos esenciales y de cadena corta adecuados
para el corazény factores bioactivos como la coenzima Q, de manera
gue cubre toda la proteina que un niNo necesita desde que nace
hasta los ocho afos.

f) La carne de cabra presenta mayor contenido de proteinas y menor
contenido de grasa y colesterol, al compararse con la de ovino y
bovino (Teixeira et al, 2019), se considera a la ternura como un
excelente indice de palatabilidad, por lo que se estan estudiando las
ventajas de las diversas razas locales de cabras, a través de la
seleccion asistida por marcadores para conocer el transcriptoma
(Shen et al., 2021) que favorece las caracteristicas de la carne y llevar
la cruza y selecciéon de cabras a este nivel.

Conservacién y caracterizacion.

Un animal criollo, que ha vivido por 500 aflos en un ecosistema y aun se
encuentra en él, estd bien adaptado al lugar, de lo contrario, no existiria.
Los animales domeésticos criollos que viven en condiciones de pastoreo
extensivo en las zonas agrestes del pais, y se reproducen a pesar de la
escasa intervenciéon humana en los aspectos nutricionales y sanitarios, son
altamente eficientes en ese ecosistema en el que viven; esto coincide
justamente con los recursos que estan en manos de los productores
tradicionales. Introducir en estos sistemas “animales mejorados”, es el
mayor error que podemos cometer, y esto lo demuestran todas las cruzas
improductivas que podemos encontrar en el campo mexicano.

Primero es necesario tener claridad en cuales grupos de estos animales
son razas puras, como ocurre con las cabras Negras de Querétaro y las
Pastorefas de la Mixteca; esto se logra con un estudio de microsatélites.

Se vuelve imperativo que el Centro Nacional de Recursos Genéticos,
desarrolle la tecnologia necesaria para llevar a cabo ensayos de
protedmica, transcriptomica, metaboldmica, cuyas herramientas
permiten una mejor caracterizacion. Por otro lado, es necesario un
programa nacional relacionado a la conservacion de los recursos
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genéticos animales con las universidades mexicanas que cuentan con la
licenciatura de medicina veterinaria.

Actividades del CNRG.
El programa de conservacion deberia ser coordinado por el CNRG que
ademas tenga las siguientes cualidades:

1.

.

El CNRG realizaria el genotipado de los rebafos candidatos a estar
constituidos por razas puras. De grupos raciales especificos.

La Red Mexicana CONBIAND cuenta con un gran numero de
investigadores a nivel nacional con un buen conocimiento de los
grupos raciales, pues los han caracterizado de manera integral y
ellos deberian ser parte fundamental en la eleccidn de las
poblaciones a muestrear.

Se cuenta con universidades y centros del INIFAP, con instalaciones
para poder tener rebafos de los grupos de animales identificados
como puros y realizar su evaluacidn, lo que producira los datos
cuantitativos para realizar los comparativos de produccion.
Evaluacién de los productos de estos grupos, realizando los
comparativos en condiciones de campoy en las condiciones ideales
en las que estan en las instalaciones de las universidades y del
INIFAP.

Una vez establecidos los grupos raciales y sus ventajas, iniciar con el
diseno de cruzas que realmente produciran vigor hibrido.

De manera paralela se requerira la caracterizacion de las especies
vegetales que los animales consumen, incluyendo el valor
nutricional de los mismos.

Disefio de las estrategias de produccidn sustentable de forraje
nativo y rutas de pastoreo adecuadas, que permitan un manejo
inteligente de los agostaderos.

Una vez evaluada la calidad de los productos a través de las ciencias
omicas, se deberan disefar los procesos locales que permitan dar
valor agregado a la produccion.

Disefio y fomento de rutas cortas de consumo.

. Acopio de productos a precio justo para la exportacion de productos

de alto valor a mercados que valoren y paguen el producto.
Serd imperativo contar con laboratorios de diagnéstico, que realicen
una amplia gama de pruebas.
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12. Privilegiar el disefio de plato saludable que este constituido por los
productos de consumo local.

Fortalezas y capacidades.

La caprinocultura es una actividad ancestral en las regiones productoras
en México; es necesario prescindir chiveros para tener caprinocultores y
esto se lograrg, iniciando con el reconocimiento de los saberes ancestrales
para plasmarlosy comprobarlos, evaluando a los animales que han estado
en el campo mexicano, antes de importar las razas de otros paises que si
valoran a sus animales nativos. Hay que comprender que la produccién de
leche de cabra es mejor con razas especificas, y se debe basar en ellas en
las condiciones de bienestar adecuadas para los animales y que si la
produccion de carne se ha mantenido con las razas locales, se debe seguir
haciendo con estas, ademas de seleccionar en las razas locales animales
con linea lechera y fomentar el ordefio y consumo de la leche.

La produccién pecuaria en México no puede ser medida con la misma
regla, la riqueza biolégica, cultural y social de este pais, requiere también
una diversidad de soluciones. La burocratizacién de los tramites provoca
qgue se emplee mas tiempo en cubrir todos los requisitos de papel que en
el trabajo con el productor. Es necesario hacer una difusién atomizada de
este programa que se propone, para que de manera voluntaria se generen
centros de desarrollo, pero esto deber ir acompanado de un comercio
justo, que permita que el productor sea quién reciba el pago justo por su
trabajo.

Si no cambiamos lo que hemos hecho hasta ahora, llegara un dia en que
todos los alimentos de las ciudades sean importados y sélo los que
estamos ligados a las actividades agropecuarias podamos consumir
productos del campo mexicano.
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Capitulo 4
Recursos Genéticos Acuaticos

Carmen G. Paniagua Chavez, Miguel A. del Rio Portilla, Fabiola Lafarga
De la Cruz, Constanza del Mar Ochoa Saloma, Francisco J. Garcia-De
Leon, Wilfrido Contreras Sanchez, Ulises Herndndez Vidal, Lenin Arias

Rodriguez, Irene de los A. Barriga-Sosa

Centro de Investigacioén Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada.
cpaniagu@cicese.mx

Introduccién

El SINARGEN fue establecido como un mecanismo abierto e incluyente
para resguardar, proteger, mejorar y aprovechar sustentablemente toda
la riqueza genética de los sectores acuatico, agricola, forestal y pecuario de
México y forma parte del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG).
Este sistema opera a través de los subsistemas y redes (especie, tematica
0 regién) en las que participan instituciones nacionales. Debido a la
importancia que tienen los Recursos Genéticos Acuaticos junto con los
demas recursos genéticos en la soberania alimentaria del pais, la
SAGARPA (ahora SADER), a través del Instituto Nacional de Pesca
(INAPESCA) cred, en 2012, el Subsistema Nacional de Recursos Genéticos
Acuaticos (SUBNARGENA) que funciona como una red interinstitucional e
interdisciplinaria para la conservacion y aprovechamiento sostenible de
los Recursos Genéticos Acuaticos (RGA) de especies con importancia
acuicola, nativas o no de México. La Red de Recursos Genéticos Acuaticos
(RRGA) tiene como metas orientar acciones hacia el cumplimiento de los
objetivos del Programa de Uso Sustentable de Recursos Naturales para la
Produccion Primaria y apoyar a los objetivos establecidos en el Plan
Nacional de Accidon para la conservacion de los RGA. Esta red esta
constituida por investigadores de diferentes instituciones académicas
tales como el Centro de investigacion Cientifica y de Educacién Superior
de Ensenada, B.C. (CICESE), la Universidad Juarez Autonoma de Tabasco
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(UJAT), la Universidad Autdnoma de Baja California (UABC), la Universidad
Autdnoma Metropolitana-iztapalapa (UAM-I), el Centro de Investigaciones
Bioldgicas del Noroeste, S. C. (CIBNOR), el Centro de Investigacion en
Alimentaciony Desarrollo, A.C. (CIAD), la Universidad Auténoma de Sinaloa
(UAS) y el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del Instituto
Politécnico Nacional (CICIMAR-IPN).

Para llevar a cabo las acciones del SUBNARGENA se desarrollé el Plan
Nacional de Accidn para la Conservaciony uso Sustentable de los Recursos
Genéticos Acuaticos de México. Los objetivos de este plan son:

1.

10.

Asegurar la conservacion de la diversidad de recursos genéticos
acuaticos para las generaciones presentes y futuras.

Promover el intercambio y acceso de los recursos genéticos
acuaticos en el sector acuicola y pesquero dentro de un marco legal.
Fortalecer los programas de conservacion y mejorar la capacidad
institucional.

Promover el desarrollo y uso sostenible de los recursos genéticos
acuaticos para la seguridad alimentaria y el bienestar de los
mexicanos.

Ayudar a las instituciones responsables del manejo de los recursos
genéticos acudticos, en el establecimiento, implementacion y
revision regular de las prioridades nacionales en la conservacion,
desarrollo y uso sostenible de estos recursos.

Difundir el conocimiento, innovacién y practicas relevantes para la
conservacion y uso sostenible de los recursos genéticos acuaticos.
Desarrollar programas regionales, nacionales e internacionales en
aspectos de educacion, investigacion y entrenamiento dirigidos a la
conservacion, desarrollo, inventario, monitoreo, caracterizacion
genética y uso sostenible de los recursos genéticos acuaticos.
Promover la colaboracién nacional e internacional para mejorar la
conservacion, intercambio y acceso de los recursos genéticos
acuaticos

Sugerir puntos estratégicos para el desarrollo de politicas publicas
que contribuyan a la mejor implementacion y operacién de los
programas para la conservacion, desarrollo y uso sostenible de los
recursos genéticos acuaticos.

Sugerir estrategias para la obtencién de financiamiento para el
desarrollo, implementaciéon y operacién de los programas de
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conservacion, desarrollo y uso sostenible de los recursos genéticos
acuaticos.

Algunas de las prioridades establecidas en este Plan Nacional de Accién
son: (1) elaborar y establecer programas de conservacioén in situ y ex situ, in
vitro o in vivo, (2) caracterizar genéticamente a los RGA, (3) determinar el
riesgo sanitario, (4) desarrollar programas de reproduccidon para
mejoramiento genético, (5) establecer y reforzar la competitividad
institucional involucrada en la conservacién de los RGA, (6) establecer y
reforzar programas de intercambio de informacién, investigacion y
educacién nacional e internacional, (7) desarrollar y reforzar la capacidad
de los recursos humanos, (8) reforzar la cooperacién internacional, (9)
establecer y reforzar las redes nacionales e internacionales, entre otras.
Todas estas acciones estan encaminadas para lograr un uso racional de los
RGA y beneficiar a la sociedad.

Uno de los principales logros obtenidos con los esfuerzos del
SUBNARGENA es la creacidn y equipamiento de tres bancos de
germoplasma periféricos que cuentan con la infraestructura necesaria
para realizar acciones de conservacion de los RGA ex situ: el banco del
noroeste ubicado en CICESE-Campus Ensenada, Baja California, el banco
del sureste ubicado en Villahermosa, Tabasco y coordinado por UJAT y el
banco ubicado en el centro del pais en la Unidad te Transferencia
Tecnoldégica de CICESE en Tepic, Nayarit (CICESE-UT3) (Figura. 1). El
objetivo de estos bancos es recabar la mayor cantidad de muestras de
germoplasma para alcanzar las metas establecidas en el Plan Nacional de
Accién del SUBNARGENA.
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Banco periférico del noroeste
CICESE, Baja Ca'ifornia

Banco periférico

CICESE-UT3, Nayari
Banco periférico del sures ‘
UJAT, Tabasco

Figura. 1. Bancos periféricos del SUBNARGENA en la Republica Mexicana.

Ademds de lo anterior, se ha consolidado la RRGA mediante la
participacidn de sus integrantes (investigadores e instituciones) en la
proposicidn y ejecucidn de proyectos de investigacién, en donde han
participado no solo investigadores sino también estudiantes de
licenciatura y posgrado, y que han resultados en un gran ndmero de
publicaciones técnicas y cientificas en revistas y congresos nacionales e
internacionales sobre diferentes aspectos de los RGA.

Justificacion.

Los recursos genéticos, definidos como todo material de origen animal,
vegetal, microbiano o de otro tipo que contenga unidades funcionales de
la herencia que tengan un valor real o potencial (CBD, 1992), requieren ser
conocidos para su conservacion y uso sustentable. Particularmente,
aquellos recursos que se encuentren en riesgo o que tengan un valor
comercial local, nacional o internacional, asi como las comunidades que
dependen de las mismas. La distribucion efectiva de beneficios implica
que las comunidades locales que dependen de estos recursos naturales
para obtener alimentos, medicinas, combustible y materiales de
construccidon puedan continuar haciéndolo en el presente y en futuras
generaciones.

La conservacion de los recursos genéticos vegetales y animales ha sido un
topico muy importante, sobretodo en la Ultima década. Guias y protocolos

internacionales se han desarrollado en torno a estos recursos desde hace
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mas de 20 anos. En este contexto, la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) ha generado varios
documentos relevantes, entre los que destaca el relacionado con el
estatus mundial de los recursos genéticos vegetales y animales (FAO 2010,
2019a). Sin embargo, a pesar de que los RGA son el sector alimentario con
mayor crecimiento en los Ultimos anos, poca atencién se ha dirigido a su
conocimiento, conservaciéon y uso sustentable. En 2013, la Comisién de los
Recursos Genéticos para la Alimentacion y Agricultura de la FAO indicaron
que, a pesar de la contribucién crucial de los RGA a la seguridad
alimentaria del mundo, la informacion sobre estos recursos es escasa,
incompleta e inadecuada (FAO, 2013). Fue asi que en 2015 se formd la
comisién para elaborar el primer informe mundial del estatus de los RGA.
Este primer reporte publicado en 2019 (FAO, 2019b), incluye elementos de
conservacion, uso sustentable y equitativo de los recursos, entre otros
tépicos, y servird de informacidn base para inventariar de los recursos
acuaticos del pais y del mundo (FAO 2019b).

Problematica.

México posee un grupo de investigadores e instituciones de muy alto nivel
capaces de desarrollar estrategias para cumplir con la enorme tarea de
generar conocimiento cientifico, inventariar y organizar los RGA que
permitan su uso equitativo y sustentable. Sin embargo, una de las
principales problematicas que ha enfrentado este grupo es el discontinuo
financiamiento para lograr sus objetivos. Lo anterior se debe a la carencia
de la entrada en vigor de planes transexenales que trasciendan a las
politicas econémicas y administrativas gubernamentales, lo que significa
gue en ciertos sexenios las politicas de conocer los RGA es una prioridad,
mientras que en otros no. Otra problematica tiene que ver con el mundo
de las economias del conocimiento. Dado que los RGA representan un
capital natural, estos poseen un uso potencial en la medida que sean
descubiertos y caracterizados, si se desconocen, simplemente pasan
desapercibidos. La necesidad de conocer nuevas alternativas de desarrollo
para la explotaciéon y uso de los RGA atrae a investigadores extranjeros que
cuentan con mucho mas financiamiento e infraestructura, generando
competencia desleal o se establece una dependencia tecnoldgica sin
precedentes.
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Usuarios y beneficiarios potenciales.

Uno de los principales usuarios de los RGA es sin duda el sector acuicolay
pesquero, principalmente proveedores de la industria alimentaria de
pescados y mariscos a nivel nacional (Figura 2). Ademas de los diversos
grupos étnicos que se encuentran en el territorio nacional, los cuales
utilizan estos recursos como fuente principal de proteina. Sin embargo,
dado que existe un gran numero de especies silvestres, tanto marinas
como de aguas continentales, que se encuentran impactadas
negativamente, como es el caso de los corales, camarones silvestres, peces
de manglares entre otros, la produccién pesquera y acuicola se ha visto
afectada reduciendo asi los beneficios para estos sectores.
Consecuentemente, es inminente la planeacion de programas de
conservacion de los recursos genéticos para que estos beneficios no se
pierdan y que las futuras generaciones de México tengan la oportunidad
de seguirlas usando.

Figura 2. La pescay la acuicultura, dos de los sectores mas beneficiados con la
conservacion de los recursos genéticos acuaticos.

Otro sector que usa y se beneficia de los RGA es la industria farmacéutica
y biotecnoldgica. Por ejemplo, en México existen peces del género
Xiphophorus con un alto interés para el estudio de cancer de piel, estos
peces de agua dulce han sido ampliamente investigados por grupos
extranjeros y poco de sus resultados han sido aplicados a la medicina
nacional (https://www.xiphophorus.txstate.edu/). Otro ejemplo es la lapa
gigante, Megathura crenulate, un gasterépodo marino poco estudiado,
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pero con un gran impacto en la industria farmacéutica, ya que a partir de
la hemolinfa se extrae y comercializa la proteina denominada Keyhole
Limpet Hemocyanin (KLH), ampliamente utilizada en el tratamiento del
cancer, Alzheimer e inmunosupresion (Figura 3). Las empresas dedicadas
a la extraccion de esta proteina a partir de organismos vivos son empresas
gue cotizan en la bolsa con un alto valor (Biosyn, Stellar Biotechnologies,
Sigma-Aldrich, Thermo-Fisher Scientific, G-Bioscience). Este uso en
biotecnologia médica es para México ampliamente desconocido y
claramente se requiere de mayor atencién por grupos de investigadores
trabajando de forma multidisciplinaria.

Figura 3. Ejemplo de especies acuaticas importantes en medicina para
investigacion y combatir diversos tipos de cancer. Panel izquierdo, especies de
peces de agua dulce (Xiphoporus helleriiy X. maculatus). Panel derecho,
gasterépodo marino, lapa gigante (Megathura crenulata).

En general, los logros que se han obtenido hasta el momento por la RRGA
del SUBNARGENA que son de gran beneficio para los usuarios son:

1) Establecimiento y fortalecimiento de tres bancos periféricos de
germoplasma en el pais (Figura1).

2) Conservacion ex situ de germoplasma de diferentes especies acuaticas
tales como trucha de San Pedro Martir, bacalao negro, ostién del Pacifico,
abulén rojo, lenguado de California, pez blanco, camardn blanco, totoaba
y diferentes especies de microalgas entre otras especies.

3) Caracterizacion genética de diferentes especies de abulén rojo y de
truchas nativas mexicanas, pez blanco, totoaba, bacalao negro, jureles,
entre otros.

4) Investigacion e innovacion, ejemplos de esto es la produccion de
protocolos de criopreservacion de productos sexuales especie-especificos,
lo cual ha dado lugar a la innovacion con resultados positivos como lo es
el desarrollo de patentes. Particularmente el desarrollo de un protocolo
especifico para la vitrificacion de la masa espermatica de camardn blanco,
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Yy un sistema para la maduraciéon de ostién y obtencién de semilla en todo
el ano. También, se han disefado herramientas no invasivas Utiles que
ayudan a la identificacion del sexo y desarrollo de la gébnada como lo es el
ultrasonido. Se esta desarrollando marcadores genéticos para trazabilidad
y mejoramiento asistido con marcadores en jureles. Asimismo, se han
realizado investigaciones usando la tecnologia moderna de secuenciacion
masiva de Ultima generacion para analizar transcriptomas en abulén rojo,
truchas nativas, etc. y se ha caracterizado y publicado el mitogenoma de
diferentes especies, que esta alimentando la base de datos de RGA para el
subsistema. Ademas, se determiné el tamano gendmico de alrededor de
20 especies de importancia biolégica y comercial.

5) Desarrollo de recursos humanos en diferentes niveles académicos.
Hasta el momento se ha capacitado personal en diferentes instituciones
nacionales e internacionales relacionadas a la conservacion ex situ de
germoplasma y la generacion de marcadores genéticos especie-
especificos para diferentes aplicaciones en acuacultura (trazabilidad,
seleccion asistida por marcadores genéticos, estimacion de endogamia,
etc) y pesquerias (identificacion de stock poblacionales, estructura
genética poblacional y grado de conectividad genética de poblaciones).
Se han ofrecido cursos especializados relacionados a estudios de
gendmica y transcriptdmica en organismos acuaticos. Ademas, se han
ofrecido cursos relacionados al cultivo de diferentes especies tales como
el cultivo de trucha de San Pedro Martir, abuldn, erizo y jureles. Cabe
destacar que la red ha impulsado las colaboraciones con otros paises
como Colombia, Chile, Honduras, Panama, Venezuela, Rusia, Estados
Unidos, Francia, Australia, entre otros, algunos de los cuales han solicitado
cursos y estancias académicas relacionadas a la conservacion de Recursos
Genéticos Acuaticos. También se han formado estudiantes de todos los
niveles académicos (licenciatura, maestria y doctorado) en el area de
conservacion y usos sustentables de RGA.

6) Se ha implementado diferentes programas de divulgaciéon de la ciencia,
uno de ellos es el vaivén de la ciencia que es un programa de divulgaciéon
desarrollado con fondos de CONACyYT y promovido por CICESE para
difundir la ciencia al publico en general a nivel regional y nacional. Con
este programa se ha participado en diferentes foros de divulgacion
municipal, estatal y nacional. A parte de este programa, cada investigador
qgue participa en la RRG ha hecho esfuerzos para difundir las
investigaciones de estos temas en sus respectivas entidades. Se ha
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participado en programas de radio y televisién local y en otros estados
como Campeche y Chihuahua. Se participd en el libro de la CONABIO que
trata sobre el capital natural del Estado de Baja California Sur, el cual
contiene una seccion de diversidad genética en donde se desarrollan
temas de los RGA del estado.

7) Colaboracién nacional e internacional. Ademas de contar con una red
nacional de expertos se tienen colaboraciones internacionales con
expertos de otros paises como: Estados Unidos, Rusia, Francia, Alemania,
Colombia, Honduras, Panama, Venezuela, Perd, Chile, por mencionar
algunos. La colaboracion con estos paises ha sido activa. Por ejemplo, se
ha colaborado con el USDA-Animal Germplasm Program—Aquatic
Chapter; las Universidades Nacionales de Panama y Honduras. Las
colaboraciones se han establecido en los diferentes temas en donde los
investigadores de la RRGA son expertos, como es la criopreservaciéon de
productos sexuales, la implementacion de métodos moleculares para sus
aplicaciones en Acuicultura y Pesquerias, y de la taxonomia de diferentes
organismos, entre otros.

Métodos de conservacion.

La conservacion ex situ in vivo es una técnica para conservar la diversidad
biolégica fuera de sus habitats naturales como pueden ser los zooldgicos,
acuarios, organismos en cautiverio o jardines botanicos (CBD 1992). Esta
técnica requiere del mantenimiento de los organismos en habitats
artificiales y tienen como consecuencia costos econémicos asociados al
mismo como es necesidad de infraestructura, equipamiento vy
capacitacion de personal. Por otra parte, existen costos bioldgicos tales
como la necesidad de los organismos de adaptarse a los habitats
artificiales, un posible deterioro de la diversidad genética, depresidn
endogamica y acumulacién de alelos deletéreos, una alternativa de esta
practica de conservacion son las areas naturales protegidas. Por otra parte,
la conservaciéon ex situ-in vitro es una técnica para conservar la
biodiversidad biolégica en bancos de germoplasma o de genes. A
diferencia de la conservacidon ex situ—-in vivo, los bancos de germoplasma
se convierten en repositorios donde se pueden resguardar gametos,
células germinales o embriones que pueden ser utilizadas en los
programas de mejoramiento genéticos de especies de importancia
econdmica, asi como en el restablecimiento de poblaciones de especies
amenazadas o en peligro de extincidn. En la conservacién ex situ—in vitro
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es necesario desarrollar protocolos especificos para cada especie y tipo de
tejido a conservar. Asimismo, la estandarizacion de las metodologias es
otro punto que necesita ser atendido en lo relacionado a la conservacion
de los recursos genéticos acuaticos ya que la mayoria de los métodos aun
Nno se encuentran estandarizados.

La conservacion ex situ in vitro es llevada a cabo por un proceso de
congelacion de las células a ultra bajas temperaturas (-196 °C) llamado
criopreservacion o crioconservacion. Este procedimiento es similar al que
se usa en la ganaderia. Sin embargo, debido a que la tasa de
domesticacién ha sido mas rapida en especies acuaticas que terrestre, se
requiere desarrollar procedimientos especies-especificos y tejido
especificos para su conservacion (Figura 4). En el SUBNARGENA se han
disefado protocolos especificos para el germoplasma de diferentes
especies (Cuadro 1y 2). El disefilo de los protocolos de criopreservacion
contempla no s6lo encontrar las soluciones crioprotectoras 6ptimas, sino
también los dispositivos en donde colocar la muestray el equipo en donde
se realizara el congelamiento.

Figura 4. Diferencia en la toma de muestra para el esperma de un crustaceo, camaron
blanco, (panel izquierdo) y el esperma de un pez, bacalao negro, (panel derecho). Las
caracteristicas fisicas del esperma de camardn blanco son su alta viscosidad, adherencia
y poco volumen (~20 yL), mientras que en bacalao negro es muy fluido y puede
contener mayor volumen, varios mililitros.
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Cuadro 1. Lista de especies de organismos acuaticos resguardados en el banco periférico
del noroeste del Subsistema Nacional de Recursos Genéticos Acuaticos (SUBNARGENA).
Utilizando métodos de congelacién simplificados o utilizando una cédmara de
congelacién programable.

Nombre cientifico Nombre comun Célula criopreservada

Anaplopoma fimbria Bacalao negro Esperma

Crassostrea gigas Ostién del pacifico Esperma, huevos, larvas

Chirostoma Pez blanco Esperma

humboldianum

Haliotis rufescens Abulén rojo Esperma

Litopenaeus vannamei Camardn blanco Masa espermatica

Mytillus galloprovincialis Mejillén del Esperma
mediterraneo

Oncorhynchus mykiss Trucha de San Pedro Esperma

nelsoni Martir

Paralichthys californicus Lenguado de California Esperma

Seriola lalandi Jurel aleta amarilla Células germinales

Totoaba mcdonaldi Totoaba Esperma, células

germinales

Cuadro 2. Lista de cepas de microalgas del cepario de CICESE las cuales fueron
congeladas utilizando un método simplificado y estandarizado para todas las cepas.

Especie criopreservada Clave de la cepa
Amphora sp. AMX4
Chaetoceros muelleri CHM3
Chlorella sp. CLX4
Dunaliella tertiolecta DUT3
Isochrysis sp. ISX4
Nitzschia laevis NIL3
Nannochloropsis oculata NNO2
Navicula sp. NVX2
Pavlova lutheri PAL3
Phaeodactylum tricornutum PHTI
Scenedesmus sp. SCX4
Synechococcus elongatus SYET
Tetraselmis suecica TES2
Thalassiosira pseudonana THP2

El utilizar equipo donde se obtengan tasas de congelamiento controladas
es esencial para algunas especies; sin embargo, se han buscado otros
métodos simplificados para poder realizar la congelaciéon en campo. En
este caso, se ha realizado la congelacion o vitrificacion de células en cajas
de hule espuma, la cual ha sido exitosa para algunas especies o tipos
celulares (Figura 5).
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Figura 5. Criopreservacion de microalgas utilizando un método simplificado. Panel
izquierdo, muestras de diferentes especies de microalgas. Panel derecho, congelacion
en una caja de hule espuma (31 cm X 23.5 cm X 22.5 cm de grosor) la cual contenia 5cm
de nitrégeno liquido. Las microalgas se mezclaron con 10% de DMSO y se colocaron en
pajillas francesas de 0.5 mL para ser luego colocadas en una rejilla la cual fue situada a 9
cm por encima del nitrégeno liquido para ser congeladas con el vapor de nitrégeno
liguido por 10 min.

Caracterizacion genética de los RGA.

México es considerado el cuarto pais megadiverso (Sierra Jiménez et al.
2014) y, por consiguiente, tiene una gran riqueza genética asociada a las
especies que alli habitan. Desafortunadamente, el conocimiento del
acervo genético de las especies acudticas, tanto silvestres como
cultivadas, ha sido limitado por carecer de las herramientas moleculares
para su analisis. En poco mas de dos décadas con el advenimiento de
meétodos cada vez mas sofisticados, la caracterizacion genética se ha
vuelto una rutina de trabajo (McAndrew y Napier 2011; Casey et al. 2016;
MacKenzie y Jentoft 2016), siendo la limitante el financiamiento para lograr
objetivos deseables en este tema.

La caracterizacion genética requiere de herramientas moleculares para (1)
conocer la diversidad genética (ej. dentro y entre las poblaciones) (2)
desarrollar programas de mejoramiento (mediante la seleccion de
reproductores asistida por marcadores moleculares, evaluacién de tasas
de endogamia, trazabilidad genética de productos de la pesca y
acuacultura, (3) resolver incertidumbres taxondmicas. Conocer la
diversidad genética de un organismo auxilia en la toma decisiones para
conservary usar sustentablemente un recurso genético, como ejemplo: el
desarrollo de marcadores especificos ha permitido hacer mas eficientes
los programas de manejo acuicola de especies de importancia econdmica
como: salmones, truchas, tilapias, carpas y camardén, entre otros
(Duchesney Bernatchez 2007; Palaiokosta et al,, 2013; Roberge et al., 2008;
Robledo et al., 2018). A pesar de que el sector alimentario mas creciente en
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el mundo viene de especies acuaticas (FAO, 2020) y que los recursos
genéticos acuaticos enfrentan cambios ecolégicos y climaticos, en un
futuro proximo, la posibilidad de encarar el impacto de estos cambios
sobre el potencial de utilizacién de |la biodiversidad acuatica depende del
conocimiento de los potenciales evolutivos de cada especie en particular
y ello requiere de un conocimiento profundo de la diversidad genética de
las especies, y dentro de las especies, dentro y entre poblaciones. Este
conocimiento contribuird a la toma de decisiones para la evaluaciéon y
conservacion de los RGA.

Por lo anterior, desde hace varios anos, la RRGA se encuentra realizando
un gran esfuerzo en la caracterizacién genética de varias especies
utilizando el arsenal de marcadores genéticos disponibles en la ciencia
actual, tal como la secuenciacidon masiva de Ultima generacion con la que
se obtienen marcadores del tipo microsatélites y polimorfismo de
nucledtido simple (SNPs), ademas de ensamblar genomas mitocondriales
y de cloroplastos completos, estos ultimos en microalgas. Hasta el
momento se han obtenido 35 mitogenomas (Cuadros 3 y 4), un gran
numero de marcadores microsatélites y SNPs para diversas especies
(Cuadros 5y 6) y tres genomas del cloroplasto de las especies Chaetoceros
muelleri, Chaetoceros calcitrans y Chaetoceros sp.

Cuadro 3. Mitogenomas obtenidos para especies acuaticas de importancia bioldgica y
comercial generados por la RRGA.

Nombre cientifico Nombre comun
Anoplopoma fimbria Bacalao negro
Atractosteus tropicus Pejelagarto
Chirostoma humboldtianum Pez blanco
Cyprinodon macularius Perrito del desierto
Herichthys minckleyi Mojarra de Cuatro Ciénegas
Petenia splendida Tenguayaca-mojarra
Pterois volitans Pez ledn

Stegastes flavilatus Damisela

Xenotoca variata Pintada

Carcharodon carcharias Tiburén blando
Carcharhinus falciformis Tiburén sedoso
Carcharhinus leucas Tiburén toro

Narcine entemedor Raya eléctrica gigante



Zapteryx exasperata

Octopus fitchi
Octopus mimus
Panopea generosa
Panopea globosa

Porites panamensis
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Raya guitarra

Pulpo pigmeo del Pacifico
Pulpo de Gould

Almeja generosa

Almeja generosa

Coral de dedos

Cuadro 4. Mitogenomas en preparacion de especies acuaticas de importancia bioloégica

y comercial generados por la RRGA.

Nombre cientifico
Peces teledsteos

Nombre comun

Fundulus lima

Oncorhynchus chrysogaster
Oncorhynchus mykiss nelsoni

Paralichthys californicus
Seriola dorsalis

Cachorrito del desierto

Trucha dorada

Trucha de San Pedro Martir
Lenguado de California

Jurel aleta amarilla de California o de
Castilla

Moluscos

Haliotis corrugata
Haliotis cracherodii
Haliotis fulgens
Haliotis rufescens
Lobatus gigas
Octopus bimaculoides
Octopus defilippi
Saxidomus nuttalli
Tivela stultorum
Microalgas

Abulén amarillo
Abulén negro

Abulén azul

Abulén rojo

Caracol gigante

Pulpo

Pulpo de brazos largos
Almeja mantequilla
Almeja pismo

Chaetoceros calcitrans
Chaetoceros muelleri
Chaetoceros sp.

Diatomea plancténica
Diatomea plancténica
Diatomea plancténica
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Cuadro 5. Microsatélites obtenidos para especies acuaticas de importancia biolégica y

comercial generados por la RRGA.

Nombre cientifico
Peces teledstios

Nombre comun

Anoplopoma fimbria
Astyanax mexicanus
Carcharhinus falciformis
Chirostoma humboldtianum
Merluccius productus
Micropterus salmoides
Oncorhynchus chrysogaster
Oncorhynchus mykiss nelsoni
Seriola rivoliana

Bacalao negro

Sardina ciega y mexicana
Tiburon seda

Pescado blanco

Merluza del Pacifico

Lobina negra

Trucha dorada

Trucha de San Pedro Martir
Jurel pez fuerte

Totoaba macdonaldi Totoaba

Moluscos

Octopus mimus Pulpo de Gould
Stomolophus spp. Medusa bola de candn

Cuadro 6. Polimorfismo de simple nucledtido (SNP) en preparaciéon de especies
acuaticas de importancia bioldgica y comercial generadas por la RRGA.

Nombre cientifico
Peces teledstios

Nombre comun

Astyanax mexicanus
Oncorhynchus mykiss nelsoni
Seriola dorsalis (lalandi)
Seriola rivoliana

Moluscos

Sardina ciega y mexicana
Trucha de San Pedro Martir
Jurel de Castilla

Jurel pez fuerte

Haliotis corrugata
Haliotis cracherodii
Haliotis fulgens
Haliotis rufescens

Abulén amarillo
Abulén negro
Abulén azul
Abulén rojo

Actividades del CNRG.

Hasta el momento, el CNRG contiene alrededor de 2000 accesiones de
germoplasma de especies acuaticas con valor alimenticio. Se espera
realizar intercambios nacionales e internacionales con el objeto de ser
utilizados en caso de perder recursos genéticos debido a una catastrofe o
ser utilizados en programas de mejoramiento genético.

Fortalezas y capacidades del area.

La RRGA es una de las grandes fortalezas del SUBNARGENA y en la
conservacion y uso sustentable de los RGA de México. Esta red se
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encuentra integrada por instituciones que cuentan con especialistas en
diversas areas tales como genética, reproduccion, patologia, acuicultura,
pesca, economia y propiedad intelectual, entre otras, que contribuyen
activamente a cumplir con los objetivos establecidos por la Convenciéon de
la Biodiversidad Biolégica y el protocolo de Nagoya. Ademas de ayudar a
definir las guias nacionales que ayuden a conservar, mejorar y distribuir de
manera equitativa los RCA de México.

Especificamente, los miembros de la RRGA contribuyen en: (1)
establecimiento de programas de mejoramiento genético y uso
sustentable. Uno de los impactos mas importantes en la que ha incidido
esta red es apoyando la administracion de la pesca, particularmente en
identificacion de stock pesqueros. Por ejemplo, el caso inédito de las
pesquerias de merluza, en donde recientemente se ha generado un
proyecto de ley (NOM-020-SAG/PESC-2019) para normar las pesquerias de
esta especie en el Golfo de California (DOF 2019) basado en informacién
generada por investigaciones de esta red. Por otra parte, en el ambito de
la acuicultura, esta red ha contribuido en programas de mejoramiento
genético y criopreservacion de productos sexuales para el uso sustentable
de los RGA. Por ejemplo, en especies donde el objetivo es generar lineas
genéticas mejoradas, tales como en abuldn rojo, camaroén, tilapia y trucha
arco iris se pueden criopreservar sus gametos o células germinales y estos
se pueden utilizar en fertilizacién asistida para la produccién de lineas
genéticas mejoradas. Debido a que la pesca y la acuicultura representan
uno de los sectores alimentarios que ha mostrado un mayor crecimiento
en los Ultimos anos, surge el interés por desarrollar programas de
mejoramiento genético de especies acuicolas para incrementar su
produccion. Por lo tanto, la criopreservacion de gametos, larvas y células
germinales y los estudios sobre diversidad genética son requisitos
esenciales que apoyan el impulso de ambas actividades para beneficio de
la sociedad, (2) conservacién de recursos genéticos con valor alimentarioy
de especies amenazadas o en peligro de extincién, (3) la busqueda de usos
biotecnolégicos es algo de lo que poco se menciona pero que ha mostrado
gran potencial para las industrias farmacéuticas, y conservacion
ambiental.

De acuerdo con FAO (2020), el porcentaje de poblaciones explotadas a
niveles bioldgicamente insostenibles incrementd del 10% en 1974 al 34.2%
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en 2017. Igualmente, la Unidn Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza indicd que un tercio de los peces que se encuentran en aguas
mexicanas se encuentran en peligro de extincion (Lyons et al.,, 2020). En
este contexto, los miembros de la RRGA han desarrollado protocolos de
conservacion in situ y ex situ para especies amenazadas o en peligro de
extincion. Algunas especies en las que se ha trabajado son la trucha de San
Pedro Martir, Oncorhynchus mykiss nelsoni; la trucha dorada mexicana
Oncorhynchus chrysogaster, Totoaba, Totoaba macdonaldi; bacalao
negro, Anaplopoma fimbria, mojarra de Cuatro Ciénegas, Herichthys
minckleyi y pez blanco, Chirostoma humboldtianum. Existe una gran
cantidad de especies silvestres que son un importante recurso genético
no sélo como un recurso alimentario sino también, como un recurso que
se puede utilizar en las areas biotecnolégicas y biomédicas de las cuales
Nno se conoce o No esta inventariado, pero se requiere de evaluar su
diversidad genética. En este contexto, miembros de la red han realizado
gran esfuerzo para obtener informacién sobre su biologia, ecologia y
genética para asi resguardar su biodiversidad y tener un uso sustentable
de los mismos. El cambio climatico ciertamente impactara las pesquerias
y la acuicultura, por lo tanto, la conservacién de los recursos genéticos es
pieza clave como una estrategia para la adaptacion y mitigacidon ante este
cambio. Por otra parte, el estudio del cambio climatico usando como
modelo especies de importancia comercial puede ayudar a entender el
impacto y desarrollar estrategias especificas para mitigar sus efectos. La
conservacion de poblaciones acuaticas silvestres tanto de cuerpos de
agua dulce, salobre o marina puede ser llevada a cabo disehando areas
protegidas manejadas efectivamente, asi como valorar la idoneidad de las
areas naturales actualmente reconocidas como protegidas. Conociendo la
estructura y conectividad genética de las poblaciones, los expertos en
conservacion tienen herramientas sélidas para contribuir a las acciones de
transfaunacioén de los recursos genéticos acuaticos de un sitio a otro para
auxiliar los programas de conservacion in situ o ex situ. Por otra parte,
existe una necesidad urgente de expandir la conservaciéon in situ y ser
complementada con la conservacidon ex situ con particular atencién a
recursos genéticos acuaticos que tengan potencial en la adaptacion al
cambio climatico. En este contexto, el SUBNARGENA contiene equipo e
instalaciones del estado del conocimiento donde miembros de la red
pueden desarrollar estrategias en la adaptaciéon y mitigaciéon de los
recursos genéticos que encaran el cambio climatico. En conclusién, la

€s0__



AGRICULTURA inifap

conservacion de los RGA es un drea emergente que debe ser atendida ya
gue esta estrechamente relacionada a satisfacer la demanda alimenticia,
obtener biomoléculas para su aplicacion en biomedicina y biotecnologia
y resguardar la megadiversidad de nuestro pais.
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Capitulo 5
Recursos Genéticos Agricolas y Forestales
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Introduccion.

México es un pais reconocido como un importante centro de diversidad
de especies vegetales, muchas de las cuales son exclusivas del territorio
nacional. También es considerado centro de origen, domesticacién y
diversificacion de muchos cultivos de importancia regional, nacional y
mundial (Aragdén y De la Torre, 2015). Se estima que México posee entre el
10 y 12% de la diversidad del mundo y esta en 2° lugar en reptiles, 3° en
mamiferos y 5° en plantas vasculares (Sarukhan et al, 2009; World
Resources Institute, EarthTrends). Ademas, se tienen registradas 94, 412
especies entre plantas y animales y en cuestion de especies agricolas se
tienen 118 especies de 70 géneros y 39 familias (Harlan, 1971; Martinez-
Meyer et al., 2014).

El CNRG-INIFAP tiene el propdsito de conservar de manera apropiada y
sistematica las colecciones de germoplasma (semillas, plantulas, tejidos,
células somaticas, gametos, embriones, acidos nucleicos, etc.), como
reserva estratégica para la conservacion, mejoramiento e investigacion,
para el uso racional en beneficio de la sociedad, y en el caso de un evento
catastrofico, prevenir la pérdida de genes y asegurar la sobrevivencia de
las especies.

Laboratorio Agricola Forestal.

En el laboratorio Agricola-Forestal los objetivos para la conservaciéon a
largo plazo son: a) tener un duplicado de respaldo para las colecciones
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activas de germoplasma del pais; b) contar con una fuente de variabilidad
genética para su reintroduccion en las poblaciones in vivo, cuando sea
requerido; c) tener la posibilidad de reconstituir una raza o poblacion
cuando sea requerido, especialmente después de eventos catastroficos; y
poder desarrollar nuevos genotipos o poblaciones experimentales,
contando con una fuente de acidos nucleicos para estudios moleculares.

Para el cumplimiento de estos objetivos de la conservacidon, se tienen
cuatro cuartos frios para preservacion de plantas in vitro bajo condiciones
de minimo crecimiento, dos cuartos para especies tropicales (24 °C), y dos
para especies templadas (18 °C), con una capacidad en volumen de 396.4
M3, con una capacidad estimada de 198,000 plantulas (500 accesiones/m?3).
También se cuenta con 10 contenedores de nitrégeno liquido para la
conservacion de accesiones a largo plazo de muestras de material vegetal,
semen, embriones, oocitos, larvas, lineas microbianas, etc, con la
capacidad para 60,000 muestras/contenedor.

El laboratorio Agricola-Forestal cuenta con dos secciones:

a) semillas ortodoxas y b) in vitro y crioconservacion de tejido vegetal

Seccion semillas ortodoxas.

México ocupa el cuarto lugar en biodiversidad por tener la mayor
diversidad de especies, ya que alberga el 10% de la biodiversidad del
planeta y se clasifica entre los paises mas ricos en cuanto a endemismo,
(Sarukan et al., 2009; CONABIO y SEMARNAT 2009).

Nuestro pais es un importante centro de diversidad vegetal con una alta
proporcion de diversidad endémica. Es considerado también un centro de
origen, domesticaciéon y diversificacion de muchos cultivos de importancia
nacional y global (De la Torre et al., 2018).

La diversidad vegetal de México incluye a mas de 25000 especies de
plantas vasculares (Casas et al, 2007). Se ha reportado que en México
entre 600 y 700 especies son utilizadas por grupos indigenas practicando
un manejo in situ con el cual contribuyen a su proteccién (Caballero et al,,
1998) y al menos 142 especies han sido domesticadas (Perales y Aguirre,
2008).

La Estrategia Mexicana para la Conservacién Vegetal (EMCV) 2012-2030
(CONABIO, 2012), que se deriva del Convenio sobre Diversidad Bioldgica
(CBD, 1992), reconoce la necesidad de un mayor conocimiento sobre la
diversidad vegetal de México, lo que permitira la definiciéon de sistemas
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efectivos para la conservacién y uso sustentable de los recursos genéticos.
Ademas, el Objetivo 9 de la Estrategia Global para la Conservacion Vegetal
(GSPC por sus siglas en inglés) (CBD, 2010), establece que |la conservacion
del 70% de la diversidad de cultivos y otras especies de importancia socio-
econdmica deberia alcanzarse para el ano 2020, por lo que es importante
fortalecer las acciones de conservacion, caracterizacion y evaluacion de los
recursos fitogenéticos.
En cuanto a la conservacién de los recursos genéticos en México, la
creacion del CNRG es un elemento central de l|la estrategia de
conservacion ex situ de los Recursos Genéticos del pais; Esto incluye:
semillas, plantas, tejidos, células, gametos, embriones y DNA; se considera
a las colecciones de germoplasma del CNRG como una reserva estratégica
para conservacion, mejoramiento e investigacion, para su uso racional en
beneficio de la sociedad y, en caso de una catastrofe, para prevenir la
pérdida irreparable de los recursos genéticos, a fin de asegurar la
conservacion de especies Utiles a la poblacidn.
La politica del CNRG es fomentar la conservacion, caracterizacion,
evaluacién, validacién, mejoramiento, manejo, reproducciéon vy
aprovechamiento sustentable de la riqueza genética agricola, forestal,
microbiana, pecuaria y acuicola existente en el pais. En particular, aquéllas
de importancia bioldégica o econdmica para la produccién de alimentos,
fibras, maderay combustibles, entre otros bienes. En este sentido, el CNRG
conserva los recursos genéticos de importancia para México desde la
perspectiva agroalimentaria, econdmica, ambiental y cultural, asimismo,
contribuye a la proteccion y el uso ordenado racional y sustentable de
dichos recursos.

Recursos fitogenéticos.

En cuanto a su uso, la FAO (1996) define a los recursos fitogenéticos para
la alimentaciéon y la agricultura (RFAA) como el material genético de
origen vegetal que tiene un valor real o potencial destinado a la
alimentacion y la agricultura.

La inclusién de los recursos genéticos forestales en esta definicidon
obedece a una convencién del sistema de las Naciones Unidas, por la cual
considera los RFAA en sentido amplio, incluyendo en ellos a los recursos
forestales (FAQO, 2014).
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Bancos de germoplasma.

Los bancos de germoplasma son depdsitos de recursos fitogenéticos que
proporcionan la materia prima para el mejoramiento de los cultivos (Rao
et al.,, 2007). Estos recursos cumplen una funcion vital en el desarrollo
sostenible de la agricultura en tanto ayudan a aumentar la produccion de
alimentos y a combatir el hambre y la pobreza. Las semillas que se
almacenan en los bancos de germoplasma son un recurso vital e
irreemplazable, una herencia que se debe conservar para proveer
opciones a la agricultura en el futuro, en un mundo que afronta el cambio
climatico y otros desafios. La conservacién sostenible de los recursos
genéticos, depende del trabajo eficaz del personal de los bancos de
germoplasma, cuyo papel es critico para garantizar que el germoplasma
se conserve de manera efectiva y eficiente. Este personal debe aplicar
procedimientos adecuados al manejo de las semillas para garantizar que
éstas sobrevivan y estén disponibles para las generaciones actuales y
futuras (Rao et al., 2007).

Seguir los procedimientos adecuados en el manejo de las semillas en un
banco de germoplasma, es fundamental para conservar los recursos
fitogenéticos a largo plazo, de manera eficiente y efectiva en costos. Estos
procedimientos garantizan que las semillas almacenadas sean de la mas
alta calidad y alcancen su maxima longevidad. El objetivo de un banco de
germoplasma, es mantener accesiones de alta viabilidad durante periodos
prolongados. Los avances en la biologia de las semillas durante las ultimas
décadas, han permitido comprender mejor la fisiologia de las semillas y su
comportamiento en almacenamiento, haciendo de ellas el medio mas
facil y conveniente de conservacién a largo plazo. Esto ha llevado al
desarrollo de técnicas para manejar adecuadamente las semillas y
prepararlas para el almacenamiento (Rao et al., 2007).

Conservacion ex situ de los recursos fitogenéticos en la modalidad de
semillas ortodoxas.

En el campo de los recursos fitogenéticos, el comportamiento fisiolégico
en almacenamiento de las semillas de una especie y su longevidad,
determinan las técnicas para su conservacion. Por tratarse de un método
practico y econdémico, el almacenamiento en forma de semilla es el
preferido para conservar el 90% de los seis millones de accesiones
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mantenidos en colecciones ex situ en todo el mundo (Rao et al., 2007). Este
es el principal método de conservacion de las especies que producen
semillas ortodoxas, es decir, que resisten la desecacién a contenidos de
humedad bajos y el almacenamiento a temperaturas muy bajas. La
mayoria de las especies cultivables y forrajeras, y muchas especies
arboreas producen este tipo de semilla. Las técnicas para conservar
semillas ortodoxas se han perfeccionado durante varias décadas, e
incluyen el secado de las semillas hasta lograr un contenido de humedad
bajo (3-7% de peso fresco, dependiendo de la especie) y el
almacenamiento en recipientes herméticos, a bajas temperaturas,
preferiblemente a -18 °C o menos (FAO/IPGRI, 1994).

Los protocolos para la conservacion de semillas ortodoxas dependeran si
es una coleccién base o una coleccién activa.

Coleccion base: Para la conservacion de semillas ortodoxas a largo plazo,
mas de 10 anos, se requiere realizar la desecacién de las semillasa 15 °Cy
10 - 15% de humedad relativa, hasta alcanzar un contenido de humedad
entre el 4-7%, las semillas se deben envasarse en recipientes herméticos y
sSuU conservacion se realiza en cuartos frios a -18 °C (Rao et al., 2007).
Coleccidén activa: Conservacién de semillas ortodoxas a mediano plazo,
menos de 10 anos. La desecacidon de las semillas se lleva a 7-8% de
humedad y una temperatura de almacenamiento entre O y 10 °C. Estas
son colecciones que suelen utilizarse con diversos fines, tales como
investigacion basica, caracterizacion o programas de mejora (Rao et al,,
2007).

La conservacion de recursos fitogenéticos en México.

En 2006, Molina y Cérdova publicaron el Segundo Informme Nacional de
Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura, el cual
mostré que en ese tiempo en México se conservaban ex situ 276,945
accesiones de germoplasma. Para la conservacion de semillas ortodoxas
habia 22 cuartos frios con una capacidad total de almacenamiento de 2354
m?3, de los cuales 1273 m3, es decir, un 54% eran usados para la conservacion
de 54,945 accesiones. No obstante, solamente unos pocos estaban
operando en condiciones adecuadas para el almacenamiento a largo
plazo (en cuartos frios a menos de 0°C). Otras 52,268 accesiones fueron
conservadas por los investigadores, en diferentes instituciones, en
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almacenes con condiciones ambientales no controladas. Asimismo, otras
69,931 accesiones estaban resguardas en colecciones de trabajo y también
en almacenes a temperatura ambiente (Molina y Cérdova, 2006).

Conservacion ex situ de recursos fitogenéticos en el INIFAP
conservados en la modalidad de semillas ortodoxas.

Entre los anos 2012y 2013, el CNRG llevé a cabo un estudio con el propdsito
de conocer el estado que guarda la conservacién de recursos genéticos
conservados en el INIFAP. Este estudio mostré que en esos anos 78,066
accesiones de semillas ortodoxas de 34 especies agricolas de 17 géneros
eran conservadas en camaras frias en diferentes Campos Experimentales
del INIFAP (De la Torre et al., 2018).

Conservacion ex situ de recursos fitogenéticos en la modalidad de
semillas en el CNRG-INIFAP.

Desde el comienzo de la operacion del CNRG la coleccion de semillas en
el banco de semillas ortodoxas del CNRG se conformdé por 7,300
accesiones de maiz que envié el CIMMYT para su resguardo, asi como
8,000 accesiones de varios cultivos como girasol, frijol, algodén chile, entre
otros que se repatriaron del Laboratorio Nacional para la Preservaciéon de
Recursos Genéticos del ARS-USDA Fort Collins, CO y alrededor de 3,000
accesiones de frijol, calabaza, tomate de cascara entre otros y algunas
especies forestales y forrajeras. Esta coleccidn inicial de semillas en el
CNRG estd conformada por 17,846 accesiones de 98 géneros de 277
especies (De la Torre et al.,, 2018; Gonzalez-Santos, 2016).

Asimismo, del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) se han
repatriado 4,455 accesiones de frijol de varias especies como Phaseolus
vulgaris L., Phaseolus coccineus L. Phaseolus lunatus L, entre otras varias
especies (De la Torre et al., 2018).

Actualmente se tienen 26,723 accesiones de especies agricolas, forestales
y forrajeras. Dentro de las especies agricolas resguardadas en el banco de
germoplasma de semillas ortodoxas del CNRG se pueden mencionar
cultivos como maiz, frijol, trigo, calabaza, chile, tomate, amaranto, entre
muchas otras. También se resguardan semillas de diferentes especies
forrajeras tanto nativas como introducidas, se pueden mencionar algunos
géneros como Boutelouq, Leuacaena, Eragrostis, Panicum, entre varios
otros.
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Hasta antes de 2014 no se tenia establecida una coleccién nacional de
recursos genéticos forestales en México. Por ello, la Comisidn Nacional
Forestal (CONAFOR) y el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG)
del INIFAP del 2014 al 2018 pusieron en marcha el proyecto “Fomento y
operacion del subsistema de recursos genéticos forestales dentro del
CNRG", el cual incluyé cinco compontes, uno de los cuales es |la “Coleccion
Nacional de Recursos Genéticos Forestales”.

Con la ejecucion de ese proyecto, se logré establecer la coleccién de
especies forestales mas completa del pais y su registro ante SEMARNAT
como coleccidn cientifica, con impacto para todo el pais, pues
instituciones académicas, organizaciones e instituciones de investigacion,
pueden acudir a esta coleccién con fines académicos, de investigacion y
de establecimiento de especies. Como parte de las 26,723 accesiones, a la
fecha se tienen conservadas en cdmara fria semillas de 1,367 accesiones de
109 especies forestales de 71 géneros que corresponde a la Coleccidn
Nacional de Recursos Genéticos Forestales.

Dentro de las especies forestales se pueden mencionar especies de
algunas coniferas como Pseoudotsuga mensiezii (Mirb.) Franco, Pinus
chiapensis (Martinez) Andresen, Pinus patula Schiltdl. et Cham., Pinus
pseudostrobus Lindl., entre otras. También a especies de climas aridos y
semiaridos como arboles del género Acacia, Prosopis, entre otros.

La mayor parte de las accesiones de semilla en el CNRG estan
documentadas en la plataforma de datos pasaporte GRIN-Global (De la
Torre et al, 2018). A la fecha se sigue trabajando en la captura y
documentacion de las accesiones que han ingresado en los anos
recientes. Actualmente se esta trabajando en la implementacion de una
plataforma de datos pasaporte que ha sido creada exprofeso para el
CNRG, la cual abarca todos los subsistemas de recursos genéticos
(agricola-forestal, acuatico-pecuario, microbiano y de ADN y gendmicas).
Se espera para el mediano plazo, todas las accesiones de recursos
genéticos del CNRG estén documentadas en dicha plataforma.

La coleccién de semillas ortodoxas del banco de germoplasma de semillas
ortodoxas del CNRG-INIFAP, es una coleccién publica, por lo tanto, esta
sujeta a distribuirse a las instituciones de investigacion, universidades,
organizaciones, productores, y publico en general, para los fines de
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investigacién, educacién, mejoramiento genético o regeneracién. No
obstante, el procedimiento para el uso y distribucion se realizard a través
de una firma de Acuerdo de Transferencia de Materiales (ATM) que se
firmma entre el INIFAP y la parte solicitante de recursos genéticos.

Evaluaciéon de la calidad fisica y fisiolégica de las semillas de las
accesiones resguardadas en el CNRG-INIFAP.

En el Laboratorio Agricola Forestal Seccién Semillas Ortodoxas que le da
vida al Banco de Germoplasma de Semillas Ortodoxas del CNRG-INIFAP,
desde larecepcidon de las accesiones hasta su resguardo a largo plazo, todo
el procesamiento se realiza con altos estandares de calidad, hecho que se
hace patente en la evaluacién de la calidad de semillas, ya que el
laboratorio esta acreditado ante la Entidad Mexicana de Acreditacion
(ema) con el ensayo “ES-SO Evaluacidn de la calidad fisica y fisioldgica de
semillas” bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2018 (ISO/IEC 17025:2017)
relacionada con laboratorios de ensayo y calibracion. Los analisis que
tienen alcance en la acreditacién son: analisis de pureza fisica, peso de mil
semillas, determinaciéon del contenido de humedad, analisis de la
integridad fisica de las semillas con el equipo de rayos X, evaluaciéon de la
germinacion y evaluacién de la viabilidad con el método de tetrazolio. Por
lo anterior, las semillas de todas las accesiones que ingresan para
resguardo al CNRG son evaluadas en cuanto a su calidad, acondicionadas,
conservadas y resguardadas con altos estandares de calidad.

Recepcidn y registro de accesiones.

Cuando se reciben accesiones de semillas para resguardo en el Centro
Nacional de Recursos Genéticos del INIFAP, las muestras deben ingresar
con una solicitud de resguardo debidamente requisitada y los datos
pasaporte de éstas. Asimismo, a la llegada de las accesiones se realiza una
inspeccidon visual a cada una de ellas, para determinar si las accesiones
recibidas se encuentran libres de agentes patégenos como hongos o
insectos. Las accesiones recibidas son almacenadas en una camara de
almacenamiento temporal de germoplasma a una temperatura de 4 °Cy
de ahi se llevan a la evaluacion de la calidad de semilla conforme se van
procesando (Pichardo-Gonzalez et al., 2018).
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Evaluacién de calidad fisica.

a) Limpieza de las semillas. La limpieza de semillas es la eliminacion de
desechos, material inerte, semillas dafadas e infectadas, y semillas de
otras especies con el fin de mejorar la calidad de las muestras para
almacenamiento. Las semillas se limpian tan pronto llegan al banco de
germoplasma (Figura 1) (Rao et al., 2007).

b) Andlisis de pureza. Durante el analisis de pureza, cada fraccién de
semilla ‘pura’ de la muestra de trabajo se separa de la materia inerte y de
otras semillas. Los bancos de germoplasma deben buscar la pureza
absoluta, es importante establecer estandares tan altos como del 95% para
la proporcidn de semilla pura en las accesiones (Rao et al., 2007).

c) Peso de mil semillas. El peso de mil semillas es utilizado para calcular la
densidad y el nUmero de semillas por contenedor o recipiente. El peso de
mil semillas da una idea del tamafo de las semillas, asi como su estado de
madurez (ISTA, 2017).

d) Determinacion del contenido de humedad. A todas las semillas que
ingresan a la coleccién de semillas ortodoxas se les determina el contenido
de humedad con la finalidad de tomar decisiones en cuanto a su
conservacion. Se utiliza el método del horno (ISTA, 2017) y el método de |a
termobalanza (Pichardo-Gonzalez et al., 2018).

Limpieza |
de Semillas ‘

determinacioén del contenido de humedad
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e) Evaluacion de la integridad fisica con el equipo de rayos X. Mediante la
evaluacion de la integridad fisica de las semillas con el equipo de rayos X
(Figura 2), en cada accesion se determinan las proporciones (porcentajes)
de semillas llenas, vacias, dafadas por insecto y dafiadas por manejo
mecanico, caracteristicas que son importantes para el estado de las
semillas en cuanto a integridad fisica (ISTA, 2017).

e

Figura 2. Evaluacién de la integridad fisica de las semillas con el equipo de rayos X.

Evaluacién de calidad fisiolégica.

a) Evaluacion de la germinacidén. A todas las accesiones de semilla que se
resguardan en el CNRG se les realiza una evaluacién de la germinaciéon
(Figura 3). Este analisis se hace para determinar qué proporcién de las
semillas de una accesién germina en condiciones favorables y produce
plantulas normales, es decir, plantulas con estructuras esenciales con
raices, brotes y suficiente reserva de alimento capaces de desarrollarse en
plantas reproductivamente maduras (Rao et al., 2007).

Figura 3. Evaluacién de la germinacién de semillas en el CNRG
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b) Evaluacion de la viabilidad por el método de tetrazolio. Es muy
importante que las semillas almacenadas en un banco de germoplasma
puedan producir plantas cuando se les siembre en el campo. Por tanto,
estas deben tener una viabilidad alta al inicio del almacenamiento y
mantenerla durante el proceso de conservacion. Esta evaluacion se realiza
principalmente por medio de tincion de las semillas con sales de tetrazolio,
el cual es un método colorimétrico que permite una estimacion rapida de
la viabilidad de muestras de semilla y distinguir aquellas con dormancia
de semillas muertas (ISTA, 2017).

Almacenamiento, conservacion y regeneracion de germoplasma.

a) Secado y Envasado. Las accesiones que se conservan como semillas
ortodoxas son introducidas en la cdmara de secado hasta que alcanzan un
contenido de humedad de entre el 5 y 6%, dependiendo de la especie.
Posteriormente se realiza el envasado de estas en envases de PET de 250
mL o de 1 L dependiendo de la cantidad de semilla de la accesion,
incluyendo una bolsita de plastico perforada con gel de silice y se sellan
herméticamente. La identificacidon de las accesiones se realiza colocando
en los envases dos etiquetas auto adheribles previamente impresas con la
informacién de datos pasaporte disponible para su correcta identificacion
(Pichardo-Gonzalez et al., 2018).

b) Almacenamiento y conservacion a largo plazo. El almacenamiento es
la preservacion de las semillas en condiciones ambientales controladas
para que mantengan la viabilidad durante periodos prolongados (Figura
4). La longevidad de las semillas depende de su calidad inicial, del
contenido de humedad y de la temperatura durante el almacenamiento.
En general, un contenido de humedad bajo y una temperatura baja
reduce la pérdida de viabilidad en las semillas. Para prolongar la viabilidad
de las semillas durante el almacenamiento, se pueden emplear diferentes
combinaciones de contenido de humedad y temperatura. (Rao et al,
2007). El Banco de Germoplasma de Semillas Ortodoxas del CNRG es una
coleccién base, por lo que la conservaciéon de las semillas es a largo plazo.
Las accesiones que se resguardan estan conservadas en una camara fria a
-18 °C (Pichardo-Gonzalez et al., 2018).
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f 2 N
Figura 4. Almacenamiento a largo plazo de las accesiones de semilla en cdmara fria
(-18 °C).

c) Regeneracion de germoplasma. La regeneraciéon es la renovacién de
las accesiones de germoplasma mediante la siembra y la cosecha de
semillas con las mismas caracteristicas de la muestra original (Rao et al.,
2007). El monitoreo de la viabilidad para la regeneracion de las accesiones
de semilla se recomienda realizar cada cinco afios, contados a partir de la
fecha de ingreso al banco de germoplasma y cuando se detecte que la
vialidad haya bajado considerablemente estas semillas se regeneraran
(Pichardo-Gonzalez et al., 2018). A la fecha los géneros en los que mas se
hecho regeneracién de sus accesiones en el banco de germoplasma de
semillas ortodoxas del CNRG han sido Phaseolusy Zea, gracias a proyectos
de investigacion que se han llevado a cabo, en los cuales la regeneracion
de germoplasma de estos géneros ha sido uno de los objetivos.

Seccién Cultivo in vitro y Crioconservacion de tejido vegetal.

La conservacion y el uso sustentable de los recursos genéticos de plantas
es importante para satisfacer y asegurar en el futuro la demanda
alimentaria (Ahmed et al., 2010).

Existen diferentes técnicas para la conservacién in vitro de especies
vegetales dentro del banco de germoplasma del CNRG-INIFAP. Se pueden
clasificar segun su duracion, a corto plazoy a largo plazo. En la primera se
utilizan técnicas de cultivo in vitro que fomenten el crecimiento reducido
del explante a conservar; en la segunda técnica se utiliza principalmente
la crioconservacidon (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010). Las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales, permite mantener las plantulas en bancos de
germoplasma in vitro, libres de patdgenos, en espacio reducido, a bajo
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costo y condiciones controladas que facilitan el manejo a corto y largo
plazo de material vegetal ademas de facilitar el intercambio de
germoplasma (Rayas et al, 2002), particularmente, de especies con
propagacion vegetativa.

La conservacion en condiciones de crecimiento minimo o de lento
crecimiento, es la técnica que consiste en la modificacion del ambiente en
condiciones in vitro, modificando el medio de cultivo, temperatura o luz,
retardando significativamente el crecimiento de los tejidos sin causar
efectos negativos en la viabilidad de los mismos (Dominguez et al., 2008).
Mediante esta técnica se puede conservar a los explantes por nueve o mas
de diez meses en cultivo in vitro, tiempo en el cual se retrasa el crecimiento
y se disminuyen los intervalos de subcultivo (Rayas et al., 2002; Rayas et al.,
2013). Sin embargo, en el CNRG se han conservado hasta por dos afnos
explantes de vainilla, en donde se retrasa el crecimiento adicionando
sorbitol y manitol al medio de cultivo.

Asi como menciona Watt et al. (2000) el crecimiento minimo puede ser
alcanzado por cambios en el potencial osmadtico de las células en cultivo,
como se hizo con la vainilla conservada en el CNRG. El potencial osmético
del medio de cultivo tiene efecto directo en los explantes, conforme sea
mMas negativo, menor sera la adsorcidon de agua y por consecuencia habra
una baja disponibilidad de nutrientes (Rayas et al., 2013). Por ejemplo, en
accesiones de Agave spp. en el medio de cultivo se adicionaron agentes
osmoticos como el manitol y el sorbitol (50 gL7), lo cual redujo la tasa de
crecimiento in vitro de los tejidos, medida como incremento en peso
fresco, y prolongar asi el tiempo entre subcultivos de 75 dias a 10 meses, y
sin afectar su viabilidad ni su capacidad de regenerar plantas completas
(Pérez Molphe-Balch et al., 2012).

La conservacion en condiciones de crecimiento minimo también se utiliza
para el intercambio de material vegetal. La técnica que se utiliza es de
encapsular con perlas de alginato de calcio los brotes de guayaba
(Psidium guajava L.) obtenidos de plantulas cultivadas in vitro (Rai et al,,
2008).

No sélo con la modificacién del medio de cultivo se puede retrasar el
crecimiento del explante vegetal. También se puede lograr un crecimiento
lento mediante bajas temperaturas (10 °C) y baja intensidad de luz (2.5
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pmol m2s?' densidad de flujo cudntico) ademas de combinaciones con
agentes osmoticos (sacarosa, sorbitol y manitol) los cuales tuvieron éxito
en la conservacion de regaliz (Glycyrrhiza glabra) (Srivastava et al., 2013).
Sin embargo, también depende de la especie a conservar, por ejemplo, en
accesiones de pifia (Ananas comosus), se ha conservado sélo en un medio
basico MS al 50%, sin reguladores de crecimiento y en condiciones
ambientales que retrasan el crecimiento (temperaturas de 21 * 2 °C,
fotoperiodo de 12 horas) (Souza et al., 2006).

Por otro lado, es posible que sélo con variaciones de temperatura se pueda
retrasar el crecimiento del explante. Tejido de Gmelina arborea Roxb. ex
Sm. se mantuvo en medio Murashige y Skoog (1962), 30 gL de sacarosa, 8
gL' de agar y con un pH de 5.7, con una temperatura de 18° C (Cruz y
Gomez, 2017). Esto también depende de la especie, ya que, si las especies
son tropicales, conservandolas a bajas temperaturas se reduce el
crecimiento.

Otra especie forestal conservada en condiciones de crecimiento minimo
es la caobilla (Swietenia humilis Zucc.), en medio Murashige y Skoog (1962),
15 gL' de sacarosa, 15 gL' de manitol a 24°C + 2 (Cruz et al., 2019). La
conservacion de especies vegetales en condiciones de crecimiento
minimo in vitro debe ser estudiada para cada una de las especies que
ingresen a las instalaciones del CNRG-INIFAP. Cada una de ellas presentan
caracteristicas particulares lo que las hace Unicas y de eso va a depender
el método de conservacion.

Si bien la conservacion in vitro a mediano plazo de germoplasma vegetal
es de suma importancia, para contar con una estrategia de conservacion
integral de especies recalcitrantes es necesario implementar técnicas de
conservacion a largo plazo.

En el Laboratorio Agricola-Forestal seccién Cultivo in vitro vy
Criopreservacion de Tejidos Vegetales del CNRG-INIFAP, se utiliza la
técnica de criopreservacion de tejidos vegetales para llevar a cabo la
conservacidon a largo plazo del germoplasma vegetal. La criopreservacion
es la reduccién y subsecuente interrupcion de las funciones bioldgicas de
materiales biolégicos mediante la reduccién de temperatura con
nitrégeno liquido (-196 °C) manteniendo la viabilidad (Niino y Arizaga,

€os__



AGRICULTURA  inifap

2015). Desde el primer reporte exitoso de criopreservaciéon en plantas
(Sakai, 1960), han surgido diferentes métodos para llevar a cabo la
criopreservacion de especies vegetales que cuentan con grandes
beneficios como el mantenimiento de la estabilidad genética y viabilidad
del tejido, reduccién de costos para la conservacion de germoplasma a
largo plazo y eficiencia en almacenamiento (Engelmann, 2004). El
laboratorio de cultivo in vitro y crioconservacion de tejido vegetal, tiene
como objetivo la conservacién a mediano y largo plazo de especies
recalcitrantes, las cuales carecen de semillas viables o las semillas
presentes no se pueden conservar a bajas temperaturas y bajo contenido
de humedad (Roberts, 1973; Berjak y Pammenter, 2002).

Para llevar a cabo este objetivo, se hace uso de diferentes técnicas de
cultivo in vitro de plantas que permiten conservar a medianoy largo plazo
el germoplasma vegetal (Sanchez y Jimenéz, 2010).

Conservacion a mediano plazo de especies recalcitrantes mediante
crecimiento minimo.

Para el desarrollo de la técnica de conservacién en condiciones de
crecimiento minimo en el Laboratorio de Cultivo in vitro vy
Crioconservacion de Tejido Vegetal, se realizan los siguientes
procedimientos.

En caso de que la muestra a conservar llegue en condiciones de in vitro, se
realiza una inspeccidn visual por parte del responsable de prueba, esto con
el fin de identificar posibles problemas de contaminacidn, fracturas del
envase o el sello, enfermedades en el explante, o cualquier otro factor o
anomalia que pueda comprometer la integridad de la accesion. Si no se
detecta nada fuera de lo normal, las muestras recibidas entran a una etapa
de cuarentena en alguno de los cuartos de conservacidon a una
temperatura de 24-28 °C durante 40 dias, esto con motivo de determinar
la viabilidad del tejido. Si durante este tiempo presenta algun
inconveniente, se solicita al usuario enviar otra replica de accesiones, en
caso de no presentar problemas sanitarios las muestras son identificadas
por el personal del laboratorio con un rétulo que contiene la siguiente
informacidn: nombre de la accesidon, fecha de siembra y las iniciales del
apoyo técnico que realice este proceso. En caso que la cantidad de
material no sea suficiente para dar inicio al ensayo, comienzan con la etapa
de multiplicacién y después pasa a la etapa de crecimiento minimo.
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Para las muestras que no son in vitro, se les realiza el proceso de
establecimiento, después, si la cantidad de material no es el suficiente
para desarrollar el ensayo, las muestras son pasan a una etapa de
multiplicacion, para luego continuar con la etapa de crecimiento minimo.

Establecimiento de material vegetal.

El protocolo para la desinfecciéon del tejido vegetal para el establecimiento
en condiciones in vitro, varia dependiendo del tipo de tejido, procedencia
y condiciones en las cuales se recibe en el laboratorio.

Asi mismo, se pueden agregar agentes surfactantes como son Tween 80
0 20, fungicidas 6 bactericidas; en distintas concentraciones y tiempo de
exposiciéon con el fin de lograr un exitoso establecimiento del material.

Preparacion del material vegetal para el ensayo de crecimiento
minimo.

Después de pasar el periodo de cuarentena exitosamente, tanto el
material vegetal enviado en condiciones de in vitro, o el material
establecido in vitro en el laboratorio, que no presente contaminacién o
enfermedad, se procede a evaluar si cuenta con la longitud minima
necesaria para realizar el ensayo de crecimiento minimo. La longitud que
se requiere es de al menos un centimetro.

Esta evaluacion se realiza dentro del laboratorio en un area aséptica. Se
miden los explantes con un vernier digital, sin sacarlos del tubo ni romper
el sello de la tapa. Se selecciona el material que cumple con la longitud
para realizar el ensayo.

Siembra de tejidos vegetales.

La siembra se realiza dentro de la cabina de flujo laminar con el material
de diseccién dentro de la cabina. Se identifican con un cdédigo los tubos
con cada tratamiento y repeticidon que se va a evaluar, se disectan los
explantes, para homogeneizar la talla de los explantes evaluados al
tratamiento (Figura 5). Una vez terminada la siembra de todos los
tratamientos los tubos son sellados y son separados por tratamiento Se
etiqueta con los datos: especie, fecha y tratamiento y los tubos se
almacenan en el cuarto de conservacién correspondiente
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Figura 5. Explantes en condiciones in vitro para realizar ensayos de crecimiento
minimo

Almacenamiento de los explantes.

El almacenamiento promedio es de 3 a 12 meses para la evaluacion de los
tratamientos, sin embargo, los explantes de ensayo pueden ser
conservados en el CNRG por medio de un convenio en el cual el cliente se
compromete a cubrir los costos de conservacion 6 alguna otra modalidad
en la cual el material vegetal de ensayo quede protegido (Figura 6).

En el CNRG se tienen conservadas en condiciones de crecimiento minimo
especies como, chayote, vainilla, papa, cedro rojo, caoba, caobilla, Gmelina.

Figura 6. Conservaciéon en condiciones de crecimiento minimo de chayote (foto
izquierda, arriba); de vainilla (foto de derecha, arriba) y de cedro rojo (foto de abajo)
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Conservacién a largo plazo de especies recalcitrantes mediante
criopreservacion de tejidos vegetales.

En el Laboratorio de Cultivo In Vitro y Criopreservacion de Tejidos
Vegetales del CNRG-INIFAP se ha implementado el uso de los métodos V
y D-crioplaca (Yamamoto et al., 2011; Niino et al., 2013) los cuales, ademas
de contar las diferentes ventajas antes mencionadas de las técnicas de
criopreservacion, al estar basadas en el uso de crioplacas de aluminio
(Figura 7), permiten que las muestras al adherirse en los pozos de la
crioplaca queden estaticas durante las fases de inmersion del proceso de
criopreservacion, lo cual disminuye la dificultad técnica requerida para
usar éstos métodos para conservacion de germoplasma. Por otro lado, las
crioplacas permiten altos indices de enfriamiento y calentamiento de los
explantes, lo cual se refleja en altos porcentajes de rebrote (Niino et al,
2017).

A —

37 mm— Qan

an
25mm
'=¥-1 0.75 mm de
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0.5 mm de espesor ‘NO- 0 No. 1 No. 2 No. 3 No. 4

Figura 7. Crioplacas de aluminio. (A) Dimensiones, (B) Modelos.

Para establecer un protocolo de criopreservacion en el Laboratorio de
Cultivo In Vitro y Criopreservacion de Tejidos Vegetales del CNRG-INIFAP
se siguen los pasos descritos a continuacion:

Establecimiento de tejido vegetal en condiciones in vitro.

Inicialmente, todo el material vegetal que ingresa al laboratorio es
revisado por los expertos técnicos para cerciorarse que el tejido vegetal
esté vivo, descartar contaminacién evidente por patégenos y cuente con
datos pasaporte. Enseguida se le asigna un ndmero de accesioén, y se
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desinfecta con soluciones de detergente, etanol y cloro comercial. Una vez
desinfectado, el material se siembra en medio de cultivo estéril, se incuba
en condiciones controladas (24+2 °C; 16 horas luz) y, después de varios dias,
se evalUa el material para descartar aquellos explantes contaminados.

Obtencion de tejido vegetal para criopreservacion.

Ya con el material vegetal libre de contaminantes, los explantes se
subcultivan en medio de cultivo adicionado con bajas concentraciones de
BA (6-bencilaminopurina) para obtener brotes y asi contar con suficiente
material para criopreservar. El tejido ideal para llevar a cabo Ila
criopreservacion de una especie son los meristemos apicales, ya que estan
formados de células pequefias, no conectadas con haces vasculares y con
multiplicacion muy activa, lo cual hace menor la probabilidad de
contaminacion y mayor la probabilidad de respuesta aun después de ser
sometidas a estrés. Dependiendo del método de criopreservacion que se
llevara a cabo, se cortan meristemos de 1 mm?3 en el caso de V-crioplacay
de 1.5-2.5 mm?3 en el caso de D-crioplaca. Lo anterior se debe a que, en el
caso de V-crioplaca, se utiliza dimetilsulfoxido (DMSO) en la solucidn
vitrificante, compuesto que en contacto prolongado resulta téxico para las
células, por lo cual los meristemos deben tener el tejido vegetal minimo
para conservar la viabilidad celular.

Cuando se criopreserva tejido para su conservacion a largo plazo, se
consideran 100 meristemos por accesion, es decir, 10 crioplacas con 10
meristemos cada una.

Precultivo.

Una vez que se cortan los meristemos, estos se incuban 24 horas en medio
de cultivo adicionado con altas concentraciones de sacarosa
(normalmente 0.3 M) y bajo condiciones controladas. En éste paso las
moléculas de sacarosa entran en las células reemplazando las moléculas
de aguay asi se evita que al momento en el que el tejido entra en contacto
con el nitrégeno liquido se formen cristales de agua que pueden lisar la
célula y perder viabilidad de ésta.

Adhesién de meristemos.

Una vez que los meristemos pasaron por el precultivo, se toma la crioplaca
de aluminio y se colocan 2 UL de alginato de sodio al 2 % en cada pozo.
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Enseguida, se coloca un meristemo por pozo después para lo cual la
crioplaca se recubre con solucién 0.1 M de cloruro de calcio (CaCly) por 15
minutos para llevar a cabo la polimerizacion.

Osmoproteccion.

Después de que los meristemos se adhieren a las crioplacas, éstas se
sumergen por 30 minutos en solucién de carga (LS por sus siglas en inglés)
la cual puede contener desde 0.4 hasta 1.6 M de sacarosa ademas de 2 M
de glicerol. Las moléculas de sacarosa y glicerol juegan un papel
importante al entrar a la célula vegetal y conferir osmoproteccién a éstas,
ya que al ser éstas mayoria al interior de la célula, evitan que el tamano de
la célula se incremente debido a la formacidn de cristales de agua al entrar
en contacto con nitrégeno liquido y que dichas células se lisen y pierdan
viabilidad.

Vitrificacién o deshidratacion.

Hasta éste punto, el proceso de Vy D-crioplaca es el mismo, pero después
de pasar por la solucién de carga, se llevan a cabo los pasos a los cuales las
técnicas les deben su nombre. En el caso de V-crioplaca, los meristemos
se sumergen en solucion vitrificante (usualemnte PVS2; Sakai et al,, 1990)
durante un rango de 20 a 30 minutos para evitar toxicidad por DMSQO y el
agua intracelular remanente entra en estado amorfo, lo cual impide la
formacion de cristales de agua. En el caso de D-crioplaca, los meristemos
se colocan en cajas Petri que contienen silica gel o gel de silice y el tejido
se deshidrata fisicamente durante un rango de 30 a 150 minutos
dependiendo de |la especie, o cual extrae el agua necesaria para evitar la
formacidn de cristales de agua intracelulares.

Inmersién en nitrégeno liquido.

Una vez que el tejido estad vitrificado o deshidratado, se toman las
crioplacas y se sumergen directamente en el nitrégeno. Al llevarse a cabo
la congelacién ultrarrapida, se reduce la probabilidad de formacién de
cristales de agua intracelular. El tejido permanece al menos una hora en
el nitrégeno y después de éste tiempo, el metabolismo celular se para
completamente, por lo cual después de una hora el tejido se puede
conservar por tiempo indefinido.
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Recalentamiento.

Cuando se desea recuperar los meristemos, estos se sacan del NL y se
sumergen directamente en la soluciéon de recalentamiento por 15
minutos. Dicha soluciéon contiene entre1y 1.2 M de sacarosa y se encuentra
a temperatura ambiente. Las altas concentraciones de sacarosa de la
solucion de recalentamiento impiden la formacion de cristales de agua en
la parte externa del tejido, asi como también ayudan a reactivar a las
células que salen de la criopreservacion.

Recuperacion.

Una vez recalentado el tejido, los meristemos se separan de la crioplacay
se colocan en medio de cultivo adicionado con 0.2 gL"de BA. Los explantes
se incuban en oscuridad a 24+2 °C durante tres dias y después se colocan
en fotoperiodo de 16 horas luz a la misma temperatura controlada.
Después de que el tejido se reactiva, se puede seguir con el proceso de
cultivo in vitro respectivo de cada especie para obtener plantas completas
regeneradasy funcionales.

En siete anos de investigacién, se han desarrollado en el Laboratorio de
Cultivo In Vitro y Criopreservacion de Tejidos Vegetales protocolos de
criopreservacion basados en el uso de crioplacas de aluminio para cinco
especies forestales (cordia, caobilla, cedro, caoba, gmelina) y cinco
agricolas (papa, chayote, vainilla, aguacate y ajo). Es importante reiterar
gue cada protocolo de criopreservacion es especifico para cada especie,
por lo cual la labor realizada en el laboratorio es trascendente, ya que
permite conservar germoplasma vegetal recalcitrante de importancia
para México y el mundo.

Servicios del area.
En el Laboratorio Agricola-Forestal seccidn in vitro y crioconservaciéon de
tejido vegetal se ofertan los siguientes servicios:

1. Conservacion de tejido vegetal en condiciones de crecimiento

minimo.

2. Conservacion de tejido vegetal en crioconservacio

3. Multiplicaciéon masiva de tejido vegetal.

4. Establecimiento de tejido vegetal en condiciones de in vitro.
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En el Laboratorio Agricola-Forestal seccién semillas ortodoxas se ofertan
los siguientes servicios:

1.

©®NOUAN N

Andlisis de pureza fisica de semillas

Peso de mil semillas

Determinacion del contenido de humedad de semillas.

Andlisis de la integridad fisica de semillas con el equipo de rayos X.
Evaluacion de germinacion de semillas

Evaluacion de la viabilidad de semillas por el método de tetrazolio.
Almacenamiento temporal de semillas

Almacenamiento en la modalidad de caja negra.

Depoésito de Recursos genéticos agricolas y forestales.
Para el depdsito de los recursos genéticos agricolas y forestales dentro del
Laboratorio Agricola-Forestal:

1.

a)
b)

c)
d)

El usuario debe enviar una solicitud al Director del CNRG de
preferencia en papel membretado. La solicitud debera elaborarse
en los siguientes términos:

Depdsito: indicar lo que se desea ingresar a la coleccion de Semillas
Ortodoxas del CNRG, una justificacion breve del depdsito, el tipo de
depdsito (donacién,  depdsito restringido, caja negra,
almacenamiento temporal), o si es una especie de propagacion
vegetativa o con semilla recalcitrante, realizar la solicitud (CM-PI-R-
01).

Servicio: indicar cual o cuales seran los servicios que solicita, las
accesiones (muestras) de semilla que enviara e informacién de
contacto.

El Responsable del Laboratorio de Recursos Genéticos Agricola
Forestal, seccion: Semillas Ortodoxas o de in vitroy Crioconservacion
de Tejido Vegetal enviara al usuario la siguiente documentacion, la
cual deberd ser completada y entregada/enviada junto con las
accesiones a depositar:

Solicitud de resguardo, la cual contiene informacién general de
envio.

ES-SO-R/018 Datos pasaporte (Formato de datos pasaporte en Excel
para su llenado).

ES-SO-DI/002 Guia para el embalaje y envio de material
ES-SO-DI/003 Guia para el llenado de los documentos
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e) CM-PI-DI-02 Guia de embalaje y envio de material, seccién in vitroy
crioconservacion de tejido vegetal.

3. El usuario podra realizar la entrega de las muestras en las
instalaciones del CNRG o podra enviarlas a través de un servicio
pagueteria. Los costos generados del envio serdan responsabilidad
del usuario.

4. Si la accesién para depdsito cumple satisfactoriamente con los
criterios establecidos en la evaluacién documental, pre-analitica y
analitica se notificara al usuario que su material sera ingresado
dentro de la Coleccidn de Semillas Ortodoxas del CNRC.

5. Cuando las accesiones han sido aceptadas para depdsito, el Director
del CNRG enviara al usuario una carta de recepcién de la o las
accesiones para su depdsito y/o resguardo.

Las accesiones de semillas se pueden enviar en sobres “tipo coin”, bolsas
de papel o bolsas de plastico segun la cantidad de semilla o tamano de las
semillas, pueden ser enviadas en una caja de carton sellada, ademas
deben estar bien identificados para su correcto envio, recepcidon y
procesamiento.

En la solicitud de resguardo se hacen sugerencias de la cantidad de
semillas a enviar segdn tamano. Sin embargo, cuando es donacién o
resguardo no hay un limite para el envio de material a resguardar, ya que
muchas veces las accesiones constan de poca semilla. En este caso la
cantidad de semilla estard en funcién a su disponibilidad.

Por otra parte, en la seccion in vitro y Crioconservacion de Tejido Vegetal,
una vez que esté aceptada la solicitud para la conservacion del tejido, el
material vegetal enviado debera estar perfectamente sellado en viales (si
es que ya se encuentra en condiciones de in vitro) de preferencia deben
de ser de plastico para evitar fracturas en el transporte. El empaque se
hara con plastico anti impacto, dentro de una caja de cartén o hielera
desechable. Debidamente etiquetados todos los viales y con una hoja de
referencia donde se especifique el material que se envia, procedencia,
cantidad y cliente.

Las muestras no deberan pasar mas de 48 h en su traslado alCNRG, es por
eso que se recomienda su envio en dia lunes y evitar el fin de semana o
dias festivos. Todo esto con el fin de no comprometer la calidad, sanidad y
vitalidad de las muestras.
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Si el material vegetal son varetas, deberan ser enviadas debidamente
etiquetados individualmente con cinta masking tape y marcador
indeleble. Las plantas madre deben ser identificadas con un documento
de referencia donde se especifique el material que se envia, procedencia,
cantidad y cliente. Para las varetas se recomienda rociar fungicidas de
contacto, en toallas de papel y con estas envolver las muestras, con el fin
de prevenir la proliferacion de hongosy la contaminacion.
En el caso de las semillas, los paquetes se envian selladas con seguridad,;
se recomienda una caja resistente y asegurar el empaque con cinta ancha
para evitar que se rompa o desfonde.
Para el envio de plantas-madre se recomienda se etiqueten
individualmente, si el traslado serd con sustrato o tierra, deberd ser via
terrestre. Por otra parte, por via aérea se debe sacar la planta de raiz y
quitar la tierra sin causar ningun dafno. Se empaquetan al igual que las
varetas en toallas de papel envolviendo las muestras, con el fin de prevenir
la proliferacién de hongos y la contaminacion.
Por ultimo, las capsulas de orquideas se empaquetan en un sobre de papel
con su identificaciéon, después con plastico o burbujas de aire antiimpacto.
En caso de que los materiales no vengan en las condiciones de empaque
sugeridas o lleguen fuera de horario de servicio del laboratorio: lunes a
viernes de 8 am a 4 pm, el CNRG no se hace responsable de la calidad del
procedimientoy puede rechazar el material,a menos que el cliente asuma
la responsabilidad por escrito via correo electrénico se procede con el
ensayo.

Ensayos acreditados por la EMA.

El Laboratorio Agricola-Forestal esta acreditado ante la Entidad Mexicana
de Acreditaciéon (EMA) con el ensayo “ES-SO Evaluaciéon de la calidad fisica
y fisiolégica de semillas” bajo la norma NMX-EC-17025-IMNC-2018 (ISO/IEC
17025:2017) relacionada con laboratorios de ensayo y calibracién. Los
analisis que tienen alcance en la acreditaciéon son: analisis de pureza fisica,
peso de mil semillas, determinacién del contenido de humedad, analisis
de la integridad fisica de semillas con el equipo de rayos X, evaluaciéon de
la germinacidon y evaluacién de la viabilidad por el método de tetrazolio.
Por lo anterior, las semillas de todas las accesiones que ingresan para
resguardo al CNRG son evaluadas en cuanto a su calidad, acondicionadas,
conservadas y resguardadas con los estandares de calidad.
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En la seccidén in vitro y crioconservacion de tejido vegetal se encuentra
acreditado con el ensayo “CM-Pl Conservacion de tejido vegetal en
condiciones de crecimiento minimo” también bajo la norma NMX-EC-
17025-IMNC-2018 (ISO/IEC 17025:2017).
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Capitulo 6
El Laboratorio de Recursos Genéticos Microbianos

Lily Xochilt Zelaya Molina, Noemi Yael Lopez Cordero, Hugo

Alberto Zaldivar Lépez, Juan Lara Aguilera, Miguel Salas Mordn, Ismael
Fernando Chdvez Diaz, Ramadn Ignacio Arteaga Garibay

Centro Nacional de Recursos Genéticos-INIFAP.
zelaya.lily@inifap.gob.mx

Introduccion.

Los recursos genéticos microbianos son incalculables e indispensables
para el mantenimiento de los ecosistemas del planeta, debido a que estan
involucrados en los ciclos biogeoquimicos de los elementos esenciales
para la vida, como los de nitrégeno, carbono, potasio, etc. (Philippot et al,
2005; Jha y Subramanian, 2016; Rubin-Blum et al., 2019). Ademas, son
imprescindibles para cualquier organismo multicelular, al participar de
forma benéfica e inherente en sus funciones vitales, como es el caso de los
microorganismos de la filésfera y rizosfera de las plantas, y aquellos
miembros de la microbiota del tracto digestivo y piel de animales, en
ambos casos participan en la proteccién contra radicales libres,
adquisicién de nutrientes, entre muchas otras actividades (Ezenwa et al.,
2012; Weyens et al, 2015; Gopal y Gupta, 2016; Berry y Loy, 2018).

En la actualidad, esto ha generado que los recursos genéticos microbianos
se consideren indispensables para el desarrollo de los sectores agricola,
pecuario, forestal, farmacéutico, industrial, alimentario, entre otros, de
México y todo el mundo. Es el caso de cepas microbianas que se emplean
en bioinsumos para el desarrollo sustentable del campo agricola y
recuperacion de suelos forestales (Herrmann y Lesueur, 2013),
microorganismos que modifican los patrones de digestién del ganado
bovino (Hamilton-Miller, 2003), bacterias acidolacticas que mejoran la
calidad de los ensilados (Broberg y col., 2007), actinobacterias productoras

€1



AGRICULTURA  inifap
de metabolitos secundarios que son antibidticos, antifungicos o
anticancerigenos que se utilizan en el desarrollo de medicamentos
(Manivasagan et al., 2016), cepas de levaduras empleadas en la produccion
de bebidas alcohdlicas (Jung et al, 2012), bacterias fermentadoras
implicadas en procesos de fermentacion de alimentos y bebidas a base de
agua o leche (Leroy y De Vuyst, 2004; Widyastuti y Febrisiantosa, 2014), etc.
Desde las primeras implementaciones del aprovechamiento de estos
recursos, la prioridad siempre ha sido el beneficio de la humanidad.
Considerando la relevancia de todos estos recursos genéticos, el
Laboratorio de Recursos Genéticos Microbianos del CNRG-INIFAP ha
implementado diversas estrategias y metodologias para la obtencién,
evaluacion, caracterizacion, cuantificacion, identificacion,
criopreservacion y liofilizacién de organismos y/o comunidades
microbianas, principalmente de cepas o comunidades microbianas de
importancia en la seguridad alimentaria del pais.

Aislamiento, seleccién y caracterizacion de microorganismos.

Las técnicas de aislamiento de microorganismos se eligen con base en la
naturaleza del ambiente de interés, las caracteristicas del microorganismo
deseado y su densidad. Cuando la densidad microbiana es alta, se
emplean técnicas como diluciones en serie, estria cruzada o vaciado en
placa; cuando la densidad es baja se puede emplear la técnica de
impronta. La seleccidn del medio de cultivo para el crecimiento del
microrganismo dependera de sus caracteristicas metabdlicas, esto es:
productores de acidos organicos, enzimas amiloliticas, proteoliticas o
quitinoliticas, degradadores de sustratos poco solubles o toxicos,
resistentes a condiciones extremas de pH, temperatura, presion osmaotica,
etc. La siembra del microorganismo en los medios adecuados se realiza
por diversas técnicas: agotamiento, aislamiento o estria cruzada; en
cuadrantes; masiva y puncién (Hernandez et al, 2003).

Las caracteristicas que se consideran para el aislamiento y seleccién de
cepas es su morfologia colonial y microscépica, estabilidad genética, tipo
de cultivo, requerimientos nutricionales y de oxigeno, productividad,
rendimiento, facilidad de recuperacién, entre otros (Maldonado et al,
2007). En ciertas ocasiones, para el aislamiento del microorganismo
deseado se realiza un cultivo de enriquecimiento previo, para que prolifere
el microrganismo de interés e impedir el desarrollo del resto de
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poblaciones, controlando los factores nutricionales y ambientales y
considerando aspectos visibles como morfologia colonial y microscépica,
halos de vire de indicadores de pH, halos de hidrolisis de sustratos o
inhibicion de microorganismos de prueba.

La caracterizaciéon implica describir la morfologia microscopica y
macroscopica, la determinacién de la actividad metabdlica del
microorganismo y su comportamiento frente a diferentes condiciones, ya
que diversos factores fisicos y quimicos pueden modificarla, y se mide por
ejemplo: la produccién de biomasa, el tiempo de crecimiento, la
resistencia a metabolitos secundarios o a sustancias que pueden ser
antimicrobianos o bacteriostaticos, la actividad enzimatica, resistencia a
cambios de pH y temperatura, producciéon de metabolitos que interfieren
(Porres y Ruiz, 2018). Otras técnicas que pueden facilitar la caracterizacion
o hacer estudios de inferencia fenotipica, son técnicas de genotipificacion
como RAPD, BOX-PCR, SSR e ISSR.

Determinacion y cuantificacion de microorganismos.

Existen varias estrategias para contabilizar a los microorganismos en
muestras ambientales o de cualquier procedencia. EImétodo de conteo
en placa por plagueo consiste en realizar diluciones seriadas 110 y
extender 100ul de cada dilucidén en una caja de Petri; las cajas se incuban
hasta que las colonias son apreciables para su recuento; este metddo tiene
un buen limite de deteccidon, pero consume tiempo para hacer las
diluciones y realizar los plaqueos (Baker, 1990). La determinacion del
Numero Mas Probable (NMP), se aplica en bacterias que son dificiles de
aislar, pero que se pueden detectar por la actividad metabdlica que
presentan, como bacterias fijadoras de mitroégeno y coliformes (Karp,
1991).

En la metodologia de vaciado en placa, 1 ml de cada una de las diluciones
seriadas se anhade a las cajas de Petri, inmediatamente se vacia el medio
de cultivo a punto de gelificar (45 °C). El goteo en placa consiste en colocar
20 ul de cada una de las diluciones seriadas en medio de crecimiento y
contar el numero de colonias presentes después del tiempo de
incubacién. Una metodologia mas econdmica es el goteo en placa 6x6,
aqui las diluciones seriadas se colocan en una placa multipozos y se
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inoculan en el medio con ayuda de una pipeta multicanal, por lo que se
procesan seis muestras a la vez (ICMSF, 1984).

Andlisis microbiolégicos.

Este ensayo determina el riesgo para la salud animal o humana de los
microorganismos de una muestra, estableciendo una aproximacion a la
presencia y concentracién de mesofilicos aerobios, hongos, levaduras,
coliformes totales y fecales, asi como cepas de Enterococus, Salmonellay
Staphylococcus. Los grupos de bacterias coliformes totales y fecales se
determinan por la técnica de NMP; se como prueba presuntiva y después
se evalla si los cultivos contienen coliformes fecales (IMVIC) (MacFadin,
2002; NMX-EC-17025-IMNC-2006, Feng et al.,, 2012). El método para la
determinacién de Salmonella se basa en cinco etapas basicas:
preenriqguecimiento, enriquecimiento selectivo, seleccion en medios
sélidos, identificacion  bioquimica, y serotipificacién, descritas
previamente en varias normas oficiales nacionales e internaciones, asi
como diversas publicaciones cientificas (MacFadin, 2002; NMX-EC-17025-
IMNC-2006, Feng et al., 2012; OMS, 2010). El método para la identificacion
de mesofilicos aerobios se realiza en agar nutritivo o agar triptona-extracto
de levadura; las cajas de Petri ya plaqueada con las diluciones seriales se
incuban a 35 °C por 48h (NOM-008.SCFI-1993).

Los hongos y levaduras se evalUan en agar papa dextrosa, tres diluciones
seriadas se plaquean en las cajas de Petri que se incuban a 25 °C; después
de 3-5 dias se cuentan las colonias para reportar la presencia UFC/g o ml
(NOM-111-SSAT-1994). Respecto a Enterococus, también se utiliza la técnica
del NMP, brevemente: se emplea caldo selectivo de azida dextrosa, que se
inocula con diluciones hasta 107, los tubos inoculados se incuban a 35 °C
por 24-48 h. Los tres tubos mas turbios se escogen para hacer un pase a
medio selectivo para Enterococus, después de un periodo de incubacion
las colonias que se observan de color café a negro y un halo café, se
siembran en caldo BHI con 6.5% de NaCl y se incuban a 45 °C; el desarrollo
en este medio confirma la presencia de Enterococus (NOM-210-SSA1-2014).
Staphylococcus aureus se determina al transferir la muestra y las
diluciones hasta 10 en agar Baird Parker. Las cajas de Petri se incuban a
36 °C por 44-48 h. Las colonias negras, circulares, brillantes, convexas, lisas,
con halo claro, se seleccionan para realizar tincion Gram en buUsqueda de
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cocos Gram+, las cepas seleccionadas se evalian con la prueba
confirmativa de coagulasa en BHI (NOM-210-SSA1-2014).

Andlisis de calidad microbiolégica de biofertillizantes.

En respuesta a la necesidad de generar cultivos agricolas limpios, con
trazas minimas o nulas de agroquimicos que afecten la salud humana a
largo plazo y deterioren los recursos naturales, el uso de microorganismos
promotores de crecimiento vegetal, recuperadores del suelo o inhibidores
del crecimiento de fitopatdégenos, ha generado la necesidad de
implementar analisis dirigidos a evaluar la calidad microbioldgica de agro-
productos que contengan estos microorganismos. Los biofertilizantes
comerciales comUnmente estan conformados por bacteriasy hongos. Los
andlisis de calidad comprueban la concentraciéon e identificacién de los
microorganismos declarados en el producto y la inocuidad del producto.

La evaluacion de calidad microbioldgica consiste en la preparacion de
muestras y sus diluciones para aislar, purificar e identificar los
microorganismos. El nUmero de diluciones que se preparan e inoculan
depende de la concentracién del (los) microorganismo(s) declarado(s) en
la etiqueta del producto. El aislamiento se realiza dispersando las
diluciones en el medio de cultivo adecuado para cada microorganismo,
incubando los medios a 28 °C, y purificando las cepas morfologias
coloniales diferentes. Las cepas puras se caracterizan e identifican
mediante métodos convencionales basados en la deteccion de
caracteristicas fenotipicas del microorganismo (tienen como ventaja un
bajo costo y por lo tanto son mas asequibles), se basan en describir
caracteristicas observables como morfologia, desarrollo, propiedades
bioguimicas y metabdlicas. Adicionalmente, para la identificacién de
bacterias se recomiendan realizar tinciones de Gram y Schaeffer-Fulton, y
las pruebas bioquimicas de oxidasa, catalasa y oxidacién-fermentacion
(O/F).

La inocuidad de un producto garantiza que su uso no afecte la salud de
usuarios y consumidores; aungue es un concepto mas conocido para
alimentos, también se aplica para la fabricacion de medicamentos,
suplementos alimenticios y productos elaborados a base de
microorganismos. Entre los microorganismos de riesgo que pueden estar
presentes en un biofertilizante estan los microorganismos coliformes y
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cepas de Salmonella spp. Los grupos de bacterias coliformes, coliformes
fecales y Escherichia coli, son microorganismos indicadores de practicas
higiénicas inadecuadas que se evalUan en la microbiologia de productos;
el método microbiolégico para hacer su determinacién es la técnica de
NuUmero mas Probable (NMP o diluciones en tubo multiple) (MacFadin,
2002; Hernandez-Dominguez el al, 2008). Primero se determina la
presencia de coliformes como prueba presuntiva, y después se
comprueba si los cultivos que contienen coliformes contienen coliformes
fecales y al final se confirma la presencia de E. coli; adicionalmente, la
identificaciéon bioguimica de E. coli es con las pruebas bioquimicas de
Indol, Movilidad, Voges-Proskauer y Citrato (IMViC) (MacFadin, 2002; NMX-
EC-17025-IMNC-2006, Feng el al.,, 2012). El método para la determinacién
de especies Salmonella se basa en cienco etapas basicas:
preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo, seleccion en medios
sélidos, identificacion  bioquimica, y serotipificacién, descritas
previamente en varias normas oficiales nacionales e internaciones, asi
como diversas publicaciones cientificas (MacFadin, 2002; NMX-EC-17025-
IMNC-2006, Feng el al., 2012; OMS, 2010).

Identificaciéon de microorganismos por andlisis filogenético.

En las dltimas décadas la identificacion de microorganismos por métodos
fenotipicos ya no es suficiente, es necesario realizar analisis de relaciones
ancestro-descendencia apoyados en técnicas de biologia molecular de
secuencias de uno o varios genes constitutivos (Fernandez el al., 2010). En
el caso de procariotes el gen 16S rRNA, por sus caracteristicas de
funcionalidad esencial, ubicuidad, propiedades evolutivas, presencia de
regiones variables y regiones conservadas (adecuadas para el diseno de
iniciadores universales), es el marcador molecular mas utilizado para la
identificacion de estos microorganismos a nivel de género y en ocasiones
especie (Case el al., 2007). En eucariotes el marcador mas empleado es |la
region transcrita interna (regidn ITS), que incluye el espacio transcrito
interno 1, el gen 5.85 rRNA, y el espacio transcrito interno 2, los cuales son
parte del cistron del ADN ribosémico nuclear (Schoch el al., 2012; Li el al,,
2015); esta regidon también contiene zonas muy conservadasy divergentes,
gran ndmero de copias dentro de cada cistrén y varios cistrones en el
mismo o diferentes cromosomas; las regiones variables de esta regidén son
las que permiten asignar el espécimen al grupo taxondmico mas cercano
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mediante un analisis filogenético, generalmente a nivel de género y en
ocasiones de especie (Rodriguez el al., 2004).

Para realizar una identificaciéon a nivel de especie o subespecie, distinguir
entre especies estrechamente relacionadas, definir clonalidad entre cepas
y evaluar diversidad intraespecifica, es necesario utilizar diferentes
marcadores moleculares de genes constitutivos ya sea mediante un arbol
filogenético, un anélisis multilocus ((MLSA/MLST, por sus siglas en inglés:
multi-locus sequence analysis/typing) o un andlisis de codigo de barras
(DNA barcoding). Dependiendo del género o grupo/complejo de especies
al cual pertenece el microrganismo son los genes o marcadores
moleculares que se utilizaran, por ejemplo: atpD, gltB, gyrB, recA, lepA, y
phaC para el complejo de especies de Burkholderia cepacia (Gautam y
col,, 2016); argS, dnaN, dnaQ, era, gltA, gyrB, ppnK, rpoB, y rpoD para
Pseudomonas putida (Ogura et al., 2019); recF, sucC, gdpD and yhfL para
Bacillus thuringiensis (Rabha el al., 2018); y microsatélites en el género
Neurospora (Corcoran el al., 2014).

La técnica para la identificacion molecular de microorganismos mediante
el analisis de genes se basa en la amplificacion y secuenciacién de dichos
genes a partir de DNA de un cultivo puro (Fraga el al, 2004). Los
fragmentos de DNA se amplifican por medio de la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), utilizando iniciadores especificos para cada gen. La
amplificacidén se confirma al observar con una electroforesis en gel de
agarosa las bandas de DNA del tamafo esperado (Poggi el al., 2009).
Posteriormente, los amplicones se secuencian con una reaccion de PCR
tipo Sanger y electroforesis capilar (Fernandez el al., 2010).

La edicion y andlisis de secuencias es el primer paso, ya con las secuencias
editadas se comparan en bases de datos como GenBank, MicroSeq, rdp,
etc, para obtener una base de datos de genes y después se realizan
alineamientos para generar un arbol filogenético con cualquier programa
gue realice reconstrucciones filogenéticas (Petti, 2007, Rong y Huang,
2014). Para los analisis MLST, las estadisticas de cada locus se pueden
resumir en START2, MEGA Yy DnaSP, la asignacidn de perfiles alélicos o tipos
de secuencias (STs, por sus siglas en inglés: sequence types) con bases de
datos de MLST, como AgdbNet MLSTdBNet, mIstdbNET, y BIGSdb; para
comparar arboles fiolgenéticos se emplean PAUP y TreeCmp, y si es
necesario definir agrupamientos basado en alelos o complejos utilizar
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programas como SplitTree4, MLSTdBNet y eBURSTV3 (Maiden, 2006, Rong
y Huang, 2014; Gautam et al., 2016; Tsang et al., 2017).

Identificacion de bacterias mediante el sistema Vitek MS.

La técnica MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization
Time-Of-Flight Mass Spectrometry, en espafol: desorcion/ionizacion laser
asistida por una matriz con deteccién de masas por tiempo de vuelo)
permite la identificacion de microorganismos por espectrometria de
masas mediante el analisis de proteinas, principalmente ribosomales. Lo
anterior, a través de un espectro de masas especifico para cada géneroy
especie, que se compara con los espectros incluidos en la base de datos
de referencia del equipo (Patel, 2015, Maldonado el al, 2018). La
identificacién de microorganismos mediante la técnica MALDI-TOF puede
aplicarse a bacterias, hongos y levaduras.

La muestra debe estar embebida en una matriz organica cristalizada
sobre una superficie de metal, y un laser de UV 337 nm es la fuente de
ionizacién que genera iones tras bombardear con fotones la muestra en
condiciones de alto vacio. El area irradiada se calienta dando lugar a la
desorcién de los iones de la fase sélida a la fase gaseosa. La muestra
ionizaday vaporizada crea una nube de gas entre dos electrodos, el campo
eléctrico formado se emplea para acelerar la muestra hasta el detector. La
separacion de los iones se produce segun el tiempo de vuelo, es decir, los
iones mas ligeros tienen mayor aceleracion y llegan primero al detector,
generando asi un perfil especifico del microorganismo mediante un
espectro de picos, frente a su relacién masa/carga (m/z), llamada también
huella digital de la masa de los péptidos (peptide mass fingerprinting).
Este parametro se compara con una base de datos de espectros
construida a partir de cepas de referencia del sistema VITEK®MS que
posee dos configuraciones para la comparacion de graficos VITEK®MS IVD
y VITEK® MS Research Use Only (RUO).

En comparacioén con otras técnicas de identificacion, el sistema MALDI-
TOF permite obtener resultados en cuestién de minutos, requiere poca
muestra, es reducido el costo de reactivos y no requiere una identificacion
presuntiva del microorganismo.
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Analisis de las comunidades bacterianas mediante secuenciacién
masiva.

Debido a la necesidad de estudiar a mayor profundidad la diversidad
microbiana de los ecosistemas, se han desarrolladoy mejorado estrategias
gue permiten la identificacion de microorganismos cultivables y no
cultivables mediante herramientas moleculares y analisis bioinformaticos,
lo cual ha permitido comprender un ndmero importante de procesos
biolégicos y describir nuevos phyla microbianos (Escalante-Lozada el al,,
2004; Mendes el al. 2011; Cordero, 2012). En el caso de bacterias, ya no es
necesario cultivarlas, basta con obtener y caracterizar el DNA
metagendmico para la identificacion de casi el 100% de las comunidades
bacterias presentes en un determinado ecosistema (Escalante-Lozada el
al., 2004).

La secuenciacidn masiva es una técnica de costo relativamente bajo con
la generacidn de una gran cantidad de informacidn, es una tecnologia que
ha revolucionado la forma de cémo se realiza la investigacion en
microbiologia, ha pasado de un ambito exclusivamente de laboratorio a
uno computacional, con la aplicaciéon ineludible de la bioinformatica.

En la actualidad existe un gran numero de plataformas para
secuenciacidn masiva, una de ellas es la de lon Torrent y lon S5
(ThermoFisher), una tecnologia de semiconductores que utiliza “chips”
capaces de detectar cambios de pH o iones H* liberados por la polimerasa
tras la incorporacion de un nucleoétido a la cadena molde (Fujimoto el al,,
2014). Esta tecnologia se basa en la secuenciacidn de bibliotecas
templadas que se construyen a partir de la amplificaciéon de fragmentos
de una longitud de 400 pb de las regiones hipervariables V2, V3, V4 Ve, V7,
V8, V9 del gen 16S rRNA con el uso del sistema comercial 16S
metagenomics (ThermoFisher) (Suarez, 2017). Los analisis bioinformaticos
pueden realizarse con la plataforma lonServer (ThermoFisher) o mediante
andlisis de programas de analisis com QIIME en Ubuntu, entre otros.

Estrategias de conservacion.

Los métodos de conservacidon a largo plazo son ideales para la
preservacion de los recursos genéticos microbianos debido a que
minimizan el metabolismo de las células sin matarlas y garantizan la
estabilidad genética de las cepas, los dos métodos por excelencia son la
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congelacidon y liofilizacién. La conservacion a largo plazo no sélo es una
herramienta para la caracterizacion de microorganismos sin afectacion de
la morfologia, fisiologia o genética; sino que es necesaria para garantizar
la investigacion, docencia y aplicaciones industriales a futuro.

Para el desarrollo de cualquier método de preservacion, es importante
conocer el mecanismo fisiolégico por el cual las células pueden soportar
los procesos de desecacion y congelacién para reducir o detener su
actividad vital, asi como poder revertirla. El entendimiento de estos
mecanismos permite realizar una conservacion adecuada para mantener
la pureza del cultivo durante todo el proceso de conservacién, mantener
una viabilidad de las células del cultivo del 70 al 80%, y garantizar la
estabilidad genética de los cultivos.

Durante los procesos de criopreservacion y liofilizacidn, las células se
someten a temperaturas tan bajas que se producen cristales de hielo
tanto en la suspension como en el interior de las células, esto induce
cambios biofisicos y bioquimicos que producen diferentes dafos a la
célula hasta su muerte. En este sentido, el uso de agentes crioprotectores
como la leche descremada, yema de huevo, glicerol, dimetilsulféxido,
polivinilpirrolidona, dextran, etc. es crucial para reducir los efectos
negativos de la nucleacidn del hielo, y con frecuencia se utilizan en
concentraciones del 15 al 20%. La eleccién y concentracién de los
crioprotectores estad en funcion del tipo de microorganismo. Ademas, se
deben considerar otras condiciones como la velocidad de congelacidon
gradual y de descongelacién, en funciéon de las necesidades especifica de
diversos grupos de microorganismos (Garcia y Uruburu, 2000; Prakash y
col, 2013).

Criopreservacion.

La criopreservacion se refiere a la preservacion de materiales bioldgicos a
temperaturas de -80 °C (ultracongeladores) o -196 °C (nitrégeno liquido).
El manejo del material biolégico a estas temperaturas garantiza la
proteccion del proceso de la desnaturalizacion de las proteinas y el DNA,;
ademas, ralentiza el metabolismo celular. En el caso de la criopreservacion
en nitrégeno liquido, los crioviales pueden almacenarse sumergidos en
nitrégeno liquido (-196 °C) o en su fase de vapor (-135 a -150 °C).

La criopreservacion es un buen método de conservaciéon y requiere de
equipos especiales y personal calificado en el manejo de sustancias
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peligrosas, como el nitrégeno liquido. Ademas de las instalaciones
necesarias para evitar fallos en el sistema que incrementen la temperatura
de almacenamiento (Garcia y Uruburu, 2000).

Liofilizacién.

La liofilizacion es un proceso mediante el cual se lleva el agua de estado
sélido a vapor sin pasar por la fase liquida, esto se consigue congelando el
agua libre de las células y eliminandola mediante alto vacio (Garcia y
Uruburu, 2000; Arencibia-Arrebola el al, 2008). Es el método de
conservacion a largo plazo de bajo costo, mantenimiento y facilidad del
manejo y transporte de los cultivos liofilizados; es adecuado para la
preservaciéon de la mayoria de las bacterias y algunas levaduras, que
pueden sobrevivir por mas de 40 anos, pero no es Util para la preservacion
de hongos con hifas vegetativas (Prakash el al.,, 2013; Arencibia-Arrebola, e/
al.,2008).

El proceso consta de tres etapas, la congelacion del producto para
asegurar que toda el agua en su interior pasa al estado sdlido,
considerando las propiedades de la solucidn para lograr una composicion
fija (punto eutéctico); el secado primario con el que se elimina la mayor
parte del agua por sublimacién que se logra al bajar temperatura (menor
a 0 °C) y alto vacio (presién menor a 0.00603 atm); y el secado secundario
por encima de los O °C sin romper el alto vacio, con lo que se logra remover
el agua que queda ligada (humedad residual) (Arencibia-Arrebola el al.,
2008). La liofilizacion es un método mas complejo que la congelacién que
requiere de equipo especializado (liofilizador) y de la correcta eleccién de
crioprotectores. También se debe conocer: caracteristicas fisicoquimicas
del medio de suspensidn, tipo de microorganismo, estado fisioldgico del
cultivo, condiciones del cultivo, concentracidon del microorganismo,
atmadsfera en el tubo, grado de deshidratacion, temperatura durante la
sublimacién, condiciones de almacenamiento, entre otros (Garcia y
Uruburu, 2000; Arencibia-Arrebola el al., 2008).

Conclusiones.

El Laboratorio de Recursos Genéticos Microbianos realiza los servicios
descritos previamente, ya que cuenta con las instalaciones, equipamiento
y personal capacitado para su realizacién. Ademas de desarrollar lineas de
investigacion involucradas a la seguridad alimentaria del pais, en las que
se emplean las mismas técnicas descritas.
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Capitulo 7
Coleccién de Microrganismos del CNRG INIFAP

Ramaon Ignacio Arteaga Garibay, Lily Xochilt Zelaya Molina, Ismael
Fernando Chdvez Diaz, Noemi Yael Lopez Cordero, Hugo Alberto
Zaldivar Lopez, Juan Lara Aguilera, Miguel Salas Mordn

Centro Nacional de Recursos Genéticos-INIFAP
arteaga.ramon@inifap.gob.mx

Introduccion.

Actualmente, en México se tiene el registro de 18 colecciones reconocidas
por la Federacidn Mundial de Colecciones de Cultivo, e histéricamente se
han realizado esfuerzos por crear una coleccién de microorganismos que
sea de relevancia nacional, en 1972, a iniciativa del Dr. Carlos Casas
Campillo, fundador y entonces jefe del Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del IPN
(CINVESTAV-IPN), se inicidé la creaciéon de la Coleccién de Cultivos
Microbianos con el propésito de tener una coleccién de microorganismos
de importancia biotecnolégica, la cual ademas de tener la ventaja de
contar con cultivos puros, se pudieran utilizar para colaborar al desarrollo
de la ensefanza, ciencia y tecnologia. La Coleccién de Cultivos
Microbianos se integré formalmente en 1974 y tres aflos después fue
reconocida y aceptada por el Centro Mundial de Datos de
Microorganismos de la WFCC (WDCM). En 1994 el Dr. Carlos del Rio
Estrada propuso la creacién del Centro Nacional de Cultivos Microbianos
(CENACUMI) para la Secretaria de Salud y Asistencia (SSA), como una
forma de desarrollar un Catalogo Nacional que permitiese el intercambio
de cepas entre quienes manejan cultivos y colecciones microbianas de
México. En el afno 2000 la Coleccion de Cultivos Microbianos se
descentralizé del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieriay pasé a
ser una entidad independiente dentro del esquema organizacional del
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Departamento de Servicios Experimentales y Bibliograficos del
CINVESTAV (Rodriguez Guzman et al., 2010).

En el ano 2002 en colaboracion con el Departamento Ingenieria Eléctrica
del CINVESTAYV, se publica el primer catalogo de cepas para consultas en
linea, siendo el Unico en ese momento en Latinoamérica, este sistema de
consulta fue denominado como Micro-500 y fue desarrollado en
colaboracién por Jovita Martinez, Sergio Zepeda, Juan Carlos Estrada y
Sergio Chapa.

En el ano 2008, la Direccidon General de Vinculacién y Desarrollo
Tecnoldégico de |la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacién (SAGARPA) y la Direccién del Sistema Nacional de
Investigacion y Transferencia Tecnoldgica, propusieron a un grupo de
investigadores, conformar el Subsistema Nacional de Recursos Genéticos
Microbianos (SUBNARGEM) y llevar a cabo tres objetivos (Rodriguez et al.,
2010):
1) Elaborar un diagndstico nacional sobre el estado actual de los
recursos genéticos microbianos;
2) Elaborar y proponer de un Plan Nacional de Accién sobre los
recursos genéticos microbianos en México y, por ultimo,
3) Fortalecer y desarrollar las capacidades a nivel nacional sobre
recursos genéticos microbianos.
En este contextoy en el marco de las reglas de operacién de los programas
de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA), el Comité Técnico Nacional de SAGARPA
instruyd a la Subsecretaria de Agricultura para iniciar las actividades
conducentes a la conformacion del Sistema Nacional de Recursos
Genéticos, proyecto del cual se derivaron los siguientes componentes
(Rodriguez et al., 2010):
a) definiciéon e integracion de los mecanismos de coordinacion de los
tres nuevos subsistemas: pecuario, microbiano y acuicola;
b) creaciéon y fortalecimiento de redes del subsistema agricola, y
c) creacién del Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG-INIFAP).

En el caso particular de los microorganismos, que ademas de ser ubicuos
y poseer una gran diversidad morfoldgica, ecoldgica, fisioldgica y
molecular, éstos juegan un papel integral y, a menudo, Unico en el
funcionamiento de los ecosistemas para mantener una biosfera
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sustentable y productiva. Ademas de ser elemento esencial en procesos
industriales y biotecnoldgicos (Prakash et al., 2013 Aguirre-Acosta et al.,
2014). A nivel mundial existen bancos de cultivos microbianos que son
repositorios de colecciones de varios microorganismos, los cuales a
menudo son denominados “Bancos de Cultivos o Colecciones de Cultivos”
los cuales proveen abundantes recursos a diferentes profesionistas
relacionados con los microorganismos (Kirsop y Doyle, 1991). En este
contexto, en el CNRG se cuenta con la infraestructura necesaria dentro del
Laboratorio de Recursos Genéticos Microbianos para estudiar la diversidad
microbiana y conservar esta diversidad a través de la “Coleccién de
Microorganismos del CNRG” (CM-CNRG).

La Coleccion de Microorganismos del Centro Nacional de Recursos
Genéticos del INIFAP (CM-CNRQ) (Figura 1), fue creada en el ano 2012 con
el objetivo de conservar germoplasma microbiano relacionado con la
seguridad agroalimentaria de la poblacién mexicana. A partir de ese
momento el curado de la CM-CNRG quedod bajo la responsabilidad del Dr.
Ramon Ignacio Arteaga Garibay, dando inicio a una etapa de crecimiento
y diversificacion de la coleccidn, a través de programas de cooperacion
interinstitucional y tiene definidos los siguientes objetivos:
e Realizar investigacion y desarrollo en procesos de conservacion de
microorganismos.
e Conservar y resguardar cepas de microorganismos a largo plazo
mediante procesos de conservaciéon ex situ.
e Proveer servicios relacionados con identificacidén, suministro,
depdsito y manejo de microorganismos.
e Capacitary asesorar a profesionales de los sectores publico y privado
relacionados con manejo de recursos genéticos microbianos.
e Contribuir en la formacién de recursos humanos de alto nivel en el
campo de la conservacién ex situ germoplasma microbiano.
e Fomentar la divulgacién del conocimiento acerca de los recursos
genéticos incluidos los relacionados con microorganismos.
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Figura 1. Logotipo oficial de la Coleccién de Microorganismos del CNRG-INIFAP.

La maxima organizacidon que representa las colecciones de cultivos es la
Federacion Mundial de Colecciones de Cultivos (WFCC, por sus siglas en
inglés), fundada en 1963, es una federacién de la Unién Internacional de
Sociedades Microbioldgicas (IUMS) y una comisién de la Unidn
Internacional de Ciencias Bioldgicas (IUBS), y tiene la responsabilidad de
promover y propiciar el desarrollo de las colecciones de cultivos de
microorganismos y cultivos de células (WFCC, 2010; Snell et al, 1991). A
nivel latinoamericano existe la Federacidn Latinoamericana de
Colecciones de Cultivos (FELACC), que surgio, a finales de los anos
noventa, por iniciativa de varios investigadores voluntarios dentro de
diversas reuniones cientificas con el fin de combinar esfuerzos para
contribuir a un uso racional de los recursos genéticos microbianos en
beneficio de toda la sociedad (WFCC, 2010).

Las colecciones de cultivos.

Las colecciones de cultivos tienen la tarea ser custodios de los recursos
genéticos ex situ, y que constituyen el mecanismo por el cual se asegura
la diversidad microbiana, debido a que desempenan un papel clave en la
conservacidon de recursos genéticamente estables (Hawksworth et al,
1990). De esta manera se puede disponer de recursos microbianos
mantenidos y preservados segun los intereses de la comunidad cientifica.
Las colecciones de cultivos microbianos tienen funciones basicas como: la
conservacion ex situ de organismos, custodiar recursos nacionales,
suministro de recursos viables como base para el desarrollo de la ciencia,
recibir depdsitos sujetos a publicacion y ofrecer servicios de depdsito
seguros y confidenciales. Ademads, pueden prestar servicios de
identificaciéon, de referencia taxondémica, de informacién y consultas
profesionales, de entrenamientos e instruccidn y apoyo especializado en
innumerables areas, realizar programas de investigacién y establecer
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bases de datos y redes de informacién (Hunter-Cevera y Belt, 1996,
Gonzalez y Jiménez, 2013).

Definicion y alcances.

La CM-CNRG es una coleccion gubernamental creada con el interés de
mantener un repositorio de microorganismos como medio para
garantizar la disponibilidad inmediata y efectiva del inventario de la
diversidad genética microbiana con aplicaciones agroalimentarias. Posee
la capacidad cientifico-técnica para garantizar la preservacion ex situ de la
diversidad de microorganismos provenientes de diferentes actividades en
las industrias alimenticia, agricola y pecuaria; asi como para la oferta de
servicios a escala regional, nacional e internacional.

En este sentido la CM-CNRG cumple con los objetivos y lineamientos de la
Federacion mundial de Colecciones de Cultivo (WFCC siglas en ingles) y
cuenta con el numero de registro 1006 del Centro Mundial de Datos de
Microorganismos de la WFCC (WDCM siglas en ingles), ademas también
cuenta con el registro ante la Federacion Latinoamericana de Colecciones
de Cultivo (SI-56), La Coleccién de Microorganismos del CNRG INIFAP (CM-
CNRQG) fue creada para desarrollar la estrategia de conservacion del
microrganismos de importancia agroalimentaria y tiene alrededor 2650
accesiones y 5000 unidades de germoplasma de microorganismos
(bacterias, virus, cianobacterias, actinomicetos, hongos y levaduras) y que
han sido clasificados y preservados conforme a las directrices de FAO
(Beed et al., 2011) en cuatro ambitos principales (Figura 2):

1) Agricola forestal: microorganismos promotores de crecimiento,
productores de metabolitos, control bioldgico, procesos
agroindustriales entre otros

2) Pecuario: Probidticos: biorremediacion, rumen y
microorganismos patégenos.

3) Industria alimentaria: Produccidn de alimentos, deterioro de
alimentos y probidticos.

4) Alimenticios: Hongos comestibles, microalgas y proteina
microbiana que incluyen bacterias, cianobacterias, actinomicetos,
hongos y levaduras, entre otros.
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Figura 2. Distribucion de los grupos de microorganismos conservados en la CM-CNRG.

Desde su creacion la CM-CNRG ha experimentado un crecimiento
sostenido, como resultado de los multiples esfuerzos del SUBNARGEM y el
INIFAP, por rescatar colecciones de nodos regionales y conformar una
coleccién nacional moderna y funcional, con capacidades técnicas y
cientificas para responder a los compromisos regionales, nacionales e
internacionales.

Estructura organizacional.

La organizacion del proyecto original cuenta con el financiamiento del
Gobierno Mexicano a través del INIFAP, y ha servido para alcanzar los
objetivos y metas iniciales del CNRG-INIFAP. Sin embargo, el crecimiento
en la demanda de servicios y la necesaria diversificacién de actividades del
LRGM y por ende de la CM-CNRG, incluidas las actividades de
identificaciéon y caracterizacidn de microrganismos a nivel molecular, ha
llevado al establecimiento de una estructura administrativa con
perspectivas de crecimiento presupuestario. La organizacion jerarquica
para el funcionamiento de la CM-CNRG se describe en la Figura 3.
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Figura 3. Esquema organizacional de la coleccién de Microorganismos del CNRG-

INIFAP.

El manejo, el procesamiento, edicion y difusién de la informacidén sobre los
microorganismos depositados en la CM-CNRG, se realiza mediante la
implementacion de cuatro actividades fundamentales (Parra et al., 20006).
a) Registro computarizado de la informacion de los cultivos que se
resguardan.

b) Edicién y distribucion de un catalogo impreso y electrénico.

c) Manejo y transmisién de datos de y hacia

los sistemas

internacionales de registro (WDCM, FELACC, entre otros).
d) Desarrollo y actualizaciéon de la pagina web de la CM-CNRG

Funciones de la CM-CNRG.

Conservacion.

El Laboratorio de Recursos Genéticos Microbianos es el sector responsable
de los procedimientos y desarrollo de técnicas para la preservacion y
almacenamiento de microorganismos que ingresan a la CM-CNRG,
basados en la liofilizacién, ultracongelacién a -80 °C, vitrificacion y
criopreservacion en nitrégeno liquido a -196 °C, los cuales garantizan al

maximo la estabilidad genética,

inmediata. (Day et al., 1995, Chase DR. 1998).

una alta viabilidad y disposiciéon
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Investigacion.
Uno de los objetivos de la CM-CNRG es la generacion de nuevo
conocimiento a través de proyectos de investigacion, institucionales e
interinstitucionales, relacionados con el adecuado aprovechamiento de
los recursos genéticos microbianos de México.

Servicios.

Se cuenta con la capacidad e infraestructura para ofertar y cubrir servicios
de identificacién, suministro, depdsito (publico, restringido y de patente),
manejo de microorganismos, analisis microbioldgicos de alimentos,
materias primas y otros productos, analisis de inocuidad de alimentos y
evaluacién sanitaria en general.

Formacién de recursos humanos.

Capacitacion y asesoria de profesionales de los sectores publico y privado
relacionados con los recursos genéticos microbianos, formacién de
recursos humanos de alto nivel en el campo de la conservacion ex situ de
germoplasma microbiano y fomento hacia la divulgaciéon del
conocimiento acerca de los recursos genéticos.

Colaboracién y vinculacién cientifica.

Actualmente se se colabora con una red académica y de investigacion con
instituciones como la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas del Instituto
Politécnico Nacional (ENCB-IPN), el Colegio de Postgraduados (COLPOS),
los diferentes campos experimentales del INIFAP y otros organismos
publicos y privados tanto nacionales e internacionales.

Servicios ofertados por la CM-CNRG.

La infraestructura de la CM-CNRG permite ofertar diversos servicios
relacionados con la conservacién de microorganismos de interés para el
sector publico y privado, que brevemente se describen a continuacion.

Depésito publico de cepas de microorganismos.

Las cepas depositadas, en esta modalidad estan disponibles para la
comunidad cientifica nacional e internacional, como acervo de
microorganismos para los diferentes ambitos, econdmicos, académicos,
investigacion y agroalimentarios etc.
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Deposito restringido (cajas negras).

Este es un servicio especial de almacenamiento a largo plazo de
microorganismos donde la distribucion de estos es restringida segun las
instrucciones del depositante. La CM-CNRG mantiene las cepas y asegura
su viabilidad, la autenticidad es responsabilidad del depositante. Cualquier
informacién relativa al depdsito y la naturaleza del microorganismo
depositado es tratada con absoluta confidencialidad.

Depoésito de patente.

La CM-CNRG es la primera institucion en México y la segunda en América
Latina que cumple con los requisitos de infraestructura y equipamiento
presente en el LRGM con la adquisicion del nombramiento como
Autoridad Depositaria Internacional (ADI) por el Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial (IMPI) bajo la regulacion del tratado de Budapest
sobre reconocimiento internacional del depdsito de microorganismos con
propositos de procedimientos de patentes. (Tratado de Budapest 1997).

Liofilizacién y crioconservacion por solicitud.

Es un servicio que consiste en llevar a cabo la conservaciéon de las cepas
por solicitud expresa del solicitante para un ndmero determinado de
cepas ya que en muchos de los casos no cuentan con la infraestructura
para realizar estos procesos de conservacion.

Identificacion fenotipica y genotipica de cepas.

Este servicio esta disefiado para realizar la identificacidon confiable de
microorganismos acorde a los estandares internacionales para los
diferentes tipos de microorganismos, basados en métodos
microbiolégicos tradicionales, miniaturizados (API® y BBL® Crystal) y
automatizados (espectrometria de masas) como el Vitek™ MS e incluye el
empleo de técnicas moleculares, como la secuenciacion parcial o total del
gen 16S DNA para procariontes y de los espaciadores internos del
transcrito (ITS) para eucariontes, con los que se permite la caracterizacion
y tipificaciéon de los diferentes grupos de microorganismos.

Distribucion de cepas de referencia y certificadas.

Este servicio tiene como propdsito la distribucién de cepas de
microorganismos denominados de referencia, mismos que se les conoce
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la trazabilidad y permiten ser utilizados para la validacién de procesos en
el area de microbiologia este tipo de cepas que son requisito
indispensable como referencia para procesos de la industria alimentaria,
farmacéutica e industrial segun lo solicitan algunos documentos como la
Farmacopea Mexicana, y el Codex Alimentario entre otros.

Andlisis microbiolégicos.

La infraestructura de la CM-CNRG tiene |la capacidad de realizar analisis
microbiolégicos de alimentos, materias primas y otros productos, analisis
de inocuidad de alimentos, identificacién fenotipica y evaluacién sanitaria
en general.

Capacitacion.

Las instalaciones del CNRG-INIFAP poseen un complejo académico para
la imparticion de cursos, seminarios, simposios y demas eventos
cientificos relacionados con la capacitacion y formacién de profesionales
de alto nivel.

Estrategias de conservacion en la CM-CNRG.

Para realizar cualquier método de conservacion, es importante conocer el
mecanismo fisioldgico por el cual las células pueden soportar los procesos
de desecacién y criopreservacion, denominado anabiosis. (Beech vy
Davenport, 1971, Mier et al.,, 2002, Godinez y Calderdn, 2004). La anabiosis
es el estado y la capacidad de los organismos de reducir o detener su
actividad vital, asi como, de revertirla. Las caracteristicas de esta condicién
son:

a) ausencia o reduccion al maximo del metabolismo;

b) preservacion de su estructura por largo tiempo;

c) ausencia de cantidades apreciables de agua libre en fase liquida;

d) incremento en la resistencia a las condiciones extremas;

e) capacidad de recobrar la actividad vital.

En la CM-CNRG se emplean al menos dos métodos de conservaciéon a
largo plazo; ultracongelacion a -80 °C en ultracongeladores;
criopreservacion y vitrificacion a -196 °C en nitrégeno liquido; ademas de
la liofilizacidén, los cuales permiten conservar la identidad genética y la
viabilidad de los cultivos (Gibson y Khoury, 1986).
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Conservacion por congelacion o criopreservacion.

Las células se congelan en una suspension liquida con un agente
crioprotector como puede ser: leche, yema de huevo, glicerol,
dimetilsulféoxido (DMSO), polivinilpirrolidona (PVP), dextran, etc. (Hatt 1980;
Ertrola et al, 1994) Al eliminar la disponibilidad de agua se limita el
crecimiento celular, es un buen método de conservacién, sin embargo,
requiere de aparatos especiales y personal calificado en el manejo de
sustancias peligrosas como el nitrégeno liquido. Ademas, existe el peligro
de que algun fallo en el sistema produzca el incremento de la temperatura
de almacenamiento (Day et al., 1995).

Hay cuatro factores que influyen en la viabilidad y estabilidad de las células
conservadas por este método:

1. Edad de las células

2. Velocidad en la congelacion y descongelacion

3. Temperatura de almacenamiento

4. Empleo de agentes crioprotectores

Conservacion por liofilizacién.

La liofilizacién se consigue congelando el agua libre de las células y
eliminandola mediante alto vacio, sin subir la temperatura de la célula ya
gue se afectaria la viabilidad del microorganismo (Garcia y Uruburu, 2003;
Arecibia et al., 2008).

Es un método mas complejo que la congelacion y que requiere de equipo
especializado (liofilizador) y la eleccién adecuada de crioprotectores. Sin
embargo, es muy recomendable por su comodidad para el
almacenamiento y envio de las cepas, ya que pueden ser almacenadas a
temperatura ambiente (18-20 °C) (Adams, 1996, Garcia y Uruburu, 2003)
Algunos factores que influyen especificamente en la eficacia de la
liofilizaciéon son:

1. Tipo de microorganismo
Concentracion celular
Temperatura durante la sublimacién
Grado de deshidratacién alcanzado
Atmosfera de oxigeno en el tubo
Condiciones de almacenamiento

QNG I NYNIN
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Una desventaja de la liofilizacion es que no todos los organismos resisten
este proceso ya que su contenido de agua es alto. Algunos hongos
filamentosos no se pueden liofilizar por lo tanto hay que recurrir a otros
meétodos (Garcia y Uruburu, 2003 Rico et al., 2004).
Existen métodos alternativos para la conservacion de microorganismos
que no resisten la congelacion y/o sublimacion, por lo que se desarrollan
otros protocolos alternativos de conservacion a mediano plazo en la CM-
CNRG, como son:
. Mantenimiento en medios minimos, limitando el crecimiento por
bajas concentraciones de nutrientes.
[l.  Aceite mineral, con el cual se cubre el medio de cultivo limitando la
disponibilidad de oxigeno y limitando el crecimiento.
I1l.  Soluciones de agua destilada o solucidon salina estéril, que limitan la
disponibilidad de nutrientes.

Control de calidad del germoplasma en la CM-CNRG.

En la admisién de las accesiones a la CM-CNRG destacan los acuerdos
entre el depositario y la coleccién, el manejo de la base de datos de la
coleccién, las bases establecidas para los acuerdos de transferencia de
material, fichas de depdsito, la disponibilidad en el catdlogo publico y los
manuales de procedimientos para la recepcién, evaluacién, ingreso y
manejo de cada tipo de accién.

El usuario debe solicitar el servicio de depdsito via correo electrénico,
mediante un oficio dirigido al Curador de la CM-CNRG. Si la solicitud es
aprobada por ambas partes, se elabora una cotizacion del servicio
requerido para enviarla al usuario via correo electronico. Una vez
acordadas las condiciones del servicio, el usuario envia una copia del oficio
de Solicitud de servicio, asi como copia de comprobante de pago del
servicio, via electrénica y solicita el formato de Depdsito de Cepas, el cual
se debe completar y reenviar por el usuario junto con las cepas.

Todos los paguetes con contenido microbiolégico que son enviados al
LRGCM para su analisis y depdsito, se reciben en el area de recepcion de
germoplasma del CNRG-INIFAP donde se realiza la inspeccidn visual, en |a
cual se determina si estd en condiciones adecuadas, una vez aprobado se
traslada al area de cuarentena del LRGM bajo las condiciones que
proporciona el usuario en la solicitud y se registra en el control de
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muestras. Si las muestras no cumplen con los criterios de la inspeccién
visual, se rechazan y se informa al usuario via correo electrénico el rechazo
de las muestras. El usuario tiene la opcidon de solicitar la devolucion de sus
muestras, en un plazo no mayor a 10 dias habiles. La devolucioén se realiza
de manera personal en las instalaciones del CNRG. Si el plazo se vencey el
cliente no recoge sus muestras, éstas se desechan de acuerdo con Manual
de procedimientos para el manejo, tratamiento y disposiciéon final de
residuos bioldgicos.

Durante la cuarentena se revisa que toda la documentacién se encuentre
completa para proceder a la siguiente etapa que es el analisis de la
viabilidad y pureza de la muestra, asi como al de estabilidad genética, de
no estar completa se le pide al usuario que la complete a la brevedad. Si
se aprueban estos analisis se da paso a la comprobaciéon de la asignacion
taxonémica de la cepa por medios fenotipicos y genotipicos, con esto
concluyen los analisis de la cepay, en caso de ser acreditados, se procede
a hacer el depdsito de la cepa dentro de la coleccidén, asignando un cédigo
de coleccidon y emitiendo una Carta Certificado de Depésito, lo cual
permite firmar los acuerdos de transferencia de material (ATM), contratos
y convenios, dando por terminado el proceso de ingreso de germoplasma
a la coleccion.

Conclusiones.

La conservacion de los recursos genéticos microbianos es una de las
alternativas viables para garantizar sus aplicaciones en la agricultura y la
alimentacion, en este contexto la CM-CNRG ha desarrollado un papel
importante en l|la estrategia de conservacion de estos importantes
recursos naturales, la visién a futuro incluye; mejorar y optimizar las
actividades de conservacién, documentacidon y caracterizacion, entre
otras, que permitira incorporar nuevas accesiones y mejorar los servicios
existentes, ante el creciente impulso de la ciencia y la tecnologia.
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Capitulo 8
Caracterizacion genotipica y diversidad de los recursos
genéticos

Luis Felipe Guzman Rodriguez, Carlos Ivan Cruz Cardenas
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Introduccioén.
La conservacion de la diversidad de los recursos genéticos contribuye con
el fortalecimiento de la seguridad alimentaria de la poblacidon. A través del
conocimiento de la biodiversidad de las especies agropecuarias, los
curadores y mejoradores llevan a cabo el uso racional y sustentable del
germoplasma.

Tradicionalmente, la diversidad ha sido explorada de manera fenotipica,
no obstante, los distintos tipos de ambiente a la que los cultivos o animales
son expuestos tienen influencia sobre las caracteristicas morfolégicas,
ademas, en ocasiones se tiene que esperar a la aparicion de ciertos
caracteres dependientes de la etapa fenolégica o de crecimiento. Con el
desarrollo e implementacion de las nuevas tecnologias de caracterizacion
genotipica, es posible emplear marcadores moleculares para conocer la
diversidad genética de las especies, entre y dentro de las poblaciones, con
la ventaja de ser independientes del ambiente e identificados en cualquier
etapa de desarrollo, incluso en semillas, embriones o células germinales.
Conocer la diversidad genética a través de la caracterizacidon genotipica
permite optimizar recursos en los bancos de germoplasma in situ, ex situ
e in vitro dentro de las actividades de conservacion.

En este capitulo se presentan algunos procesos recomendados para

caracterizar genotipicamente los recursos genéticos a conservar en los
bancos de germoplasma.
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Aislamiento y control de calidad de acidos nucleicos.

La extracciéony purificacion de acidos nucleicos es requerida para una gran
variedad de aplicaciones en biologia molecular, como la caracterizacion
genotipica, la secuenciacién de genes y genomas, la identificacion de
mutaciones y polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), el analisis de
metilacion de DNA y los analisis de diversidad genética.

Los protocolos de extraccion y aislamiento constituyen el punto de inicio
para analisis genéticos y genémicos enfocados en resolver problemas, asi
como para investigacion en diversas ramas de la biotecnologia. Los acidos
nucleicos se aislan directamente de tejidos frescos, secos y liofilizados.
Experimentalmente, el DNA es la biomolécula mas utilizada en diversas
técnicas de biologia molecular, por ejemplo, reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), digestion con endonucleasas de
restriccion, librerias gendmicas, técnicas de secuenciaciéon masiva y
microarreglos, entre otros.

Generalmente, un protocolo de aislamiento exitoso de acidos nucleicos
requiere de cuatro pasos importantes: disrupcidn efectiva de las células,
desnaturalizaciéon de complejos de nucleoproteinas, inactivacion de las
DNAasas y ARNasas y eliminaciéon de contaminantes (Ali et al, 2017,
Rodriguez y Rizo, 2011). Los acidos nucleicos, deben de estar libre de
proteinas, carbohidratosy lipidos, ya que la pureza afecta directamente los
resultados de metodologias posteriores (Cseke et al., 2011).

A diferencia del DNA, el RNA es transitorio, fragil, elusivo y dificil de
recuperar. Derivado de la inestabilidad molecular del RNA, es necesario
tener precaucion durante la extraccion, debido a la alta susceptibilidad de
degradacion enzimatica. Los meétodos mas comunes combinan la
separacion de biomoléculas de acuerdo a su polaridad mediante
extracciéon organica y precipitacion de biomoléculas mediante adicién de
alcoholes, seguido de aislamiento con solventes para descartar
contaminantes. Un ejemplo, es una solucién de fenol y cloroformo para
eliminar proteinasy lipidos y de esta manera lograr la precipitacion de los
acidos nucleicos con isopropanol o etanol, dado que los acidos nucleicos
son insolubles en altas concentraciones de sal y alcohol. EI DNA
precipitado forma unas finas hebras blancas, mientras que el resto de las
sustancias permanecen disueltas (Herraez, 2012).
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En el estado actual del conocimiento, contar con una técnica efectiva para
el proceso de extraccion de acidos nucleicos es un paso critico en todos
los estudios de genética molecular. Contar con protocolos rapidos, fiables
y de bajo costo para la extraccion de DNAy RNA resulta siempre deseable.
El DNA/RNA extraido de tejidos de algunas especies, suele estar
degradado o contaminado por aceites esenciales, polifenoles,
polisacaridos y proteinas. En particular éstos compuestos dificultan la
extraccion y purificacion de los acidos nucleicos. Estos compuestos
interfieren al precipitar junto con los acidos nucleicos, por lo tanto,
reducen la calidad y rendimiento.

El control de calidad es importante en las pruebas basadas en acidos
nucleicos. A medida que las tecnologias de deteccién molecular se
vuelven cada vez mas sensibles. El control de calidad del acido nucleico
generalmente incluye aspectos cuantitativos y cualitativos. Los
parametros de control generalmente incluyen concentracion, pureza,
integridad y funcionalidad de los acidos nucleicos (Guzman et al., 2018).
En ensayos de biologia molecular como la técnica PCR, la cuantificacion
de la concentracién del acido nucleico en soluciéon es esencial para
obtener resultados precisos y confiables. La concentracién del acido
nucleico se puede evaluar utilizando cuatro métodos diferentes: mediciéon
de la densidad o6ptica por absorbancia, electroforesis en gel de agarosa,
espectroscopia de fluorescencia con colorantes fluorescentes de unidn al
DNA o sistemas de electroforesis capilar basados en microfluidos. Los dos
métodos mas utilizados son por espectroscopia de fluorescencia y
espectrofotometria ultravioleta/visible (UV/VIS).

Los métodos basados en fluorescencia se caracterizan por una alta
sensibilidad, a niveles de concentracion en pg/mL, pero, requieren pasos
adicionales de manejo inicial, como la incubacién de muestras con
colorantes fluorescentes apropiados, asi como la creacién de curvas
estdndar usando cantidades conocidas de acido nucleico. Ademas, estos
métodos no necesariamente proporcionan informacién sobre las posibles
impurezas presentes en las muestras, lo que puede afectar los pasos
posteriores. La determinaciéon de la concentraciéon de acidos nucleicos por
espectrofotometria UV/VIS es probablemente, el método mas facil de
realizary se ha implementado como un procedimiento operativo estandar
en muchos laboratorios. Este método se basa en el hecho de que los

¢ {144



AGRICULTURA inigap
anillos heterociclicos de los nucledétidos retienen la luz UV con una
absorcidon maxima a 260 nm de longitud de onda. La aplicacion de la Ley
Lambert-Beer permite relacionar la cantidad de luz absorbida con la
concentracion del analito medido.

Por otra parte, los acidos nucleicos con pureza baja pueden conducira una
amplificaciéon insuficiente y bajo rendimiento, lo que puede resultar en
falsos negativos. El anélisis espectrofotométrico de la muestra permite la
deteccion de impurezas potenciales, debido a que muchos compuestos
guimicos tienen perfiles de absorbancia caracteristicos entre 220y 230 nm
de longitudes de onda, mientras que las proteinas tipicamente muestran
un Maximo de absorcién a 280 nm como resultado de los aminoacidos
aromaticos. Por lo tanto, las relaciones Auesorso Y Azeonso S€ calculan con
frecuencia y se usan como una medida de la pureza de los acidos
nucleicos. Valores de la relacion Azsorso entre 1.8 a 2.0 son generalmente
aceptadas como indicadores de DNA y RNA de alta pureza, mientras, los
valores esperados de la relacion Azonzo estdan comidnmente entre 2.0 a 2.2
(Guzman et al., 2018).

No obstante, se deben considerar una serie de factores al usar la
espectrofotometria UV/VIS para evaluar la cantidad y calidad de acido
nucleico. En primer lugar, las relaciones de absorbancia indicadas
proporcionan una métrica ambigua, ya que se ha demostrado que
pueden producirse desviaciones significativas como resultado del método
de extraccion especifico aplicado, los cambios en el pH y la concentracidon
de sales (Chomczynski y Sacchi, 2006). En segundo lugar, varios
contaminantes potenciales como los reactivos que contienen fenol o el
isotiocianato de guanidina contribuyen significativamente a la absorciéon
a 260 nm y pueden causar una sobreestimacion de la concentracion de
acido nucleico (Guzman et al., 2018). Ademas, la medicidén de absorbancia
convencional no es capaz de discriminar entre los diferentes tipos de acido
nucleico (DNA de doble cadena, DNA de cadena simple, RNA), lo que
también puede resultar en una cuantificacién excesiva del acido nucleico
de interés, ya que todos los nucledtidos presentes en una muestra
absorben la luz a 260 nm de longitud de onda.

La comprobacion de la integridad es un paso esencial para verificar que el
DNA aislado es de alto peso molecular. Para una resolucién adecuada de
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los marcadores moleculares, el DNA genémico debe migrar como una
banda compacta de peso molecular mayor o igual a 40 kb. No obstante,
es inevitable la degradacion de una parte del DNA aislado (Guzman et al.,,
2018). Por otra parte, los inhibidores de PCR son compuestos quimicos
utilizados durante el procedimiento de purificacion de los acidos
nucleicos, por ejemplo, sales, fenol, etanol, proteinas y otras impurezas
residuales derivadas del material de la muestra original. La presencia o
ausencia de inhibidores de PCR determina el atributo funcionalidad de los
acidos nucleicos y se realiza a través de la amplificaciéon de un gen de
referencia de la especie en estudio mediante PCR punto final (Guzman et
al., 2018).

Marcadores moleculares en la caracterizacion genotipica.
Actualmente, existen metodologias para analizar las diferencias a nivel de
DNA. Los marcadores moleculares son marcas o puntos de referencia
dentro del genoma identificados mediante técnicas moleculares y la
informacién obtenida se utiliza para conocer la diversidad genética entre
individuos y poblaciones (Mohler y Schwarz, 2008).

Dichos marcadores son sitios o loci en el DNA que pueden diferenciar a
dos o mas individuos y son heredables de generacién en generacién. Por
tanto, un marcador molecular es un sitio o fragmento de DNA polimérfico
que permite distinguir entre diferentes grupos taxondmicos, nivel de
especie o subespecie, poblaciones, familias o individuos.

Los marcadores moleculares corresponden a cualquier gen cuya
expresion permite un efecto cuantificable u observable (caracteristicas
fenotipicas), que ademas puede detectarse. Este tipo de marcadores
pueden evaluarse desde que los individuos estan en sus primeros estadios
de desarrollo y se aplican usando a todo el individuo o sélo parte de él. Se
habla de marcadores genéticos cuando se transmiten segun las leyes
basicas de la herencia mendeliana, por lo que es importante destacar que
no todos los marcadores moleculares pueden considerarse como
genéticos.

Los marcadores moleculares son una herramienta necesaria en muchos
campos de la biologia como evolucidn, ecologia, biomedicina, ciencias
forensesy estudios de diversidad. Ademas, se utilizan para localizar y aislar
genes de interés. En la actualidad, existen varias técnicas moleculares que
nos permiten conocer cémo se encuentran las proporciones de genes en
las poblaciones naturales de manera indirecta. Los diferentes tipos de
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marcadores se distinguen por su capacidad de detectar polimorfismos en
loci Unicos o multiples y son de tipo dominante, es decir, uno o algunos de
sus alelos son expresados, o codominante, todos sus alelos son expresados
(Alcantara, 2007).

La importancia de los marcadores es la posibilidad de estudiar la
diversidad genética de poblaciones de especies de organismos y
seleccionar los que presentan rasgos de interés para su aprovechamiento.
En ocasiones, el uso de marcadores permite seleccionar individuos aun
antes de la expresiéon del rasgo de interés. Cabe mencionar que debido al
empleo de marcadores ha sido posible mejorar muchas especies que son
la base de la alimentaciéon mundial.

Los distintos tipos de marcadores moleculares hoy disponibles pueden ser
distinguidos por la tecnologia que se utiliza para revelar |la variabilidad del
DNA. Los marcadores varian en cuanto a su capacidad para detectar
diferencias entre los individuos, sus costos de aplicacidn, facilidad de uso,
consistencia, capacidad multiple y de repeticién. De manera general, los
marcadores genéticos se pueden clasificar en citogenéticos, bioquimicos
y los basados en DNA, que a su vez se agrupan, segun el método de
identificacién, en: a) los de clonacién, obtencién de fragmentos idénticos
de DNA a partir de una misma secuencia original y de secuenciacion,
determinacién del orden de bases nucleotidicas en fragmentos de acidos
nucleicos y b) los de impresion Unica o huella digital genética
(fingerprinting), utilizaciéon de pequefas secuencias de DNA variables
entre individuos.

Un marcador molecular debe ser capaz de discriminar diversos alelos, las
diferentes versiones de un mismo gen o locus y sea Util para detectar
polimorfismos en el mayor ndmero posible de Joci al mismo tiempo en
una unica reaccion. Gran parte de los estudios que utilizan marcadores
moleculares pueden ser considerados como estimaciones de la historia
evolutiva de los organismos, debido a que se estan evaluando las
relaciones filogenéticas, de parentesco, desde diferentes niveles
jerarquicos.

Estas relaciones pueden valorarse desde niveles micro hasta

macroevolutivos, con la siguiente escala: a) identidad genética, como en
organismos de reproduccién clonal (partenogenéticos), b) parentesco
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(parental, padres a hijos), c) afinidad genética dentro de un grupo local o
poblacién, d) diferenciacion entre poblaciones o subespecies, e)
diferenciacion entre especiesy f) estructura filogenética en la evolucién de
los seres vivos.

Caracterizacion genotipica de los recursos genéticos.

Actualmente, existen varias metodologias para la caracterizaciéon
genotipica. La mayoria se basan en el uso de marcadores moleculares,
tienen como objetivo caracterizar el germoplasma y poder realizar los
andlisis comparativos o parametros relacionados con la diversidad
genética. La caracterizacidn genotipica se realiza mediante los
marcadores moleculares siguientes:

Polimorfismos de un solo nucledtido (SNP). Los SNPs se originan de
mutaciones puntuales. Son variaciones en la secuencia del DNA que
ocurren por el cambio en un nucledtido: adenina, guanina, timina o
citocina. Los SNPs son evolutivamente estables porque no cambian de
una generacién a otra y son muy abundantes en los genomas, lo que
facilita los estudios de poblaciones (Mohler y Schwarz, 2008). También, los
SNPs tienen elevada facilidad de analisis porque existen varias técnicas
para identificarlos y actualmente se utilizan métodos automatizadas a
gran escala.

Microsatélites. Los microsatélites o SSR (por sus siglas en inglés, simple
seguence repeats) son secuencias cortas y repetidas de 2 a 10 nucleoétidos
de longitud. Los microsatélites tipicos son dinucledtidos AT repetidos en
tdndem de cinco a veinte veces. El polimorfismo de este tipo de
marcadores deriva de la cantidad de veces que se repite su matriz (Mohler
y Schwarz, 2008).

El disefho de iniciadores se realiza para la hibridacién en regiones
flanqgueadoras a los SSRs y de esta manera, discriminar las variantes
alélicas. El procedimiento se lleva a cabo mediante amplificacién por PCR
y después, se separan los fragmentos obtenidos de acuerdo al tamano, por
electroforesis de acidos nucleicos sobre geles de agarosa o poliacrilamida.
Los SSRs son marcadores codominantes, es decir, se distinguen los
individuos heterocigotos de los homocigotos dominantes. Normalmente
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son marcadores neutros porgue se encuentran en regiones nNo
codificantes.

DNA Polimdrfico Amplificado al Azar (RAPD), por sus siglas en inglés,
Random Amplified Polymorphic DNA. En este tipo de marcadores se
disefan iniciadores de secuencia aleatoria y corta de 10 a 16 nucledtidos.
Con cada par de iniciadores se realiza una amplificaciéon por PCR a una
temperatura de alineamiento baja entre 35 a 40 °C y después se separan
los fragmentos por electroforesis en gel de agarosa (Mohler y Schwarz,
2008). Los RAPDs son utiles cuando no existe informacién previa del
genoma disponible. Debido a la longitud corta de los iniciadores, se
obtienen cientos de sitios de hibridacién en el genoma. Cuando los
iniciadores hibridan en una orientacion complementaria se produce
amplificacion de lo contrario no se obtendrd producto amplificado. En
plantas han sido ampliamente empleados mientras en animales el uso es
menor. De manera general, los RAPDs dan a lugar de 5 a 20 bandas, pero,
no son muy especificas, es decir, varian segun las condiciones de cada
experimento.

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP) por
sus siglas en inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism. A finales
de los anos 80, los marcadores moleculares mas usados fueron los RFLPs.
Durante el procedimiento, el DNA se digiere con enzimas de restriccion,
los fragmentos obtenidos se separan por electroforesis y se transfieren a
un filtro de nylon. Luego, el DNA digerido se hibrida con una sonda
radiactiva. Como resultado, se observan diferentes patrones de bandas
entre individuos. A diferencia del resto de los marcadores moleculares,
este tipo de marcador no utiliza la amplificacién de loci por PCR (Mohlery
Schwarz, 2008).

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP), por
sus siglas en inglés, Amplified Fragment Length Polymorphism. Con el
empleo de AFLPs se disminuyen las limitaciones practicas de otras
técnicas, por ejemplo, la falta de robustez y repetitividad de los RAPDs o la
gran cantidad de DNA necesario para los RFLPs. Son parecidos a los RFLPs,
pero se usa amplificacién por PCR. Se realizan dos rondas de PCR con
iniciadores anidados. En la primera ronda de PCR se usan iniciadores
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universales y en la segunda se usan iniciadores con extensiones
especificas (Mohler y Schwarz, 2008).

Los marcadores moleculares y mas recientemente, los esfuerzos de
secuenciacion de los genomas con altos rendimientos, han incrementado
dramaticamente el conocimiento y la habilidad de caracterizar
genotipicamente el germoplasma para esencialmente cualquier especie
de cultivo.

Diversidad genética de los recursos genéticos.

La diversidad genética es el componente mas basico de la biodiversidad y
se define como las variaciones heredables que ocurren en cada
organismo, entre los individuos de una poblacién y entre las poblaciones
dentro de una especie (Rogstad y Pelikan, 2011). El resto de la biodiversidad
se deriva de los procesos evolutivos que operan sobre esas variaciones. De
ahi, su conocimientoy comprension es de gran importancia para el avance
de la genética evolutiva, la salud publica, la biomedicina, la domesticacion
de especies, la productividad agricola, pecuaria, pesquera y forestal, la
sustentabilidad y la conservacion de los recursos genéticos.

La biodiversidad de los ecosistemas es el legado de la evolucidén. Como tal,
debemos hacer todo lo posible para preservarla, de forma que llegue
intacta a las futuras generaciones en el marco de modelos sostenibles de
conservacion. Para llevar a cabo esta actividad, debemos recurrir a todas
las herramientas y avances tecnoldgicos que estén a nuestro alcance. En
los Ultimos afos las tecnologias moleculares de analisis de DNA estan
representando una de las herramientas mas precisas y especificas frente
a problemas ecolégicos y evolutivos. El empleo de marcadores
moleculares permite identificar la variacion genética existente entre
individuos y entre poblaciones o especies, indicando la biodiversidad
presente en un ecosistema. La diversidad genética es critica para la
conservacion, ya que proporciona a las especies y a sus poblaciones
plasticidad para sobrevivir ante cambios ambientales inesperados,
fluctuaciones demogréficas e impactos humanos. Conocer la biologia de
las especies, incluyendo su grado de diversidad genética, permite
establecer unidades de conservacién para una mejor gestion de las
especies amenazadas.
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La caracterizaciéon de la diversidad genética, su estructura y sus relaciones
con su origen geografico y ambiental, son fundamentales para el
desarrollo de una planificacion correcta e integral de la conservacién. Por
otra parte, la pérdida de diversidad genética reduce la capacidad de
afrontar posibles alteraciones del medio ambiente, en consecuencia,
disminuye la supervivencia frente a situaciones adversas. Cuando el medio
ambiente experimenta cambios profundos a escalas local y global, como
la fragmentacién y destruccidén de habitats, invasiones, contaminacion,
simplificacion, el efecto invernadero y el agujero de la capa de ozono,
afectan a multitud de especies, por la disminucién de la biodiversidad del
planeta.
La variacidon intraespecifica es un requisito para la evolucidn, al ofrecer la
posibilidad de diferentes respuestas a las fuerzas selectivas. Es importante
disponer de una estimacion de la variabilidad de la especie, la cual, puede
realizarse mediante caracteres fenotipicos que resultan de facil
observacion, pero estdn muy influenciados por el ambiente y su control
genético es poco claro. Por otro lado, los marcadores moleculares
permiten estudiar directamente el material genético, pero
frecuentemente se trata de rasgos sin influencia aparente en el fenotipo.
Por tanto, se distinguen dos tipos de variacion: la diversidad neutral, es
decir, aquellos rasgos no determinados por fuerzas selectivas y la variacion
adaptativa, constituida por los caracteres con valor adaptativo.
La diversidad neutral se estima principalmente mediante marcadores
moleculares. El método clasico de estudio de la variacion adaptativa son
los ensayos de procedencia/progenies, en los que se analiza el grado de
variabilidad y el porcentaje de ésta que corresponde a una variacion
genética. La base de estos estudios es ensayar distintos genotipos en un
mismo ambiente con el fin de minimizar la variabilidad ambiental.
El conocimiento de la diversidad, como componente de la biodiversidad
debe ser preservado, porque es una herramienta de utilidad para conocer
los procesos que determinan la estructura genética de la especie
considerada.

Seleccion de colecciones nucleo para conservacion.

Alcanzar los objetivos del uso sustentable de los recursos genéticos a
través de la conservaciéon en bancos de germoplasma se realiza mediante
la conservacién de la mayor cantidad posible de alelos de las poblaciones
por medio de la diversidad genética. Una practica es la conservacién de las
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colecciones completas, no obstante, esto representa el empleo de gran
cantidad de recursos para lograrlo. Una alternativa a la conservacion de las
colecciones completas, es la seleccion de colecciones nucleo (CN), las cual
permite conservar la diversidad genética con la optimizacion de los
recursos. Una coleccién nudcleo es cantidad limitada de accesiones que
representan la diversidad genética de la coleccion completa de
germoplasma (Upahyaya, 2015). En ocasiones, las colecciones nucleo
pueden estar encaminadas a representar los alelos relacionados a cierta
caracteristica de interés, como tolerancia a sequia o plagas, entre otros, no
obstante, para fines de conservacién el objetivo principal es la diversidad
genética.

Para seleccionar una coleccion nucleo es necesario contar con los datos
pasaporte y los resultados del analisis de diversidad genética de la
coleccion completa. Los datos pasaporte comprenden género, especie,
raza o variedad, coordenadas geograficas, entre otros. Anteriormente, el
estudio de la diversidad genética se llevaba a cabo con descriptores
morfolégicos, con la desventaja que estos se ven afectados por el
ambiente. En la actualidad, con la implementacion de los marcadores
moleculares, es posible determinarla con mejor precisiéon sin la desventaja
de la influencia del medio ambiente (Jeong et al., 2019).

Existen diferentes metodologias reportadas para seleccionar colecciones
nucleo, cada una de ellas tiene sus ventajas y desventajas. Una estrategia
es identificar las diferencias o distancias entre los alelos comparando cada
accesion contra el resto de las accesiones con un programa bioinformatico
especializado. En el analisis de los resultados se identifica cierto niumero
de accesiones de la coleccidon nucleo completa con una serie de
parametros, y son los siguientes:

1) Distancia promedio de las muestras de la coleccién completa y de la
CN mas cercana (ANE), en la cual, el valor ideal es O.

2) Distancia promedio entre cada muestra de la CN y la muestra de la
CN mas cercana (ENE). Los valores altos indican una mejor
representaciéon de los valores extremos.

3) Distancia promedio entre las muestras de la CN (E). Los valores altos
indican una mejor representacioén de los valores extremos.

€152



AGRICULTURA  inifap

4) Homogeneidad de las medias (MD). Es el porcentaje de la diferencia
de lamediadela CNyla media mas cercana de la colecciéon completa.
El valor ideal debe ser menor a 20.

5) Homogeneidad de la varianza (VD). Es el porcentaje de la diferencia
de la varianza entre la CN y la coleccion completa. La mejor
representacion esta dada por valores altos.

6) Rango de coincidencia (CR). El porcentaje del rango de coincidencia
entre la coleccion completa y la CN no debe ser menor al 80%.

7) Rango variable (CV). El porcentaje del rango variable entre la
coleccién completa y la CN no debe ser menor al 80%.

8) Cobertura de alelos (CA). La cobertura de alelos de la CN en relacién a
la colecciéon completa debe ser mayor al 80%.

A consideracion del curador responsable de |la colecciéon, es recomendable
conservar al menos 80% de los alelos y que el tamafo de la coleccion
nucleo sea aproximadamente 10% de la colecciéon completa (Borrayo et al.,
2016).

Se pueden realizar varios ensayos con diferentes tamanos de la coleccidon
nucleo y comparar los resultados. En ocasiones y dependiendo de la
diversidad genética de la coleccidon completa, se pueden alcanzar valores
muy altos de cobertura de alelos con un tamano pequefo de la colecciéon
nucleo o en otras ocasiones, el tamano de la CN debe ser mayor para evitar
la pérdida de un gran numero de alelos importantes para la coleccion.
Con los analisis de diversidad es posible identificar accesiones duplicadas
en la coleccion y con la seleccion de la coleccidn nucleo reducir los
duplicados con el beneficio de reducir los recursos econdmicos, humanos
y de tiempo derivados del manejo y mantenimiento de los recursos
genéticos (Chandora et al., 2020; Malhotra et al., 2019).

La seleccién y creaciéon de la coleccién ndcleo no implica deshacerse de
los recursos genéticos que con tanto esfuerzo y a lo largo del tiempo han
sido preservados, sino la obtencidn de una copia de respaldo de la
coleccién de manera ex situ € in vitro para su conservacion a largo plazo,
en caso de pérdidas por cambios climaticos, plagas o vandalismo.

Seleccién de colecciéon nucleo de aguacate: estudio de caso.

México es el principal pais productor de aguacate a nivel mundial. El
aguacate (Persea americana Mill.) pertenece a la familia Lauraceae y
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existen tres razas botanicas: P. americana var. drymifolia, P. americana
var. guatemalensis L.y P. americana var. americana Mill. El aguacate por
ser especie recalcitrante, su conservacion se lleva a cabo por cultivo in vitro
o criopreservacion. De esta manera, la preservacion en bancos de
germoplasma genera que una alta cantidad de réplicas se requieran para
sSu conservacion in vitro o bien, el desarrollo de protocolos de
crioconservacion. Una alternativa es la seleccién y creacién de coleccion
nucleo con el fin de preservar la diversidad genética con una cantidad
minima de accesiones. Por este motivo, en el CNRG se llevd a cabo este
estudio de caso (Guzman et al., 2017).

En el Campo Experimental Bajio del INIFAP se cuenta con una coleccidn
de mas de 350 accesiones de aguacate mexicano (P. americana var.
drymifolia) y otras razas botanicas. Con el objetivo de crear una coleccidn
de respaldo para conservacién a largo plazo se estudid la diversidad
genética y se selecciond una coleccion nucleo. Se colectaron muestras de
319 accesiones de aguacate var. drymifolia, var., guatemalensis, var.
americana, var. costareicensis e hibridos. El DNA de tejido foliar fue aislado
y fueron estudiados 47 marcadores moleculares tipo microsatélites; al final
28 marcadores fueron utilizados en el analisis por su nivel de polimorfismo.
La caracterizacion genotipica se realizé con la metodologia de analisis de
fragmentos en un secuenciador de DNA de capilares. Los microsatélites
identificados se analizaron con el programa GeneMapper (Life
Technologies) y se construyd una matriz de datos en Excel. La diversidad
genética se estimo con los parametros basicos de diversidad: numero total
de alelos, heterocigocidad observada, heterocigocidad esperada e indice
de fijacién a través del programa GenAlEx 6.502 (Peakall y Smouse, 2012).

La colecciéon nucleo se selecciond a través de la informacidn genotipica de
los marcadores microsatélites con el método PCA-Kmeans (Borrayo et al.,
2016). Los alelos monomodrficos y las accesiones con datos perdidos no
fueron considerados en el analisis. Se evaluaron diferentes tamafos de CN:
12, 24, 36, 48, 72 y 96 con el fin de obtener una correspondencia mayor o
igual al 10% de la coleccidon completa y alto porcentaje de alelos. De
acuerdo a los parametros 1) distancia promedio de las muestras de la
colecciéon completa y de la coleccién nucleo mas cercana (ANE), 2)
distancia promedio entre cada muestra de la CNy la muestra de la CN mas
cercana (ENE), 3) distancia promedio entre las muestras de la CN (E), 4)
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homogeneidad de las medias (MD), 5) homogeneidad de la varianza (VD),
6) rango de coincidencia (CR), 7) rango variable (CV) y 8) cobertura de
alelos (CA), las colecciones nucleo con evaluacién adecuada fueron a partir
de 36 individuos y mas. Por el contrario, las CN con 12 y 24 individuos no
obtuvieron una evaluacién aceptable. En el Cuadro 1 se observan los
valores de la evaluacion de la CN con 36 individuos.

Cuadro 1. Evaluacion de la colecciéon nucleo con 36 individuos. (Borrayo et al.,, 2016).

Pardmetro Valor Pardmetro Valor
ANE = 0.2192 VD = 67.8571
ENE = 0.3173 CR= 72.2067
E= 0.5833 CV = 97.6196
MD = 0.0000 CA= 0.8103

A través de este trabajo se logré identificar y seleccionar una coleccién
nucleo de aguacate, una especie de importancia comercial y de naturaleza
recalcitrante, que contiene la representacion de la diversidad genética de
la coleccidn completa in vivo del Campo Experimental Bajio del INIFAP
para su conservacioén a largo plazo.

La conservacion de la coleccion completa se llevd a cabo con arboles en
campo, por este motivo, la coleccidon nucleo representa una alternativa de
conservacion por posibles pérdidas derivadas de situaciones inevitables
como el cambio climatico, plagas, enfermedades, quemas, entre otros.
Finalmente, la coleccién ndcleo puede preservarse en condiciones in vitro
de crecimiento minimo o en crioconservacion a largo plazo, como una
coleccién de respaldo.

Integridad genética de los recursos genéticos.

Los recursos genéticos constituyen el principal componente de diversidad
genética en la naturaleza y estos se encuentran en uso actual o potencial,
ya sea para produccién o para mantener el ecosistema como un sistema
en funcionamiento. La conservacién de los recursos genéticos es
fundamental para el éxito a largo plazo de todas las otras formas de
conservacion de la diversidad y es también esencial para la ordenacidn
sostenible y productiva del ecosistema donde estos recursos se
encuentran (Wehenkel et al., 2017).
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Las estrategias de conservacidén ex situ e in situ de cualquier recurso
genético deben seguir las reglas que permitan evitar en mayor medida las
modificaciones a la integridad genética del germoplasma. Las estrategias
de evaluacion de la integridad genética actuales son las mismas que nos
permiten la caracterizacion genotipica, es decir, el uso de marcadores
moleculares como los que se mencionan en el presente capitulo.

Todas las poblaciones de una especie, aunque se encuentren distantes
entre si, tienen en comun la existencia de una reserva de diversidad
genética, por lo tanto, la extincién de una poblacién conformada por varias
especies poseedoras de gran diversidad genética provoca que en el
ecosistema se disponga de una menor cantidad de material genéticoy se
reduzcan las posibilidades de cambio evolutivo, disminuyendo la
biodiversidad y el equilibrio de los ecosistemas. Uno de los objetivos de la
conservacion de recursos genéticos es preservar la integridad del acervo
genético de las especies a través de la proteccion de variantes genéticas
Unicas, centros geograficos de variacidon genética y patrones de flujo
génico interpoblacional. La necesidad de mantener la integridad genética
esta estrechamente relacionada con el mantenimiento de la viabilidad y
la diversidad de la muestra original recolectada. Todos los procesos de los
bancos de germoplasma, la recoleccién, adquisicién, almacenamiento,
regeneracion y la distribucién del germoplasma, son importantes para el
mantenimiento de la integridad genética. El aseguramiento de la
conservacion de la viabilidad en cumplimiento de las normas contribuye
al mantenimiento de la integridad genética.

Por lo tanto, la conservacion de la integridad genética de los recursos
genéticos debe ser una regla fundamental. Nuevos planteamientos que
integren las actividades de conservacion de la integridad genética a nivel
nacional para obtener un maximo efecto en los sistemas de proteccién de
los recursos genéticos, deben ser incorporados.

Monitorizacion de Organismos Vivos Modificados en los recursos
fitogenéticos.

Un Organismo Vivo Modificado (OVM) o LMO por sus siglas en inglés
(Living Modified Organism), comuUnmente conocido como Organismo
Genéticamente Modificado (OGM), es cualquier organismo vivo, con
excepcién de los seres humanos, que ha adquirido una combinaciéon
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genética novedosa, generada a través del uso especifico de técnicas de la
biotecnologia moderna, de acuerdo con la Ley de Bioseguridad de
Organismos Genéticamente Modificados (LBOGM, 2020).

Por otra parte, la diversidad bioldgica y genética de los recursos
fitogenéticos puede ser amenazada por la introduccién intencionada o
adventicia de organismos vivos modificados (Tsatsakis et al., 2017),
principalmente los cultivos con reproduccién aldgama y aquellos en los
cuales, particularmente, México es centro de origen. Por este motivo, el
monitoreo de OVMs en los recursos fitogenéticos en resguardo en los
bancos de germoplasma representa una actividad de gran valor.

El monitoreo de OVMs puede llevarse a cabo de distintas maneras, no
obstante, es recomendable realizarse mediante estudios con marcadores
moleculares de DNA. Existen distintos niveles de deteccidn de acuerdo a
la especificidad, no obstante, en una primera etapa, se recomienda la
identificacion de la presencia o ausencia de OVMs; en etapas posteriores,
es recomendable caracterizar el evento transgénico particular.

Uno de los principales marcadores moleculares mas abundante en
cultivos como maiz, trigo, soya, jitomate, algoddn, entre otros, es el
promotor del virus del mosaico de la coliflor 35S (p35S). La deteccidon del
P35S se realiza mediante PCR y secuenciaciéon de DNA. Cabe mencionar,
la mayoria de los laboratorios dedicados a la deteccidn de OVMs emplean
la técnica PCR tiempo real por la sensibilidad, especificidad y costos. A
continuacion, se describe de manera general el procedimiento para la
deteccidn del p35S en los recursos fitogenéticos mediante PCR tiempo
real.

El estudio puede realizarse con diferentes componentes del cultivo, ya sea
semilla, hoja, tallo, entre otros. La seleccidon depende de la disponibilidad
del material, no obstante, en recomendable llevar a cabo el estudio con
tejido foliar, debido a la cantidad de almiddn contenido en la semilla y su
interferencia en el aislamiento de DNA. Las hojas a seleccionar deben ser
joévenes, sin dafhos ni enfermedades para la extraccién de los acidos
nucleicos.

El primer paso es la obtencidén de DNA gendmico de alto peso molecular,
concentraciéon adecuada y libre de contaminantes. Existen diversos
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métodos de extracciéon de DNA publicados en la bibliografia y comerciales.
El método se debe seleccionar de acuerdo con la especie en estudio y los
recursos disponibles (Guzman et al., 2018). Al inicio del presente capitulo
se aborda a mayor detalle este tema. Una vez obtenido el DNA con
concentracion y pureza adecuadas, la deteccién de p35S se lleva a cabo
con amplificacion por PCR tiempo real, en un equipo termociclador. En el
mercado estan disponibles diversas marcas de termocicladores. Se
recomienda incluir en el proceso, la amplificacién de un gen interno de
referencia de la especie en estudio, con el objetivo de asegurar que la
deteccidn se realiza en la especie blanco y para evitar el reporte de falsos
negativos.

Una alternativa es emplear una mezcla comercial, la cual contiene todos
los componentes a excepciéon de los oligonucledtidos y el DNA templado.
También, se puede llevar a cabo sin el uso de sondas, Unicamente se debe
incluir un colorante fluorescente de unién al DNA. Las concentraciones de
los componentes pueden consultarse en reportes previos y realizando
ensayos de estandarizacion en el laboratorio. Los iniciadores sentido,
antisentido y las sondas son especificos y complementarios a la regién del
DNA blanco. Estos oligonucledétidos se pueden disefiar con base en la
secuencia de DNA de p35S y el gen interno o bien, existen bases de datos
y publicaciones al respecto (GMOmethods, 2020). Las condiciones de
temperaturay tiempo de amplificacion en las etapas de desnaturalizacion,
hibridacion y extensién, son especificas de cada fragmento de DNA
blanco. Estas pueden ser obtenidas con base en la longitud y secuencia
del oligonucleodtidoy a través de ensayos en el laboratorio. Otra manera de
conocer las condiciones de amplificacién es a través de los reportes
previos. Las etapas de la PCR se repiten entre 35 a 45 ciclos (Guzman et al,,
2019).

Los resultados de |la deteccidon del p35S se observan en una grafica de
amplificacion (Figura 1). En esta grafica, se representa el nimero de ciclos
de PCR y la cantidad de fluorescencia. La amplificacién es considerada
cuando la curva esta compuesta por tres etapas: inicial, exponencial y
meseta (Guzman et al., 2019). Otro aspecto a considerar durante el analisis,
es el valor Ct. El valor Ct es el numero del ciclo en el cual se obtiene el
numero de copias del gen blanco suficiente para rebasar la linea del
umbral y estd inversamente relacionado con el nUmero de copias del p35S.
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De acuerdo con la metodologia aplicada, los valores Ct pueden estar entre
25 a 36.
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Figura 1. Grafica de amplificacidon por PCR tiempo real del p35S y el gen interno hmgA
en semilla de maiz. Las lineas en rojo representan al p35Sy las lineas azules al gen
interno hmgA. Las lineas horizontales corresponden al umbral de los genes blanco. Las
lineas por debajo del umbral corresponden a la fluorescencia ruido y las lineas curvas
representan la curva tipica de amplificacion.

En cada ensayo de detecciéon del p35S, se recomienda incluir la
amplificacion por PCR del gen interno de referencia de cada muestra, ya
sea, en el mismo tubo de reaccioén si el disefio de iniciadores y sonda lo
sustenta o bien, en reacciones independientes. También es recomendable
la inclusion de controles positivos, negativos y sin templado, para evitar la
emision de falsos positivos y falsos negativos derivados de Ia
contaminacion cruzada (Guzman et al., 2019).

El riesgo de presentar contaminacién cruzada puede reducirse con tener
un area exclusiva para la deteccién de organismos vivos modificados,
organizada en al menos tres secciones, incluidas las secciones de
extraccion de DNA, preparacion de reacciones y realizacién de ensayos de
amplificacion. También, se debe contar con materiales y equipos de
laboratorio destinados Unicamente para este fin y limpiarlos con
soluciones de cloro, agua y alcohol antes y después de cada ensayo.
Finalmente, la la deteccidn de introgresion de secuencias de organismos
vivos modificados en los recursos fitogenéticos contribuye al
aseguramiento de la integridad y diversidad genética de las accesiones en
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resguardo en bancos de germoplasma en beneficio de la seguridad
alimentaria.

Andlisis de la expresion de los recursos genéticos.

El fenotipo es la expresion del genotipo mas la interaccion con el
ambiente. El analisis de la expresion de los genes es una manera de
caracterizar los recursos genéticos. Esta puede llevarse a cabo mediante
el estudio de proteinas, enzimas, metabolitos, RNA entre otros.

El analisis del RNA permite conocer de la expresién génica de los recursos
genéticos en varias condiciones e identificar la expresidn diferencial para
su aprovechamiento por parte de los mejoradores (Shandilya et al., 2020).
El primer paso es elegir el disefio experimental con los diferentes
tratamientos en las unidades experimentales, por ejemplo, las condiciones
ambientales o tipo de suelo. Posteriormente, se realiza la toma de muestra
para el aislamiento del RNA, el cual, se lleva a cabo con métodos de
extraccion de RNA publicados en la bibliografia y comerciales, se
selecciona de acuerdo con la especie en estudio y los recursos disponibles.

La calidad y concentracién del RNA obtenido deben ser verificadas y
realizar la sintesis de DNA complementario (cDNA), el cual es una
molecular con mayor estabilidad. La calidad y concentraciéon del cDNA
también deben ser comprobados y se realiza de la misma manera que el
DNA gendmico mencionado previamente en este capitulo. El analisis de
expresion se puede realizar por cuantificacién absoluta utilizando un
control estandar con numero de copias del gen conocido y una curva
estandar de concentracion. La principal desventaja de este método es la
ausencia de un control estandar para los genes en estudio. Otra manera
de analizar la expresion génica es mediante cuantificacion relativa.

La cuantificacion relativa se basa en determinar el ndmero de copias de
un gen de interés en relacién con el numero de copias de un gen
constitutivo, el cual, se expresa de manera constante en diferentes
condicionesy en comparacidon con una muestra de referencia (Pires et al.,
2019). Estd metodologia es conocida como el método AACt. A través de
esta estrategia es posible determinar el nivel de expresidon génica de una
muestra, célula, tejido o individuos expuestos a condiciones de estrés
hidrico, caldrico, patoldgico, entre otros.
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Una vez identificados los genes de interés y el gen constitutivo, se disefan
iniciadores y sondas para la amplificacion mediante PCR tiempo real.
Dentro de la reaccion, se amplifican ambos genes con las condiciones de
temperatura y tiempo especificas de ambas regiones blanco. En la
programacion del experimento se identifican los genes de interés y
constitutivo, ademas las muestras problema y la muestra de referencia.

Al finalizar la amplificacién, se obtienen los valores Ct del gen de interés y
del gen constitutivo en las muestras problema y en la muestra de
referencia. Después, se determina el valor ACt de las muestras problema
con la diferencia del valor Ct del gen de interés menos el valor Ct del gen
constitutivo. También se determina el valor ACt de la muestra de
referencia con el mismo principio. A continuacidn, se estima el valor AACt
con la diferencia del valor ACt de la muestra problema menos el valor ACt
de la muestra de referencia. Finalmente, se estandarizan los valores AACt
de todas las muestras con la formula: 224t Los resultados permiten
identificar la expresion diferencial de las muestras sometidas a distintas
condiciones. Los valores mayores a 1.0 representan sobreexpresion y
valores inferiores a 1.0 representan subexpresion.
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Capitulo 9
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Introduccioén.

En el CNRG ademas de la conservacion de los recursos genéticos, se
realizan estudios de nivel informatico que incluye la descripcion y
modelacién de la distribucién geografica de las especies conservadas, asi
como el analisis del genoma y diversidad. A través de herramientas
informaticas, es posible determinar el contenido gendémico y como este
cambia o responde a diversas condiciones ambientales. Por otro lado, con
el apoyo de la modelacidon espacial y los sistemas de informacion
geogréafica se ha realizado la planeaciéon y evaluacién en las colectas, para
determinar la distribucion actual y potencial de las especies conservadas.
Ademas, sirven para conocer las condiciones ambientales del suelo, clima
y relieve, en las que dichas colectas se desarrollan.

El contindo avance y desarrollo de tecnologias informaticas ha permitido
realizar estudios cada vez mas complejos. La ciencia de datos (data
science), ha permitido el modelado y caracterizacién de los recursos
genéticos. Asi la bioinformatica y los sistemas de informacién geografica,
son herramientas que contribuyen al conocimiento y conservacion de la
biodiversidad.
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Surgimiento de las técnicas de secuenciacion masiva: del capilar al
nanopore.
La secuenciacion del primer genoma (Haemophilus influenza 1.8 Mb) se
realizé utilizando tecnologia de secuenciacion capilar desarrollada por
Frederick Sanger en la decada de los 70 (Fleischmann et al, 1995). Al inicio
del siglo XXI, se planted el proyecto de secuenciar organismos eucariontes
comenzando por la mosca de la fruta en el aflo 2000, el primer bosquejo
del genoma humano en el 2001y el ratén en el 2002 (Goodwin et al., 2016).
Usando este tipo de tecnologia capilar (de aqui en adelante secuenciacion
Sanger), producir un millén de bases de DNA costaba aproximadamente
$1,500 USD, y se necesitaba de un dia entero para la corrida del
experimento (Escobar-Zepeda et al, 2015). Es por lo que el primer
bosquejo (“draft”) del genoma humano (3 billones de bases o 3 Gb), se
calcula que tuvo un costo de billones de doélares y se necesitaron afos de
horas maquina para refinarlo. En 2005 aparecié formalmente el primer
equipo de secuenciacion de nueva generacion, o “NGS” por sus siglas en
inglés next generation sequencing (Escobar-Zepeda et al., 2015).

La secuenciacion por sintesis de Roche 454, implementd una quimica de
secuenciacion basada en la deteccién y medicidon de luz emitida por una
luciferasa al momento de que se hidroliza ATP, por la incorporacion de un
nucledtido en las hebras recién sintetizadas de DNA. El uso de ATP en la
reaccion confiere el nombre de pirosecuenciaciéon a la técnica (Buermans
y Den Dunnen 2014). Esta tecnologia hizo posible obtener un genoma
humano, con una cobertura 7.4x, en tan solo dos meses y con un costo 10
veces menor en comparacion con la secuenciacion Sanger (Escobar-
Zepeda et al, 2015). Aunque esta tecnologia revolucioné la forma de
secuenciar, en el ano 2016 la empresa Roche anuncid la descontinuacion
de los equipos 454 (Buermans y Den Dunnen 2014).

La segunda NGS en comercializarse fue utilizando la tecnologia Illumina,
esta difiere de 454 ya que adoptd la secuenciacidon por sintesis usando
nucledtidos fluorescentes removibles usados en la polimerizacion del DNA
(Buermansy Den Dunnen 2014). Actualmente, y con el precipitado avance
en las nuevas tecnologias de secuenciacion, se tienen plataformas con la
capacidad de generar entre 120-1500 Gb por corrida y una media del
tamano de secuencia de 150 bp. En estos se encuentra ademas una gama
compacta para laboratorios Ilamada MiSeq, la cual es pequefia en tamano,
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y se pueden lograr de 0.3 Gb a 15 Gb de datos en un tiempo que puede ser
de 4 horas (Buermansy Den Dunnen 2014).

Ademas, se ha desarrollado una nueva forma de secuenciar DNA sin
requerir un paso previo de amplificacion por PCR. Este tipo de tecnologia
se denomina secuenciacion a partir de molécula Unica (single-molecule
sequencing). Este tipo de secuenciacion implementa una polimerasa
directamente embebida en una celda de vidrio o un poro dependiendo el
modelo de las plataformas. Usando estas tecnologias se puede obtener
hasta 100 Gb de informacién (aprox. 33 veces el genoma humano) a un
costo aproximado de $ 1,000 délares (Ameur et al., 2019). El uso de las NGS
ha revolucionado el estudio de diversos organismos y su informaciéon
genética (genomas y metagenomas), asi como la respuesta de cambio en
los genes a diversos estimulos (transcriptomas y metatranscriptomas).

Herramientas bioinformaticas para el estudio de la diversidad de los
recursos genéticos.

Mediante las NGS podemos responder algunas preguntas, como ;que se
encuentra en determinado ambiente? y ;qué funcidn biolégica esta
realizando?, informacidon basica en la ecologia microbiana, etc. Podemos
resolver estas cuestiones con dos enfoques diferentes: 1) secuenciacién de
genes marcadores (metabarcoding) o 2) secuenciacion de todo el
contenido genético (whole-genome sequencing WGS). La secuenciacion
de uno o varios genes blanco, comunes en los organismos de la
comunidad son utilizados para la estrategia del metabarcoding. Para esto
se utilizan iniciadores, dirigidos al gen de interés, generalmente se utiliza
el gen 16S rRNA para bacterias y arqueas y la secuencias intergénicas del
gen 18S rRNA (ITS) para hongos. Estos métodos son rapidos y rentables lo
gue permite obtener una vision global de los organismos presentes en una
comunidad microbiana en poco tiempo y a bajo costo (Knight et al,, 2018;
Calle, 2019).

El segundo enfoque, es un método que permite capturar todos los
genomas presentes en cierta comunidad, para esto se secuencia el DNA
total de la muestra y bioinformaticamente se separan los genomas de
cada individuo presente en la comunidad (binning). Al poder analizar no
sélo un marcador sino todos los genes presentes en los distintos
organismos de la comunidad (bacterias, arqueas y hongos), se obtiene no
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solo una visién taxondmica si no funcional de los miembros del ecosistema
secuenciado (Knight et al., 2018; Calle, 2019).

Analisis taxonémico.

Una vez obtenidos los datos por NGS se realiza el analisis bioinformatico y
spon diversos protocolos los que se han desarrollado para conocer la
composiciéon taxonémica de los miembros de una comunidad microbiana.
Sin embargo, todos siguen algunos lineamientos generales para el
procesamiento y analisis de los datos. El primer paso para el analisis es la
remocién de secuencias de baja calidad y artefactos de secuenciaciéon
(adaptadores). Una vez obtenidas secuencias de alta calidad, por lo regular
se procede a la agrupacién o clustering de secuencias y su asignaciéon a
unidades operacionales taxondmicas (OTUs) o variantes de secuencias
ribosomales (ASVs) (Callahan et. al, 2017). Esto puede hacerse
directamente de los datos obtenidos por el método de metabarcoding o
bien extrayendo las secuencias de los genes ribosomales (u otro gene
taxonémicamente informativo) de los datos producidos por WGS (Rausch
et al,, 2019). Finalmente, cada una de estas OTUs son asignadas a un nivel
taxonémico determinado utilizando bUsquedas en bases de datos por
ejemplo Silva, RPD o GreenGenesy emparentandolas con su homalogo en
dicha base (Balvociuté et al, 2017). Todo esto finaliza en la obtencidn de
una matriz de relacién OTU, taxonomia y muestra, comunmente conocida
como matrizde OTUs (Callahan et al., 2017). Programas informaticos como
Mothur (Schloss et al, 2009) y Qiime 1y 2 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) (Caporaso et al,, 2010), y Phyloseq (McMurdie y Holmes,
2013) son softwares que siguen protocolos comunes para el andlisis de
datos. Estos protocolos consisten en (1) limpiar y filtrar las secuencias
obtenidas, (2) asighar secuencias a OTUs 0 ASVsYy (3) describir la diversidad
(ay B), composicion y diferencias o similitudes entre las comunidades. Con
todo esto, las diferencias en la abundancia relativa de los miembros
presentes en las comunidades microbianas pueden ser calculadas por
medio de analisis multivariados de agrupacién y mineria de datos
(ejemplo andlisis de componentes principales o PERMANOVA). Estos
analisis pueden ser después visualizados por graficas de ordenacidn tipo
andlisis de componentes principales (PCA) o NMDS (Rausch et al., 2019)
(Figural).
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Figura 1. Representaciones graficas de informacion obtenida de un analisis de
diversidad (metabarcoding). A) Analisis de componentes principales (PCA), mostrando
diversos grupos de comunidades microbianas presentes en diferentes ambientes del
suelo. B) Histogramas de abundancia de phylum en cada compartimento (tomadoy

modificado de Edwars et al,, 2015).

Analisis taxonémico: ;Que se encuentra en determinado ambiente, y
qué funcion biolégica esta realizando?

El hecho de obtener la secuencia del genoma completo (o cuasi completo)
de la mayoria de organismo presentes en una muestra via WGS permite
conocer la taxonomia y posible nicho que ocupan los miembros de la
comunidad. Los primeros pasos de la mayoria de los protocolos descritos
para analizar datos tipo WSG son similares a los utilizados en el
metabarcoding. Esto es el filtrado por calidad de secuencias y remocion
de adaptadores. Programas como fastQC, software desarrollado para
proporcionar una visién general de las secuencias obtenidas, ayuda a
visualizar de manera grafica la calidad y presencia de artefactos en las
secuencias (Andrews, 2010). El filtrado por remocién de lecturas
(secuencias tipo NGS) con baja calidad puede llevarse a cabo utilizando
pagueterias bioinformaticas tipo trimmomatic (Bolger et al.,, 2014). Este
tipo de software permite remover utilizado un corte en valor Phred de
calidad ademas de la remocion de artefactos como quimeras y
adaptadores presentes en las lecturas.

Para poder recuperar la informacidn genética de los organismos
presentes en las muestras secuenciadas por WGS, es necesario ensamblar
los genomas. El ensamble consiste en recuperar secuencias de mayor
longitud, denominadas “contigs” en los cuales se podra recuperar las
regiones codificantes de los genes. Programas como SPAdes (Bankevich
et al, 2012), IDBA (Peng et al, 2010) o MEGAHIT (Li et al,, 2014), permiten la
recuperacion de ensambles gendmicos. Todas estas herramientas
trabajan bajo el mismo principio, el uso de graficas de Brujin y
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fragmentacién de lecturas en k-mer para la extensidn de secuencias
cortas (Bankevich et al, 2012). Con este tipo de estrategias es posible
recuperar genomas casi completos o completos a partir de muestras
metagendmicas.

Al recuperar secuencias con una longitud mayor a 1,000 nucledtidos
(tamano promedio de un gen bacteriano) podemos empezar a predecir
unidades codificantes (genes) presentes en el ambiente. Genes
taxonémicamente informativos como secuencias ribosomales, genes
mitocondriales o genes de copia Unica pueden ser utilizados para la
asignacion taxondmica de los individuos presentes en la comunidad (Wu
et al.,,2008; Darling et al, 2014). MetaPhlAn1y 2 (Truong et al,, 2015), Kraken
(Wood and Salzberg, 2014), AMPHORA (Wu et al., 2008) y PhiloSift (Darling
et al, 2014), son ejemplos de herramientas que proveen informaciéon y
clasificacién taxondmica a partir de busqueda de genes de copia Unica en
los genomas. Esta informacion puede ser representada en forma de
arboles filogenéticos o matrices de comparacion.

Una vez obtenida la clasificacion taxondmica de los miembros presentes
en la comunidad, es posible separar cada uno de los genomas utilizando
una técnica denominada binning. El binning consiste en clasificar y
separar por similitud aquellas secuencias comunes pertenecientes al
genoma de un organismo en particular. En donde un bin representara un
genoma (Wu et al, 2016). Rasgos como cobertura de secuencias,
porcentaje y frecuencia de k-meros, frecuencia de tetranucledtidos, asi
como motivos particulares en las secuencias (Kislyuk et al., 2009, Strous et
al, 2012), son utilizados para agrupar aquellos contigs similares y
separarlos en genomas individuales. Programas informaticos como
MaxBin (Wu et al,, 2016), MetaBat (Kang et al,, 2015) y CONCOCT (Alneberg
et al, 2014) emplean este tipo de estrategias para aislar genomas
presentes en comunidades metagenémicas.

Con los genomas individuales de cada uno de los organismos presentes
en el ambiente podemos empezar a clasificar el contenido de genes
presentes en ellos, proceso denominado anotacidn gendmica. Programas
como Prokka (Seemann, 2014), KOALA (Kanehisa et al, 2016), y el
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline del National Center for
Biotechnology Information NCBI, (Tatusova et al, 2016) son capaces de
predecir las secuencias codificantes y anotar los genes presentes en ellas
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a partir de budsquedas de homologia con bases de datos (ejemplo Uniprot
(Apweiler et al,, 2004), Pfam (Bateman et al,, 2002), KEGG (Kanehisa y Goto,
2000).

Una vez ensamblados los contigs se puede utilizar MetaPhlAn2, que se
encarga de la asignacion taxondmica, utilizando regiones genémicas y
marcadores moleculares de copia Unica (Truong et al, 2015), para esto
también es posible utilizar Kraken, el cual asigna etiquetas taxonémicas a
secuencias de DNA, mucho mas rapidoy eficiente que MetaPhlAn2 (Wood
y Salzberg, 2014). Una vez realizada la clasificacidon taxondmica se pueden
utilizar otras herramientas para predecir y anotar genes en vias
metabdlicas, prokka (Seemann, 2014) e InterProScan (Mitchell et al, 2019)
son herramientas que se utiliza con estos fines (Figura 2).



AGRICULTURA inifap

Recursos genéticos de diferentes
ambientes

ik

Extraccién de
acidos

Secuenciacién Secuenciacién de todos

por amplicones nucleicos los genomas (W6S)
(Quiénes? ¢Quiénes y qué funcién?
m’um{umu TR
/ \ —— / N

Preparacion de
librerias, a partir
de todo el DNA

Amplificacion por PCR de
regiones variables del gen
16s RNA y preparacion de

librerias
T T Y e ——— __}_ P _(—Comrol de calidad |
Control de . (‘ 1 L
L FastQC | FastQC y limpieza
calidad y limpieza X . —
—_———— Trimmomatic | | Trimmomatic [_
Dada2 | . T -
_____ -, T T
\ — _DEbhi I If SPAdes ] Ensamble I
e L -
. OTUsoAsvs | i o ___MEGAHIT
—_——— Classify —_————
[ — 7 "MetwPhiAn -C Aslgn?clgn
= | taxonbmica
Diversidad alfavH | K"’:e" |
beta [ T o Amphora
————— L__ _hvloseq | l\ __ _Philoosift____ )
=== T i ———-
s MaxBin ™ binning |
[ MetaBAt F——-
| concoct )

[~ e — — § e
| KOALA [____

Figura 2. Flujo de trabajo que representa las diferencias de secuenciacion y analisis
bioinformatico entre metabarcoding (amplicones) y WGS.

Herramientas bioinformaticas para el estudio de la expresion
diferencial de genes en los recursos genéticos.

Toda la informacién de un organismo se encuentra contenida en el
genoma, sin embargo, no toda se expresa al mismo tiempo. Por ejemplo,
una planta sometida a estrés por sequia, expresara ciertos genes para
contrarrestar los efectos del estrés, que no expresaria bajo condiciones
normales. A la expresiéon de ciertos genes o transcritos (moléculas de RNA)
en determinadas condiciones como estrés, enfermedades o tipos
celulares se le conoce como transcriptoma. Se considera que el
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transcriptoma es dindmico debido a que este depende de las condiciones
de crecimiento del organismo.

Existen dos técnicas para el andlisis de los transcritos, por un lado estan los
microarrays/microarreglos, que cuantifican un conjunto de secuencias
predeterminadas o conocidas, y la secuenciacion de RNA (RNA-Seq), que utiliza
NGS para capturar todas las secuencias (Figura 3).

Celda de flujo de
secuenciacio

Chip de microarreglo

Figura 3. Microarreglos y RNA-Seq se basan en el anélisis de imagenes de diferentes
maneras. En un chip de microarreglos, cada punto en un chip es una sonda de
oligonucledtidos definida, y la intensidad de fluorescencia detecta la abundancia de una
secuencia hibridada y especifica. En la secuenciaciéon de alto rendimiento, se secuencia
un nucledtido a la vez, el color en cada ronda indica el nucledtido afiadido.

Existen diversas herramientas informaticas para el andlisis de
transcriptomas, este capitulo se centrard en el analisis de RNA-seq, debido
a que es la técnica mas novedosa y actualmente mas usada, para la
identificacion de los niveles de expresion, es los diferentes recursos
genéticos. El analisis de secuencias de RNA-seq, se puede dividir en cuatro
etapas: control de calidad, alineacién, cuantificacion y expresion
diferencial. Para el control de calidad, generalmente se usa FastQC
(Andrews, 2010), el cual permite visualizar la calidad de las secuencias, este
software hace un llamado de base por base y evallUa su calidad,
asignandole un puntaje segun la escala, permite ver el contenido de GC, y
la cantidad de secuencias obtenidas. Posterior a la visualizacién de calidad
de las secuencias se realiza una limpieza de datos, la cual consiste en
quitar aquellas bases de mala calidad, secuencias sobrerrepresentadas,
qguimeras, y los adaptadores. Las herramientas mas utilizadas para estos
fines son Trimmomatic (Bolger et al, 2014), Trimgalore (Krueger, 2015) y
FastX (FastX, 2015). Una vez limpias las secuencias se procede al
alineamiento, elk cual consiste en empalmar las secuencias obtenidas por
NGS contra un genoma de referencia o de novo. Dentro de los programas
utilizados para el alineamiento se encuentran Burrow-Wheeler Aligner
(BWA) (Liy Durbin 2009), Bowtie (Langmead et al.,, 2009), TopHat (Trapnell
et al.,,2009),y GSNAP (Wuy Nacu 2010), la eleccién de estos dependera del
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genoma de referencia utilizado ya que TopHat y GSNAP aumenta la
probabilidad de identificar nuevas transcripciones generadas por splicing
alternativos (Yang y Kim, 2015).

Una vez alineadas las secuencias al genoma de referencia, se realiza la
cuantificacion de secuencias alineadas por contig/gen, para esto es
posible utilizar programas como RSEM (Li y Dewey, 2011), que proporciona
estimaciones a nivel de genes e isoformas como salida primaria al calcular
estimaciones de abundancia de maxima verosimilitud basadas en el
algoritmo de Expectaciéon-Maximizacion (EM) después de leer el mapeo.
RSEM puede dar estas cuantificaciones normalizadas por millén (TPM), asi
como también admite la visualizacién de la alineaciéon y la profundidad de
lectura mediante un navegador gendmico como el navegador gendmico
Santa Cruz (UCSC) de la Universidad de California. Cufflinks es el el
programa informatico mas utilizado y estima la abundancia, mediante la
abundancia de probabilidad maxima, basada en la cobertura de la
transcripciéon. Las abundancias se informan por kilobase por millén de
fragmentos mapeados (FPKM o RPKM). Finalmente, para el analisis de
expresion diferencial, se han desarrollado varias paqueterias de software
gue incluyen EdgeR (Robinson et al. 2010), DESeq (Anders y Huber, 2010),
gue ocupan modelos binomiales negativos y NOlseq (Tarazona et al. 2015),
gue son no parameétricos. Los programas anteriores adoptan uno o mas
de los varios métodos de normalizacién disponibles (recuento total, cuartil
superior, mediana, normalizacion DESeq, media recortada de valores M,
normalizacion de cuantil y RPKM) para corregir los sesgos que pueden
aparecer entre las muestras (profundidad de secuenciacién) o dentro de
la muestra (longitud del gen y contenido de GC) (Yang y Kim, 2015). Estos
programas permiten encontrar aquellos genes involucrados, con alguna
respuesta a cierta condiciéon, estrés o ambiente al cual se encuentren
sometidos, los diferentes recursos genéticos.

Sistemas de informacioén geografica.

Datos pasaporte, una primera etapa a los mapas de distribucion.
Actualmente se ha difundido en gran medida el uso de tecnologias como
drones, principalmente para fotografia artistica y técnica (Figura 4),
servidores de mapas en teléfonos moviles para ubicar una direccién,
incluso el cine 3D o la llamada realidad aumentada; todo lo mencionado
es tecnologia cuyos origenes se remontan a los afos 50's con el desarrollo

€73



; AGRICULTURA inifap

de los hoy llamados Sistemas de Informacién Geografica (SIG), impulsados
con fines cientificos y militares para el estudio del territorio de las naciones
(Olaya, 2014).

Figura 4. Vuelo de dron y georreferenciacién de puntos de control con estacién total
para un estudio de hidrologia.

Los SIG son una herramienta informatica que consiste en software capaz
de almacenar, capturar, verificar, gestionar, analizar, transformar, mostrar
y transferir datos especialmente referidos a la tierra (georreferenciados),
con la finalidad de realizar diversos analisis de caracter territorial (SGM,
2019).

Los SIG se conforman de cinco componentes (FAO, 2006):

1.  Hardware: Equipo de cémputo.

2. Software: Programas gue permiten el manejo y visualizacién de
las bases de datos.

3. Datos: Conjunto de informacién con caracter espacial.

4. Personas: Especialistas y técnicos que diseflan, operan y
mantienen el SIG.

5. Métodos: Modelos y practicas realizadas en el analisis y
mantenimiento de los datos.

La funcidn principal de un SIG es servir como una herramienta para la
toma de decisiones, ya que permite mediante la visualizacién de mapas,
responder a preguntas sobre la localizacién, condicién, cambio histérico,
modelacién y simulacién de un fenémeno (INEGI, 2014). Estos mapas se
utilizan entre otras cosas para (ESRI, 2013):

1. Conocer y compartir informacion.

2. Compilar y mantener datos.
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3. Organizar y visualizar.
4. Mediante geoprocesos, generar nueva informacion.

Debido a los avances en el desarrollo de tecnologias de la informacion y
computo, la aplicaciéon de los SIG es cada vez mas diversa, por ejemplo, en
ambitos como el productivo, cientifico, cultural y de gobernanza (McCall,
2003; Siabato, 2018). Una de las areas de interés en la actividad cientifica,
es el uso de los SIG en la conservacion de los recursos genéticos,
generando maypas de distribucion geografica de las especies con fines de
resguardo.

Un mapa de distribucién geografica conocida, muestra los sitios o
regiones donde se tiene registro de la presencia de una especie (Figura 5),
planta o animal, y puede ser utilizado para la planeacidon de acciones de
conservacion in situ, asi como para la distribucion de los sitios de colecta
en la conservacion ex situ (Maxted et al, 2013). Realizar un mapa de
distribucion geografica conocida, requiere que los registros tengan las
coordenadas geograficas donde se determind la presencia de la especie
(avistamiento/colecta); es precisamente cuando los datos pasaporte
tienen especial relevancia, ya que en ellos se registra un lote de
informacién respecto al origen de las colectas de germoplasma, incluidas
las coordenadas, localidad, municipio o referencias geograficas.

En el CNRG, el proceso de ingreso de accesiones de germoplasma solicita
que se incluyan los datos pasaporte de cada accesion; estos datos cuentan
con una estructura con base en acuerdos internacionales, como el Tratado
Internacional Sobre los Recursos Filogenéticos para la Alimentacion y la
Agricultura, ITPGRFA, por sus siglas en inglés, de la Organizacion Mundial
para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) Biodiversidad Internacional
(Alercia et al., 2015).
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Figura 5. Mapa de distribucién geogréfica conocida de Echinocactus playacanthus,
especie en peligro de extincion segun la NOM-059-SEMARNAT 2010. Fuente: (adaptado
de CONABIO, 2014).

Ecogeografia, una caracterizaciéon multidisciplinaria.
El primer resultado de realizar un mapa de distribucion geografica

conocida, consiste en agrupar y visualizar los sitios y regiones donde esta
presente una especie. Ademas, es posible conocer las caracteristicas
ambientales de estas regiones, bidticas, abidticas y antrépicas; como
altitud, temperatura, precipitacién, suelo, vegetacién dominante, uso del
suelo y topografia, entre muchas otras. En ecologia, al conjunto de estas
caracteristicas ambientales que determinan las regiones dénde puede o
no estar presente una especie se le denomina habitat, y puede modelarse
tanto para las condiciones actuales como para las histéricas y futuras, por
ejemplo, para condiciones de cambio climatico (Figura 6).
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Figura 6. Escenarios de cambio climatico propuestos por el Panel Intergubernamental
del Cambio Climatico (IPCC). Fuente: (adaptado de IPCC, 2007).
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De este modo, al estudio de los factores que determinan el habitat y el
ambiente al cual un individuo, poblacién o especie se ha adaptado, se le
conoce como analisis ecogeografico, y es importante dado que estas
adaptaciones tienen su representacion en la informacion genética de
cada individuo. El analisis ecogeografico requiere de la recopilacion y
sintesis de informacién geografica, taxonédmica y genética; sus resultados
son de caracter predictivo, pueden utilizarse para formular y priorizar
proyectos de recoleccidén y conservacion de especies (Castafieda et al,
20M).

La caracterizaciéon ecogeografica de una regién o pais se realiza mediante
el compilado y andlisis de informacién espacial edafica, bioclimatica,
geofisica, bidtica y antropica, a través de un SIG; y se representa con
mapas, que al combinarse reflejan los diferentes escenarios de adaptacion
ambiental. Ademas, con la cartografia y datos espaciales, se pueden
realizar analisis de distribucion potencial, riesgo e indices de biodiversidad
(Figura 7).
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Figura 7. Riqueza de razas de maiz en México (nUmero de razas que ocurren dentro de
cada celda ¢ pixel). Fuente: (Perales y Golicher, 2014).

Segun Maxted et al,, (2013), el uso de los SIG en el andlisis ecogeografico
permite:
1. Caracterizacién ambiental de los sitios de colecta.
2. Optimizacion de las colectas de germoplasma orientada a una
mayor representatividad de la diversidad genética.
3. Interpretacion de patrones geograficos, ecoldgicos y taxonémicos.
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4. Representatividad y sesgo ecogeografico en colectas existentes
(analisis de vacios).
5. Determinacion de sitios para establecer reservas genéticas.
6. Impacto del cambio climatico en las poblaciones naturales.

La caracterizaciéon ecogeografica de los recursos genéticos, es una
herramienta que permite determinar el rango adaptativo de las especies,
y con ello determinar los factores ambientales mas determinantes. El valor
genético de estos rasgos puede utilizarse en el mejoramiento genético de
especies de interés agricola, forestal y pecuario. Por otra parte, en el caso
de cultivos, la regeneracidon del germoplasma puede realizarse en los sitios
mas acordes a las condiciones ecogeograficas nativas, para garantizar un
mayor éxito de la regeneraciéon y reducir la erosion genética (Parra et al,,
2012).

La planeacion: el analisis de vacios y la caracterizacién predictiva.
Anteriormente se menciond que derivado del analisis ecogeografico y los
mapas de distribucion geogréfica, la informacién permite determinar la
calidad o sesgo de las colectas de germoplasma con base en la diversidad
ecogeografica no representada, a esta determinacién se le conoce como
andlisis de vacios, y puede aplicarse en la planeacién de las jornadas de
colecta para mejorar la representatividad ecogeografica de |la
conservacion ex situ (Parra et al,, 2012), incluso para determinar zonas de
interés por su diversidad en recursos genéticos. Ejemplo de ello, es el
analisis de vacios realizado por Contreras et al, (2019) para parientes
silvestres de cultivos en México, donde de forma complementaria propuso
areas para el establecimiento de reservas genéticas (Figura 8).
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Figura 8. Sitios propuestos para el establecimiento de reservas genéticas de parientes
silvestres de cultivos en México. Fuente: (adaptado de Contreras et al, 2019).

Determinar los sitios de colecta con el objetivo de obtener rasgos
adaptativos para realizar mejoramiento genético, es una herramienta de
seleccion denominada caracterizacion predictiva, y ha generado
metodologias y protocolos internacionales como el Focused Identification
of Germoplasm Strategy (FIGS). La metodologia FIGS consiste en la
busqueda de rasgos especificos, con base en la relacién fenotipo-
genotipo, utilizando herramientas geograficas para determinar la presidon
del medio ambiente sobre los individuos; FIGS asume la probabilidad de
gue el germoplasma refleje las adaptaciones de las muestras colectadas
(Bari et al, 2012). Esta herramienta se utiliza en la busqueda de rasgos
como la tolerancia a sequia, plagas y enfermedades (Maxted et al,, 2013).

Caso de estudio: Analisis de vacios geograficos y ecolégicos de
conservacion para plantas silvestres.

Para abordar las necesidades persistentes de indicadores para la
conservacion de la biodiversidad y recursos genéticos, particularmente
con respecto a la evaluacion eficiente de la conservacidn de la diversidad
genética, dentro y entre los taxones, se han desarrollado analisis de vacios
de conservacion.

Khoury et al. (2019b) ofrecié una metodologia de andlisis de brechas
aplicada a los sistemas de conservacién ex situ e in situ para plantas
silvestres. El método proporciond una aproximaciéon de la distribucidn de
la diversidad genética de una especie de planta silvestre, utilizando el
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alcance de la variacidén ecogeografica (es decir, geografica y ecolégica) en
sSu rango nativo, predicho como un proxy, que se ha demostrado que es
un sustituto efectivo (Hanson et al, 2017, Hoban et al.,, 2018), facilitando la
planificacion de la conservacion a pesar de las brechas persistentes en los
datos genéticos a nivel de poblacion (Balmford et al., 2005, Hanson et al.,
2017; Hoban et al., 2020).

La variacion ecogeogréfica evidente a partir de un analisis de |la ubicacion
de los sitios de recoleccidn de muestras, salvaguardadas en repositorios
de conservacion (es decir, bancos de genes, semillas, y jardines botanicos)
(ex situ), y en el rango de distribucion de las especies dentro de areas
naturales protegidas (in situ), se midié contra la variacién ecogeografica
encontrada dentro del rango nativo general predicho de la especie. El
proceso identificé brechas geogréaficas y ecolégicas en la proteccion
actual, que pueden representar puntos focales para acciones futuras.
Posteriormente, se priorizé los taxa para realizar mas esfuerzos de
conservacion, y se combinaron los puntajes de multiples taxones para
proporcionar indicadores a diferentes escalas, locales, nacionales,
regionales y globales (Khoury et al,, 2019a). La metodologia se basd en
datos y herramientas de acceso abierto (Khoury et al, 2019a) y fue
reportada en formatos de resumen facilmente comprensibles, al tiempo
gue proporcionaron informacidén especifica por taxén Util para acciones de
conservacion. Ademas, cuando se aplica repetidamente a lo largo del
tiempo, los resultados podrian usarse para visualizar el progreso hacia el
objetivo de la conservacion integral, incluida la determinacion de cuando
se ha alcanzado ese objetivo.

El analisis de vacios de conservacion se basé en métodos desarrollados
durante la ultima década, primero para medir el estado de conservacion
de los taxones en repositorios y para ayudar a guiar los esfuerzos de
recoleccidon adicionales, destinados a construir colecciones ex situ mas
diversas (Ramirez-Villegas et al, 2010, Castafieda-Alvarez et al., 2016).
Recientemente, el enfoque se adaptd para medir la representacion dentro
de las areas naturales protegidas (Khoury et al., 2019b,c,d, Lebeda et al,,
2019; Mezghani et al., 2019). Tales estudios se han llevado a cabo con mayor
frecuencia en una variedad de especies dentro de un género, aunque
también se han aplicado a nivel nacional (Norton et al., 2017; Khoury et al.,
2020) y global para grupos especificos de plantas (Castafieda-Alvarez et
al., 2016; Khoury et al., 2019b).
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En México, un resultado interesante de este analisis de vacios para
parientes silvestres, es el de Cucurbita argyrosperma C. Huber subsp.
sororia (LH. Bailey) L. Merrick & D. M. Bates, el progenitor de C.
argyrosperma C. Huber subsp. argyrosperma (calabaza pipiana), que fue
domesticada en el sur de México unos 7000 afos pb. (Antes del presente,
Before Present) (Smith, 2006). Este taxdn anual mesofitico se distribuye a
lo largo de las costas tropicales del Pacifico y del Golfo de México, desde el
estado de Sonora en México hasta el sur de Nicaragua, y ha sido
reconocido como una fuente de resistencia a varios virus de importancia
econdémica en el cultivo (Khoury et al, 2019d). Usando el método de
andlisis de vacios, se descubrid que las 59 ocurrencias de germoplasma
estaban relativamente bien distribuidas en el rango geografico y
ecoldgico de los taxones, aungue tal vez faltan representaciones en las
partes mas al norte y mas al sur de su rango (Fig. 9A). La comparacion de
su distribucién prevista con las areas protegidas oficialmente reconocidas,
encontrd que las areas principales de su distribucion geografica no estan
representadas en areas protegidas, mientras que la mayoria de su
variaciéon ecoldgica estda posiblemente representada (Figura 9). A la
especie se le asignd un valor de acuerdo al grado de conservacidon, en un
rango de O a 100, 46.8 y 31.8, para la conservacién ex situ e in situ,
respectivamente; interpretandose 100 como una conservacioén integral y O
limitada (Khoury et al. 2019d).

Figura 9. Analisis de vacios de conservacién para Cucurbita argyrosperma C. Huber
subsp. sororia (L. H. Bailey) L. Merrick y D. M. Bates, que muestra la representacion
geografica del pariente silvestre en la conservacion ex situ (A) y en las areas protegidas
in situ (B). El verde representa el rango predicho del taxdn basado en informacién de
ocurrencia, datos climaticos y topograficos. El purpura representa areas consideradas
como conservadas, con base en colecciones ex situ anteriores (A) y en areas protegidas
existentes (B). Datos y mapas derivado de Khoury et al., (2019d).
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Analisis de vacios geograficos y ecolégicos de conservaciéon ex situ
para plantas cultivadas
El grado de representacion de las variedades tradicionales de los
agricultores (variedades locales) en la conservacidn ex situ es poco
conocido, en parte debido a la falta de métodos que puedan identificar los
determinantes antropogénicos y ambientales de sus distribuciones
geograficas. Ramirez-Villegas et al,, (2020) desarrollaron un nuevo marco
de modelado espacial y de analisis de vacios de conservacion ex situ para
variedades locales de cultivos, utilizando frijol (Phaseolus vulgaris L.) como
estudio de caso.
El modelado de cada una de las variedades locales incluyd cinco pasos
principales: (1) determinar grupos relevantes de variedades locales
utilizando literatura, de manera que, al probar modelos estadisticos de
clasificacion, fuera posible encontrar que existe una diferencia significativa
entre ellos segun las caracteristicas ambientales y socioeconémicas de su
distribucion geografica; (2) modelar la distribuciéon geogréfica potencial de
estos grupos utilizando datos de presencia (local), contemplando
predictores ambientales y socioeconémicos; (3) calcular puntajes de
vacios geograficos y ambientales para las colecciones actuales en bancos
de germoplasma; (4) mapear los vacios de conservacién ex situ; y (5)
compilar aportes de expertos (Ramirez-Villegas et al., 2020).
La metodologia, logrd distinguir las distribuciones (Figura 10A) y las
brechas de conservacion para los dos principales grupos genéticos de frijol
(andino y mesoamericano), y los resultados se alinearon bien con la
opinion de expertos. Se encontré que ambos grupos genéticos estaban
relativamente bien conservados en bancos de germoplasma, respecto a
sus distribuciones geograficas previstas, con colecciones ex situ que
representaban el 78.5% del grupo andino y el 98.2% del mesoamericano.
Las prioridades de recolecciéon de variedades locales mesoamericanas se
concentran en varias zonas de México, Belice y Guatemala (Figura 10B).
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Figura 10. Distribucion potencial (A) y andlisis de vacios geograficos de conservacion ex
situ (B) para variedades tradicionales del grupo genético mesoamericano de frijol
(Phaseolus vulgaris L.). Datos y mapas derivado de Ramirez-Villegas et al., (2020).
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Repositorio de datos biolégicos para la gestién de recursos
genéticos
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Introduccién

La informacidon biolégica es un elemento fundamental para el adecuado
uso y conservacion de los recursos genéticos. Un recurso genético
cualquiera (por muy valioso que pueda ser per se) sin informacién
asociada es completamente inutil ya que no permite asociar este
elemento con otros, determinar sus posibles aplicaciones o generar
conocimiento nuevo (Painting, 1993). Es evidente que el adecuado manejo
de la informacién asociada a los recursos genéticos es tan valioso como el
recurso genético en si mismo, y que ésta juega un papel fundamental
tanto en la conservacion como en el uso de mencionados recursos.

Uno de los retos actuales en torno a la informacién biolégica asociada a los
recursos genéticos es que ésta (cuando esta disponible) no
necesariamente se encuentra completa y/u organizada, de tal forma que
es verdaderamente complicado darles algun sentido Util a los datos
vinculados con los germoplasmas (Painting, 1993). Es fundamental para
cualquier persona relacionada con los recursos genéticos (estudiantes,
investigadores, resguardantes, curadores, usuarios finales, etc.) disponer
de informacién accesible, confiable, depurada y organizada para el
adecuado desarrollo de sus actividades.

En este capitulo se aborda la importancia y los retos existentes en el
adecuado manejo de la informacién biolégica en la gestidon de recursos
genéticos, se explica el contexto internacional en relacién a los esfuerzos
gue se han realizado para la homogeneizacidn de criterios, normalizacién,
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almacenamiento e intercambio de dicha informacién. Se presentan las
caracteristicas particulares de la conservacidon en términos de la
informacion bioldgica, donde se ahonda en tres aspectos particulares:
a) la informacion referente a la colecta, el ingreso, manejo y
almacenamiento de muestras; b) el uso de dicha informaciény c) cémo se
comparte la misma.

Asimismo, se explora el estado del conocimiento en el manejo de la
informacidn bioldgica en México, asi como algunas de las plataformas mas
usadas a nivel mundial para el manejo de los recursos genéticos, mismas
gue se han convertido en modelos a seguir para el manejo de informacién
biolégica. Después se aborda la solucién que presenta el CNRG para el
manejo de la informacién bioldgica, desde los retos particulares que
enfrenta el Centro hasta el cémo se han superado las dificultades en torno
a la organizaciéon, normalizaciéon, gestion, uso e intercambio de dicha
informacidn, asi como un analisis sobre los alcances, las capacidades, las
perspectivas y los retos que aln quedan por resolver.

Métodos de conservacion o caracterizacion.

La recopilacidn y manejo de la informacién bioldgica necesaria para la
conservacion, caracterizacion y adecuado uso de los recursos genéticos, se
puede abordar de manera general desde tres enfoques diferentes. El
primero de ellos tiene que ver con la informacién referente a la identidad
bioldgica, la colecta, el ingreso y el almacenamiento de las muestras; el
segundo tiene que ver con la informacién relacionada con el uso (o
potencial uso) del recurso genético; mientras el tercero esta relacionado
con los mecanismos necesarios para el adecuado acceso, intercambio y
enriquecimiento de la informacion.

La informacidn principal del recurso genético, tiene que ver con los datos
mMinimos que requiere una accesién del mismo para poder formar parte
de una coleccidn cualquiera. Esta se refiere a los llamados “datos
pasaporte” y se han propuesto diferentes elementos de informacién que
los comprenden segun el European Search Catalogue for Plant Genetic
Resources (EURISCO), pero en términos generales incluyen la informacién
referente a la colecta, el ingreso a la coleccidén y el manejo del recurso.

Estos datos permiten relacionar cada muestra de germoplasma con su
identidad bioldgica a diferentes niveles taxonémicos, asi como el espacio
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geografico de origen, el tipo de muestra, las recomendaciones para su
conservacion, existencia de respaldos y, en su caso, propiedad intelectual
asociada. Esto permite obtener informacién importante sobre el recurso
genético, que sera de utilidad para la posterior experimentacion, uso y
manejo del mismo.

Sin embargo, los Datos Pasaporte no son los Unicos datos que deben
encontrarse asociados a los recursos genéticos, ya que las actividades
relacionadas con su almacenamiento y manejo (como se ha discutido en
los capitulos relacionados a cada tipo de recurso) involucran un estricto
control de inventario. Iddneamente, los recursos genéticos son
regenerados, replicados, experimentados, respaldados y distribuidos para
su uso. Esto tiene como consecuencia natural que el abordaje de los datos
de los recursos genéticos no solamente esté ligado a su naturaleza
biolégica u origen, sino a funciones operativas y logisticas tales como
inventarios, calendarios y localizacion de respaldos e identificacion de los
usos que se le daran a cada recurso (conservacion, distribucion,
investigacion, etc.).

De igual manera, es necesario tener la capacidad de compartir la
informacién disponible de manera diferencial con los diferentes usuarios
dentro de la institucion, otras instituciones y el publico en general, por lo
gue un adecuado sistema de acceso a la informacién es parte integral de
la gestiéon de la informacién proveniente de los recursos genéticos.

Dado lo anterior, resulta evidente la necesidad de una aproximacion a la
informacién que requiere de un sistema de bases de datos que permita la
integracion de los tres conceptos ya detallados, el manejo de la
informacién biolégica y de conservacion, el manejo operativo, y el acceso
a la informacién por los diferentes usuarios. Las diferentes instituciones
han dado solucién a estos requerimientos de diversas formas, las mas
utilizadas en México se presentan a continuacioén.

GRIN-Global.

Es el sistema global de gestion de informacidn de bancos de
germoplasma. El costo y los desafios técnicos de desarrollar y mantener
un sistema de gestiéon e informacién de bancos de germoplasma puede
ser desalentador, el Crop Trust y el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA) han abordado estos desafios a través de la
evolucion del sistema de informaciéon GRIN (Germplasm Resource
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Information Network) en un escalable y flexible sistema sin costo alguno,
Ilamado GRIN-Global. El objetivo del desarrollo del sistema GRIN-Global es
proporcionar a los bancos de genes de cultivos del mundo un sistema de
gestion de informacion de recursos genéticos vegetales poderoso, flexible
y facil de usar que constituira la piedra angular para una red global
eficiente y efectiva de bancos de germoplasma para salvaguardar
permanentemente los recursos genéticos vegetales vitales para
seguridad alimentaria mundial, y alentar el uso de estos recursos por parte
de investigadores, criadores y productores agricolas. Al mejorar la
capacidad de los bancos de germoplasma para proporcionar datos a un
sistema de informaciéon de nivel de acceso global, sera posible evaluar con
mayor precision el estado del mundo para los recursos fitogenéticos e
identificar necesidades globales prioritarias para la conservacion de los
recursos fitogenéticos.

GRIN-Global es utilizado actualmente por trece bancos de germoplasma
a nivel mundial, cuatro en el Consorcio para la Investigacion Agricola
(CGIAR) y nueve en programas nacionales. Otros veinticuatro bancos,
incluidos cuatro del CGIAR, estan evaluando o estdan en proceso de
implementacion de GRIN-Global como su principal sistema de gestiéon de
sus bancos de germoplasma. En México, el Centro Internacional de
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) ubicado en Texcoco, Estado de
México, es una organizacion de investigaciéon y capacitacion sin fines de
lucro (https://www.cimmyt.org/es/acerca-del-cimmyt/) perteneciente al
CGIAR y cuyo banco de germoplasma cuenta con un notable catalogo de
diversidad genética viva que comprende mas de 28,000 colecciones
Unicas de semillas de maiz y 150,000 de trigo gestiona todas las actividades
y datos generados del banco de germoplasma con el sistema GRIN-Global
(https://www.cimmyt.org/es/nuestro-trabajo/recursos-geneticos/).

GRIN-Global es una opcién real para cualquier institucidn que cuente con
un banco de germoplasma de recursos fitogenéticos ya que gestiona los
procesos y almacena los datos generados por las actividades diarias de los
bancos. Ademas de no tener costo alguno y, al ser un sistema de cédigo
abierto, cualquier usuario puede obtener este cédigo
(https://gitlab.com/GRIN-Global) y modificarlo segln sea su conveniencia.
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Genesys.

Genesys es una base de datos que permite a los usuarios explorar la
diversidad mundial de cultivos conservada en bancos de germoplasma a
través de un solo sitio web. No es un sistema de gestion de bancos de
germoplasma; sin embargo, permite a los bancos de germoplasma,
instituciones y centros de investigacion publicar los datos de sus
accesiones en el portal. Es un repositorio que permite publicar los datos
relacionados a las accesiones de un banco de germoplasma y que redne
una gran cantidad de informacién debido al gran niumero de instituciones
de todo el mundo que contribuyen a elloy permitiendo que a través de un
solo sitio web se encuentre la informacién deseada; sin embargo, es
importante tomar en cuenta que no es un sistema que gestione las
actividades diarias de un banco de germoplasma, sino un repositorio de
informacién a nivel mundial.

Actividades del CNRG.

Dadas las caracteristicas del CNRG que alberga cinco tipos de
germoplasma, para el manejoy documentaciéon de la informacién al inicio
se recurrié a diferentes plataformas que estan disponibles para su uso
libre, ya que no existia un sistema integral para el manejo de los cinco.
Cada una de estas plataformas estd dedicada a un solo tipo de
germoplasma, para el caso de los recursos fitogenéticos se implement? el
sistema GRIN-Global el cual nos brinda la oportunidad de almacenar,
manejar y compartir la informacién capturada con investigadores del
mismo Instituto. Para el caso de los recursos genéticos pecuarios se
implementd la plataforma Animal-GRIN, desarrollada por la Agricultural
Research Service (ARS).

Este es un sistema que se configura en un servidor web y al igual que
GRIN-Global se puede configurar para adaptarlo al banco de
germoplasma, permitiendo también capturar la taxonomia que se
requiera, aunque no se tiene el control de administrador.

Para el caso de los recursos genéticos microbianos se utilizd la base de
datos World Data Centre for Microorganisms (WDCM) y una base de datos
en Excel creada especificamente por ellos.

Sistema integral CNRG.

A pesar de que se han desarrollado varias bases de datos para el manejo
de recursos genéticos y de los muchos beneficios brindados por los
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sistemas implementados antes mencionados, una limitante importante
para el CNRG, es que dichos sistemas de informacion obligan a manejar la
informacion de manera independiente por cada laboratorio/subsistema.
Esto deriva no sélo en una considerable redundancia en la informacion,
sino ademas dificulta el adecuado intercambio de informacion inter-
subsistema, entorpece el manejo relacionado con el almacenamiento, la
regeneracion, el uso y la distribucién de los recursos genéticos. El CNRG
requiere un sistema integral para el almacenamiento y manejo de la
informacién en el cual se puedan unificar los cinco subsistemas
independientemente de las considerables diferencias que existen en las
caracteristicas de la informacidn de sus respectivos recursos.

Para esto, se comenzo el desarrollo de un sistema de bases de datos que
permitiera un manejo facil y adecuado de la informacién entre las
colecciones de germoplasma del CNRG, este fue un trabajo que se inicid
en conjunto con la Universidad de Tsukuba (UT) y el entonces National
Institute of Agrobiological Sciences --ahora National Agriculture and Food
Research Organization (NARQO). En 2015 como parte del proyecto “Science
and Technology Research Partnership for Sustainable Development
(SATREPS)” un nuevo programa internacional de investigacion financiado
por la Japan Science and Technology Agency (JST) y por la Japan
International Cooperation Agency (JICA), implementado entre UT/NARO y
el CNRG-INIFAP, que inicié operaciones en el afio 2012.

Esta cooperacion entre México y Japdn inicid desde el proceso de
establecimiento del CNRG en el cual Investigadores de la UT y NARO
apoyaron en el drea de manejo de germoplasma y diferentes enfoques de
conservacion in vitro.

El proyecto de cooperacién fue propuesto para fortalecer la capacidad del
CNRG y generar informacién de especies de plantas alimenticias de
interés entre México y Japdn. Se contemplaron tres metas: 1)evaluacion de
la diversidad genética y estrategia de utilizacion sustentable en el CNRG,
2)establecimiento de métodos de conservacién a largo plazo para
especies especificas y preparacion de manuales relevantes y 3)definiciéon
de estrategia de acceso y distribucién de beneficios en el CNRC.

Como parte de los objetivos de la meta tres, se contemplo el de construir
un sistema de acceso a la informacioén referente a los datos pasaporte de
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los recursos genéticos. Por lo que, se establecié el objetivo particular de
desarrollar un sistema de base de datos para datos pasaporte.

Modelo de Base de datos del CNRG.

Derivado de este proyecto se planeo la estrategia para el manejo de los
datos pasaporte. Esto permitio la proyeccidon de un sistema de bases de
datos mucho mas robusto al originalmente planteado. Sin embargo, dada
la complejidad del sistema completo, se decididé un abordaje gradual para
el mismo, donde el desarrollo y la implementacién de la base de datos
pasaporte seria prioritaria, de tal forma que el objetivo relacionado con el
manejo de la informacién de la meta 3 del proyecto de SATREPS fuese
cubierto adecuadamente.

El sistema integral de bases de datos del CNRG contempla cuatro bases
de datos. La primera, ya mencionada, contiene todos los datos pasaporte
de los recursos genéticos. La segunda, comprende la localizacion de los
recursos genéticos dentro del Centro. La tercera, incorpora toda la
informacién relacionada a caracteristicas para cada accesidén, como lo son
la evaluacién, el genotipo, el fenotipo, asi como imagenes tanto de la
accesion como de su entorno y usos. La cuarta, consiste en una base de
datos en web para la consulta publica de la informacién, asi como para el
adecuado intercambio de informacidn con otras bases de datos del
mundo.

Desarrollo e implementacion de la base de datos (BD) pasaporte.
Disenio.

Se desarroll6 el disefio del esquema de la BD de datos pasaporte en el cual
se incluyen los cinco subsistemas de germoplasma.

Para el esquema de la Base de Datos Pasaporte (BDP) se utilizd el modelo
de bases de datos relacional con el Sistema de Gestion de Base de datos
Relacional (RDBMS) por medio del lenguaje de consulta estructurado
MySQL (ref) y se utilizé la lista de datos pasaporte de EURISCO que es un
estandar internacional para el manejo de informacidén y que permite el
intercambio adecuado de informacién con otros sistemas de BD del
mundo.

Uno de los retos mas importantes radica en las enormes diferencias entre
la informacidn relevante para cada subsistema, asi como solucionar el
intercambio de informacidn entre estos, ya que un mismo organismo
puede pertenecer a mas de un subsistema en determinadas
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circunstancias. Para dar solucidn a esta problematica, se recopild
informacion a partir de las diferentes formas que se tenian para registrar
los datos del germoplasma y en conjunto con los curadores de cada
subsistema se realizé el disefio del esquema, que derivo en la definicion
puntual del concepto de Accesion, asi como el concepto de Unidad de
Germoplasma.

Numero de coleccién y Unidad de Germoplasma.

Uno de los objetivos principales es reducir al maximo la redundancia de
informacién y poder unificar todos los subsistemas a nivel de accesion con
un identificador, este identificador cumple con una definicién interna de
accesion; los criterios para la designacidén de una accesién consideran la
taxonomia, referencia geografica y fecha de colecta, entre algunos otros
criterios especificos por el tipo de germoplasma, asi que, si la informacién
de estos criterios es la misma, las muestras comparten el identificador. El
concepto de Unidad de Germoplasma permite lograr un identificador
Unico para cada accesion independientemente del subsistema que la
maneje, conservando la pertenencia a la accesion respectiva (Castro-
Cortes et al, 2018). La Unidad de Germoplasma contiene informacion
relevante respecto a almacenamiento, tipo de muestra, origen, etc.
conservando relacidén con los datos vinculados al NUumero de Coleccion,
donde estan los datos taxondmicos, de geolocalizacion y fecha de colecta.
En consecuencia, elementos que tradicionalmente eran almacenados
como accesiones independientes ahora seran almacenadas como un
subgrupo del mismo numero de coleccion. Este concepto permite
manejar diferentes germoplasmas independientemente del tipo de
muestra, tratamiento, el laboratorio en donde se encuentran, su ubicacion
fisica y el subsistema al que se encuentran asociadas.

Templado.

Una vez terminado el disefo del esquema se disend un templado en Excel
(Microsoft) con todos los campos ordenados por categorias y con una
clasificacién general para todos los tipos de germoplasma y una particular
para cada uno de ellos, aunque esto no impide que, si se requiere, se
puedan utilizar campos exclusivos de otro tipo de germoplasma, lo cual
permite al esquema ser flexible. Con éste templado se facilita la captura
de los datos.
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Sistema de entrada/salida.

Se disefid un sistema de entrada/salida de datos en PHP, el cual de forma
automatica realiza la discriminacion de criterios para hacer la asignacion
de una nueva accesion o de una unidad de germoplasma de una accesion
ya existente. Para utilizar este sistema en la insercidén de datos se utilizan
los datos capturados en el templado en Excel.

Interfaz web.

Para la recuperaciéon de informacion de la BD de datos pasaporte de forma
facil se disend y desarrollo de una interfaz web que permitiera a los
usuarios curadores y técnicos realizar consultas de la informacidén que
corresponda al subsistema con el que trabajan (Chavez-Flores, 2018).

En esta interfaz se cuenta con un sistema de acceso restringido con
diferentes perfiles de permisos. El acceso de Curador tiene acceso a todas
las funciones de captura, edicién y consultas bdasicas y avanzadas
aplicando filtros de acuerdo a las necesidades de cada usuario, la
informacién se puede visualizar por accesidon y por Unidad de
Germoplasma, asi también puede obtener reportes personalizados en un
archivo en formato PDF y en formato csy, este Ultimo puede ser utilizado
en otros programas que requieran de este formato. Por otro lado, el perfil
de técnico se encuentra limitado a realizar consultas y generar reportes de
la informacién, mientras que el perfil de publico, permite a cualquier
usuario sin necesidad de registrarse consultar informacion basica del
germoplasma que se tiene resguardado en el CNRG y generar un reporte
con minimo pero suficiente informacién. Esto permite el control sobre la
visualizacién, la modificacién y la eliminacién de informacién.

Desarrollo e implementaciéon del sistema completo.

Actualmente se cuenta con el disefio del esquema de la BD de localizacién
de las accesiones y UG dentro del CNRG y con un templado en Excel para
comenzar con el llenado de la informacién y continuar con la relacién a la
BD para datos pasaporte. A la par, se comenzara con el diseno del
esquema de la BD de caracteristicas.
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Fortalezas y capacidades.
El sistema de BD se encuentra alojado en un servidor en las Oficinas
Centrales del INIFAP con 5429 accesionesy 7875 UG de los subsistemas de
semillas ortodoxas, in vitro, microorganismos y pecuario, cuenta con cinco
usuarios curadores, cinco usuarios técnicos y un administrador, por el
momento sélo se tiene acceso localmente.
Se podra realizar la captura de la informacién de datos pasaporte de todas
las accesiones y UG que se resguarden en el CNRG y se podran registrar
tantos usuarios como sean necesarios.

Conclusiones.

La implementacion del SBD cubre la necesidad de contar un con un
sistema integral para el manejo adecuado de la informacion de los
recursos genéticos resguardados en el CNRG, solventando las limitaciones
previas derivadas por el uso de sistemas independientes. Aun cuando por
el momento el manejo de la informacién es sélo de datos pasaporte, este
abordaje es pionero en la materia y sera de utilidad para usuarios a
diferentes niveles; posteriormente representard una alternativa para el
manejo de toda la informacién (pasaporte, caracteristicas, logistica, etc.)
implementable por cualquier institucion relacionada con el manejo de los
recursos genéticos.
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La presente obra es parte de las celebraciones del
INIFAP por los 10 afcs de desarrollar actividades
de conservacion en el Centro Nacional de
Recursos Geneéticos y donde el lector tendra |a
oportunicdad de adentrarse en temas de mucho
INnterés en recursos genéticos, No solamente como
una inroduccion al tema si ho como unha guia
de la infraestructura con la que se cuenta en el
CNRG, incluyendo también temas de actualidad
donde se esta generando nueva Informacion
de manera constante. Al mismaoc tiempo nos
seflale los caminos para acceder a informacion
especializada, cuando sea menester hacerlo.
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