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Resumen de la tesis que presenta Galilea de Jests Fonseca Gonzalez como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura

Criopreservacion de tejido gonadal del robalo blanco Centropomus viridis: efecto de crioprotectores
penetrantes y no penetrantes en la viabilidad de las células germinales

Resumen aprobado por:

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez Dra. Marisela Aguilar Juarez
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

El robalo blanco Centropomus viridis es una de las pesquerias artesanales mas importantes en el noroeste
de México, por lo que se busca optimizar su cultivo en cautiverio para satisfacer la demanda comercial. La
criopreservacion permite conservar el germoplasma por tiempo ilimitado, y en conjunto con técnicas de
trasplante, podria contribuir a apoyar los programas de reproduccién asistida en peces. Dadas las
complicaciones para criopreservar huevos y larvas de peces y que la conservacion de material genético del
esperma es incompleta, por ser células haploides, se ha propuesto la criopreservacién de las células
germinales (CG). Sin embargo, los protocolos de criopreservaciéon de CG para peces marinos son escasos.
Por tanto, el objetivo de esta tesis fue desarrollar un protocolo de criopreservacién de tejido gonadal de
robalo. La criopreservacion se realizd con etilenglicol (EG) o dimetilsulféxido (DMSO) a concentraciones de
1.5 M o0 2 M, o la combinacion de 1.5 M DMSO, lactosa (0.1 o0 0.2 M) y 10% yema de huevo. El tejido
gonadal se congeld a -80°C durante 10, 15 o 30 minutos. La disgregacion del tejido se realizd con tripsina
(0.25%, 0.30%, 0.40% o 0.50%), y las CG se aislaron con un gradiente de densidades del 10% y 40% de
Percoll. La viabilidad celular se evalud con diacetato de fluoresceina y yoduro de propidio. Las CG se
identificaron con el marcador VASA mediante inmunocitoquimica. En el tejido gonadal descongelado de
robalo, la mayor viabilidad (72%) se observé cuando se congelaron con 2 M DMSO a -80°C por 15 minutos.
La concentracion de tripsina 0.25% fue elegida para la disgregacién celular. Las CG se aislaron en la banda
de Percoll al 10%. En dicha banda se observd el 36% de células con expresion de VASA. Este protocolo
logrd una viabilidad >50% en todos los tratamientos, y una alta concentracién celular. Por lo tanto, este
estudio establece una linea base para realizar futuros protocolos de criopreservacidn de tejido gonadal de
peces marinos. Se propone como futuros estudios el trasplante de CG criopreservadas de robalo en
organismos subrogados ademas de estudios de criopreservacion de otras especies de robalo.

Palabras clave: Criopreservacion, Centropomus viridis, tejido gonadal, células germinales, VASA



Abstract of the thesis presented by Galilea de Jesus Fonseca Gonzalez as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Aquaculture

Cryopreservation of gonadal tissue of White snook Centropomus viridis: Effect of penetrant and non-
penetrant cryoprotectants on the viability of germ cells

Abstract approved by:

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chavez Dra. Marisela Aguilar Juarez
Thesis Co-director Thesis Co-director

The white snook Centropomus viridis is one of the most important artisanal fisheries in the northwest of
Mexico. Therefore, it sought to optimize its culture in captivity to satisfy commercial demand.
Cryopreservation allows germplasm to be preserved for an unlimited time, and together with transplant
techniques, it could contribute to supporting assisted reproduction programs in fish. Given the
complications of freezing fish eggs and larvae and the preservation of genetic material in sperm is
incomplete, as they are haploid cells, cryopreservation of germ cells (GCs) has been proposed. However,
GCs cryopreservation protocols for marine fish are scarce. Therefore, the objective of this thesis was to
develop a cryopreservation protocol for White snook gonadal tissue. Cryopreservation was performed
with ethylene glycol (EG) or dimethyl sulfoxide (DMSO) at concentrations of 1.5 M or 2 M, or the
combination of 1.5 M DMSO, lactose (0.1 or 0.2 M), and 10% egg yolk. Gonadal tissue was frozen at -80°C
for 10, 15, or 30 minutes. Tissue disaggregation was performed with trypsin (0.25%, 0.30%, 0.40% or
0.50%), and GCs were isolated with a density gradient of 10% and 40% Percoll. Cell viability was assessed
with fluorescein diacetate and propidium iodide. The GCs were identified with the VASA marker by
immunocytochemistry. In thawed White snook gonadal tissue, the highest viability (72%) was observed
when frozen with 2 M DMSO at -80°C for 15 minutes. A trypsin concentration of 0.25% was chosen for cell
disaggregation. GCs were isolated on the 10% Percoll band, and 36% of cells with VASA expression were
observed. This protocol achieved >50% viability in all treatments and high cell concentration. Therefore,
this study establishes a baseline for future gonadal tissue cryopreservation protocols in marine fish. The
transplantation of cryopreserved GCs of White snook in surrogate organisms and the conservation of other
snook species are suggested as future research.

Keywords: Cryopreservation, Centropomus viridis, gonadal tissue, germ cells, VASA
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Capitulo 1. Introduccidn

El robalo blanco Centropomus viridis (Lockington, 1877) es un pez de la familia Centropomidae cuya
distribucidn comprende las zonas tropicales de América, desde el golfo de California hasta Peru (Lyons et
al., 2019). A la fecha, el robalo blanco constituye una de las pesquerias artesanales de mayor importancia
en el noroeste del pais (Perera-Garcia et al., 2008; Abdo-de la Parra et al.,, 2020). Sin embargo, la
abundancia relativamente baja de estos peces en dreas costeras y bahias, la falta de optimizacién en las
condiciones de cultivo y la falta de literatura sobre su biologia y ecologia, permitieron a la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) considerar al robalo blanco como una especie
en peligro, en un estatus de preocupacidon menor (Vanacor-Barroso et al., 2002; Vergara-Chen, 2014;
Labastida et al., 2013; Lyons et al., 2019). Ademas, el cultivo de estos peces no ha sido completamente
desarrollado. En 2018, se logrd por primera vez con éxito el desarrollo del cultivo en cautiverio a nivel
piloto por el personal del Centro de Investigacidn en Alimentacion y Desarrollo (CIAD) (INAPESCA, 2020)
en Mazatlan, Sinaloa. De esta manera, la primera produccion de alevines de robalo blanco, se trasladé a
la granja de Maricultura del Pacifico, empresa que se ubica en el municipio de Mazatlan, la cual tiene el
objetivo de continuar con el desarrollo de estos alevines e iniciar el cultivo y comercializacién de robalo
blanco; lo que resulta en la apertura de un importante mercado para estos peces. Por tal motivo, la
investigacion sobre la biotecnologia reproductiva que permita optimizar la reproduccién de C. viridis
ayudaria significativamente a mejorar la intensidad y capacidad de los cultivos de estos peces para la actual
demanda que existe en el mercado. Proceso que ademas contribuiria a generar nuevas fuentes de empleo

y con esto incrementar los ingresos de la localidad (Diaz & Neira, 2005; Ibarra-Castro et al., 2017).

Una estrategia que ha tomado importancia en los ultimos afios para facilitar la reproduccion de peces en
cultivo es la criopreservacion de los gametos de estos organismos (Morrell & Mayer, 2017; Cabrita et al.,
2010). La técnica consiste en enfriar y almacenar los gametos a ultrabajas temperaturas (-196 °C) y
extender la viabilidad celular por tiempo indefinido, sin alterar sus funciones fisioldgicas (Diwan et al.,
2010; Ventura-Juncd, 2013). No obstante, los protocolos de criopreservacion son considerados especie-
especificos (Avila-Portillo et al., 2006; Fickel et al., 2007), por lo que es necesario el desarrollo de
protocolos acordes a los requerimientos fisioldgicos de la especie que se desea criopreservar. Por tanto,
es necesario la elaboracion de estrategias que permitan incrementar los resultados de viabilidad del tejido

o célula a conservar en condiciones criogénicas (Wolkers y Oldenhof, 2007).
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Asi mismo, la técnica de criopreservacion podria contribuir a la optimizacién de la reproduccién del robalo
blanco en condiciones de cautiverio. El objetivo de la técnica es preservar el germoplasma de las especies
gue presenten potencial para el cultivo y utilizar este material genético en el momento requerido para
procesos de reproduccion asistida o diferentes estudios como trasplantes alogénicos o xenogénicos. Esta
estrategia podria contribuir a mantener o mejorar las condiciones de supervivencia de una especie,
durante su mantenimiento en condiciones controladas. Ademas, la criopreservacién de células germinales
(CG) (Kobayashi et al., 2003; Psenicka et al., 2015), tejidos (Golpour et al., 2016), embriones (Franék et al.,
2019a) y espermatozoides (Andriani et al., 2018), podrian ayudar en los programas de produccidn acuicola,
repoblamiento, conservacién de especies en peligro de extincién y mejoramiento genético de las especies
(Martinez-Paramo et al., 2017; Paniagua-Chavez et al., 2011). Hasta la fecha se sabe que existen mas de
200 protocolos de criopreservacion de esperma para diferentes especies de peces (Tiersch et al., 2007).
Sin duda, la androgénesis permite producir un organismo por medio de células sexuales masculinas, sin
embargo, esta técnica al proporcionar solo herencia paterna impide conservar el total de caracteristicas
genéticas deseables (Komen y Thorgard, 2007). Asimismo, la técnica se ha visto limitada durante la
preservacion de huevos y embriones (Rawson, 2005). En el caso de los huevos de peces marinos, por
ejemplo, el tamafio (0.24 mm a 6.5 mm de didmetro) y la impermeabilidad de su membrana, son factores
que han limitado la penetracion de los agentes crioprotectores (ACP), por lo que el congelamiento no se
logra de manera uniforme y ocasiona la formacidn de cristales de hielo, los cuales suelen provocar dafo

celular y tisular (Edashige et al., 2006; Diwan et al., 2010; Barneche et al., 2018).

En la actualidad, la criopreservacidn de las CG, podria ser una mejor una alternativa para la preservacion
de la diversidad genética de especies con importancia comercial y ecolégica (PSenicka et al., 2015; Franék
et al., 2019b). Lo anterior se debe a que las CG tienen aun la capacidad de poder diferenciarse en células
sexuales masculinas o femeninas, por lo que pueden ser trasplantadas a un organismo receptor, migrar a
la génada, proliferar y diferenciarse en esperma u ovocito, segun las necesidades. Este procedimiento
podria ser relevante en la optimizacidn de los programas de reproduccién (Cinalli et al., 2008; Lacerda et

al., 2013; Robles et al., 2016).

En este contexto, este trabajo pretende desarrollar un protocolo para la criopreservacion de tejido gonadal
del robalo blanco Centropomus viridis, lo que podria contribuir a optimizar el cultivo de estos peces en
sistemas controlados para establecer un programa de su reproducciéon en cautiverio. Ademas, este
proyecto serviria de base para la preservacion de esta y otras especies de la familia Centropomidae, y daria

la pauta para futuros estudios genéticos para el mejoramiento de esta especie.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la especie robalo blanco Centropomus viridis

1.1.1.1 Taxonomia y distribucién

El robalo blanco Centropomus viridis (Lockington 1877) es un pez de la familia Centropomidae. Dentro de
la familia existen dos subfamilias, Latinae y Centropominae. En esta ultima se encuentra el género
Centropomus, el cual tiene un total de 12 especies (Carvalho-Filho et al., 2019) de caracteristicas muy

similares (Figura 1).

Figura 1.Robalo Blanco Centropomus Viridis (Recuperado de: https://biogeodb.stri.si.edu/sftep/es/thefishes/specie

s/1091).

El cuerpo de estos peces es alargado de una coloracion plateada y una caracteristica linea lateral de color
negro que recorre longitudinalmente el cuerpo. Tienen 2 aletas dorsales, una caudal y una aleta anal de
color oscuro (Maldonado, 2004). Actualmente, |a literatura para la identificacion morfolégica de C. viridis
es escasa. Sin embargo, es posible identificar a esta especie por la forma triangular de su primera aleta

dorsal y el numero de radios (8 0 9) en la segunda aleta dorsal (Martinez-Brown et al., 2021).

El tamafio comercial de estos peces es de 60 cm, aunque pueden llegar hasta 120 cm y alcanzar un peso
de 23.8 kg (Taylor et al., 2000). La distribucion (Figura 2) de estos organismos va desde las costas de Baja

California Sur hasta el sur de Paita en Peru (Lyons et al., 2019).


https://biogeodb.stri.si.edu/sftep/es/thefishes/species/1091
https://biogeodb.stri.si.edu/sftep/es/thefishes/species/1091
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Distribucién geografica de Centropomus viridis (Lyons et al., 2019).

En general, los robalos son organismos que se caracterizan por un ciclo de vida catddromo (Figura 3), es

decir, permanecen gran parte de su vida en bahias, esteros y partes bajas de los cauces de aguas dulces.

Para su reproduccidn se desplazan a aguas marinas y una vez formadas las larvas, estas migran a estuarios

y rios, donde se desarrollan hasta alcanzar la madurez sexual (INAPESCA, 2014; Gassman et al., 2016). El

robalo blanco C. viridis alcanza la madurez sexual hasta llegar a los 70 cm en machos y 72 cm en hembras

(Ortega-Lizarraga et al., 2014). En el ciclo de vida protandrico de estos peces todos los organismos crecen

como machos y después de aproximadamente 3 afios, los peces comienzan a madurar y algunos se

diferenciaran como hembras (Taylor et al., 2000).
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Figura 3. Ciclo de vida de robalo blanco Centropomus viridis (CONAPESCA, s.f.).

Desove

1.1.1.3 Importancia econdémica

En México, el robalo constituye una de las principales pesquerias artesanales (Perera et al., 2008; Abdo-
de la Parra et al., 2020). La produccién de estos peces durante 2017 oscilé entre las 16 mil toneladas con
un valor de produccién de 755 millones de pesos (Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019), por
lo que esta especie es considerada un importante recurso pesquero para al pais. La demanda de estos
organismos se debe al buen sabor de su filete, y a los precios en el mercado, los cuales oscilan en los $224
pesos mexicanos por kilo, hasta $574 si se trata de filete (Secretaria de Pesca, 1994; Labastida-Che et al.,
2013; INAPESCA, 2014; PROFECO, 2019; Martinez et al., 2021). No obstante, la pesqueria del robalo es
estacional, por lo que existe una gran inconsistencia de este producto en el mercado a lo largo del afo
(Secretaria de Pesca, 1994; Joris et al., 2018). Debido a su creciente demanda y en respuesta a la presién
pesquera, la talla minima de pesca para hembras de C. viridis ha sido reajustada, pasando de 88 cm a 67
cm en 5 afios (Tapia-Varela et al., 2020). Este cambio ha generado un desequilibrio en la poblacién de
hembras con respecto a la de machos. Por tanto, la pesca no controlada y el ajuste en talla minima de
pesca ha provocado que los individuos de esta especie no alcancen a madurar sexualmente. Es por ello
que, debido al interés en el desarrollo de cultivo de robalo en condiciones controladas, actualmente en
México, se han implementado programas de regulacidn para la explotacion sostenible de la pesqueria de

robalo en el Pacifico mexicano (lbarra-Castro et al., 2017; Tapia-Varela et al., 2020).



1.1.2 Criopreservacion de tejido gonadal de peces

La criopreservacion de esperma de peces ha sido exitosa para un gran nimero de especies de peces
(Tiersch et al., 2007). Sin embargo, la criopreservacion de ovocitos, embriones y larvas ha sido uno de los
retos mas importantes para el desarrollo de esta técnica (Odintsova et al., 2009; Tsai et al., 2012). Entre
las limitaciones observadas se encuentra el tamafio de la célula, la gran cantidad de vitelo, la toxicidad de
los ACP y la sensibilidad de los ovocitos, larvas y embriones al choque térmico al que se someten en la
criopreservacion (Okutsu et al., 2006; Edashige et al., 2006; Asturiano et al., 2017; Martinez-Paramo et al.,
2017). Ademads, es importante considerar que las caracteristicas fisioldgicas de los organismos varian entre
especies y, por lo tanto, la criopreservacion al depender de dichas caracteristicas se convierte en una
técnica especie-especifica (Park y Chapman, 2005). Por lo que cabe la posibilidad de que un protocolo
establecido para una especie no podria funcionar para otra. Incluso se ha sugerido que la técnica debe ser

realizada de manera especifica segun el tipo de célula o tejido (Fickel et al., 2007).

De esta manera, se ha optado por otras opciones como la criopreservacién de las CG, las cuales tienen
ventajas como: (1) transmitir informacidn genética a las préximas generaciones, (2) su tamafio pequefio
les permite ser criopreservadas y (3) son precursoras de gametos tanto masculinos como femeninos
(Kawakami et al., 2012; Yoshizaki y Lee, 2018; Routray, 2020). A la fecha, la criopreservacion de las CG ha
sido realizada en diversas especies (Tabla 1) como en la trucha Oncorhynchus mykiss (Kobayashi et al.,
2007) donde etilenglicol (EG) fue el ACP con mayor resultado de células viables (~51 %). Asimismo, la
criopreservacion de espermatogonias en el pez cebra Danio rerio (Marinovic et al., 2019) y el bagre
Ictalurus furcatus (Abualreesh et al., 2020) resulté con una viabilidad de aproximadamente 40 %, utilizando
una combinacion de dimetilsulféxido (DMSO), trehalosa y ASB, y una mezcla de DMSO, lactosa y extracto
de yema de huevo respectivamente. Sin embargo, en el caso de la criopreservacion de oogonias del tejido
gonadal, las investigaciones son escasas y solo algunos trabajos con especies como Anguilla anguilla
presentaron resultados favorables, utilizando una combinacién de DMSO, glucosa y ASB (Séeki¢ et al.,
2020). Estos resultados, reflejan la variabilidad que puede existir con el uso de diferentes ACP utilizados

en las diferentes especies.

Actualmente, el material genético, tal como el tejido gonadal de especies acudticas como el pez cebra
Danio rerio y la tilapia, Oreochromis niloticus, entre otras, es mantenido en los criobancos, los cuales tienen
el objetivo de preservar el germoplasma de organismos en peligro de extincién o de interés comercial
(Luvoni y Colombo, 2020). A la fecha, se ha criopreservado el tejido gonadal de distintos peces con el

objetivo de apoyar a los programas de investigacidn genética, y de optimizar los procesos de reproduccion
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en condiciones de cautiverio o conservacién de especies en peligro de extinciéon (Labbé et al., 2013;

Martinez-Paramo et al., 2017).

Tabla 1. Estudios de criopreservacion de tejido gonadal en especies acuaticas.
NOMBRE FAMILA MATERIAL BIOLOGICO
ESPECIE COMUN HABITAT CRIOPRESERVADO CITA
Oreochromis Cichlidae Lacerda et al.,
niloticus Tilapia de Nilo Agua dulce Espermatogonias 2010
) ) Tenca Xysgr:jljlacz Espermatogonias y Linhartova et
Tinca tinca g espermatocitos al., 2014
Cyprinidae L
Gnathopogon Honmoroko Agua dulce Espermatogonias Higaki et .,
caerulescens 2017
] ) c , Xypnr:jldlae Espermatogonias y Lujic et al.,
Cyprinus carpio arpa comun gua dulce oogonias 2018
Cyprinidae Franék et al
Cyprinus carpio Carpa comun Agua dulce Espermatogonias 50193 N
Cyprinidae Franék et al
Cyprinus carpio Carpa comun Agua dulce Oogonias 2019b N
Cyprinidae Higaki et al
Danio rerio Pez cebra Agua dulce Oogonias N
2013
Cyprinidae . Marinovic et
Danio rerio Pez cebra Agua dulce Espermatogonias al. 2018
Cyprinidae . Marques et al.,
Danio rerio Pez cebra Agua dulce Oogonias
2019
Cyprinidae . Marinovic et
Danio rerio Pez cebra Agua dulce Espermatogonias al. 2019
) - Esturidn Aiﬁggii;d:e Espermatogonias y PSenicka et al.,
Acipenser baerii siberiano oogonias 2016
Salmonidae s
Brachymystax Lenok Anadromo Espermatogonias Leey Yoshizaki,
lenok 2016
Salmonidae
Oncorhynchus Trucha arcoiris Anadromo Oogonias Lee et al., 2016

mykiss




Salmonidae

Oncorhynchus Trucha arcoiris Anadromo PGCs, oogoma_s y Yoshizakiy Lee,
mykiss espermatogonias 2018
. . AngIU|II|dae . Séeki¢ et al.,

Anguilla Anguilla Anguila comun Catddromo Oogonias 2020

Ictaluridae

Agua dulce i Abualreesh et
Ictalurus furcatus Bagre azul 8 Espermatogonias al., 2020

Melanotaeniidae

Melanotaenia Pez arcoiris Agua dulce Espermatogonias Rivers et al.,
fluviatilis australiano 2020

1.1.3 Agentes crioprotectores

En el desarrollo de la criopreservacion intervienen distintos factores, entre ellos los ACP, los cuales son
sustancias quimicas necesarias para brindar proteccion a la célula contra los dafios al momento de
someterse a bajas temperaturas (Tiersch et al., 2007; Yang y Tiersch, 2008). Por ejemplo, durante este
proceso, la célula se deshidrata y se comienzan a formar cristales de hielo que provocan dafio a la
membrana (Whaley et al., 2021). Los ACP ayudan a disminuir el punto eutéctico (temperatura a la cual el
liquido y solutos comienzan a solidificarse) de la solucion celular. De este modo, las células se deshidratan
rapidamente (impidiendo la formacién de cristales) y el gradiente osmético disminuye (Avila-Portillo et al.,

2006).

Por tanto, en funcidn de su permeabilidad los ACP se suelen clasificar en: (1) penetrantes (DMSO, glicerol,
metanol, etilenglicol) que actian en el interior de la célula, y (2) no penetrantes (sacarosa, glucosa, yema
de huevo, lactosa) que ejercen su funcién fuera de la célula. Es comun la utilizacién de ACP de manera
individual o en combinacién de ACP penetrantes y no penetrantes para intentar otorgarle mayor
proyeccion a las células (Whaley et al., 2021). Sin embargo, los ACP pueden llegar a ser téxicos para las
células por lo que es necesario optimizar el tipo y la concentracién del (los) ACP de acuerdo con el tipo de
célula a criopreservar. Estas evidencias confirman la caracteristica especie-especifica de la técnica de

criopreservacion (Tiersch, 2007).



1.1.4 Gradiente de densidades de Percoll

El enriqguecimiento celular consiste en el aislamiento de un tipo de célula que se encuentra en una
suspension heterogénea, de tal manera que se aumenta la representatividad de la linea celular deseada
(Huang et al., 2017; Goetz et al., 2018). El tejido gonadal de los peces estd compuesto principalmente por
células somaticas y germinales (Parenti y Grier, 2004). Por lo que las técnicas de enriquecimiento celular
como el gradiente de densidades de Percoll son necesarias para aislar estas células de manera sencilla y
econdémica (Linhartova et al., 2014). El Percoll es un compuesto formado por esferas sélidas de silice
recubiertas de polivinilpirrolidona que permiten la separacidn de poblaciones de células segin su densidad
(Pertoft et al., 1978; Hae-Lee et al., 2009), lo que genera la formacién de bandas por gradiente de
densidades celulares (Figura 4). Sin embargo, la formacion de este gradiente de densidad puede verse
alterado por factores técnicos como el tiempo y la velocidad de centrifugacion, la inclinacién del rotor, el
tamanio del tubo, y el disolvente utilizado, entre otros (Pertoft et al., 1978; Hernandez-Pichardo et al.,
2015).

T Top-20%

— 20-25%

— 25-30%

— 30-35%

— 35-40%

— 40-50%

— 50-60%

— 60%-Bottom

Figura 4.Formacion de bandas por el gradiente de densidades de Percoll para separacion de células de tejido gonadal
de medaka Oryzias latipes (Recuperado de Ryu et al., 2020).

A la fecha, el gradiente de densidades por Percoll ha sido utilizado con éxito para la separacién de las CG
a partir de una mezcla heterogénea de células. Los resultados sugieren que la mayor cantidad de las CG se
concentran en las bandas de Percoll del 10 %, 20 % o 30 %. Esta observacién, ha sido reportada en peces
como el esturidn siberiano Acipenser baerii, especie en la que se encontrd la mayor cantidad de CG en la
banda de Percoll al 10 %y 20 %, donde se obtuvo un 81 %y 78 % de CG, respectivamente (Psenicka et al.,
2015).



10
Mientras que en la medaka comun, Oryzias latipes, en la banda de Percoll al 30-35 % fue donde se observo
la mayor concentracidon de CG (Ryu y Gong, 2020), similar a lo encontrado en el bagre negro, Rhamdia
quelen, donde se obtuvo aproximadamente un 70 % de CG en la banda de Percoll al 30 % (Lacerda et al.,

2018).

1.1.5 Identificacion molecular de células germinales

El trasplante de CG se ha catalogado como una herramienta importante en la reproduccidn asistida. En la
acuicultura, el trasplante de CG en conjunto con la criopreservacidn, son técnicas que se utilizan para

preservar material genético de especies de interés econdmico o en peligro de extincién (Brinster, 2007).

Las CG criopreservadas se trasplantan en la cavidad peritoneal de receptores alogénicos (misma especie)
0 xenogénicos (especies diferentes pero filogenéticamente cercanas) para posteriormente migrar a la

gbénada y diferenciarse en gametos masculinos o femeninos (Kobayashi et al., 2003; Cooper, 2012)).

Es necesario conocer el porcentaje de CG que migran y logran colonizar en la génada del organismo
receptor. Por lo que se utilizan marcadores genéticos especificos para realizar la identificacién molecular
de las células. El germoplasma contiene determinantes que ayudan en el desarrollo de la linea germinal.
De los genes que intervienen en la diferenciacién de las CG de la linea germinal podemos mencionar el gen

Vasa, Nanos-1, Dazl y Bucky ball, entre otros (Franék y PSenicka, 2020).

En estudios anteriores los marcadores moleculares han sido Utiles para la identificacién de las CG. Tal es
el caso del esturidn siberiano Acipenser baerii y el esturién ruso Acipenser gueldenstaedtii, en dichas
especies se utilizo la proteina VASA para confirmar la presencia de CG en el tejido gonadal (Rzepkowska et
al., 2013). Asimismo, se han tenido resultados exitosos para identificar espermatogonias aisladas de la

corvina, Argyrosomus regius, al utilizar los anticuerpos antioct4 y antivasa (Zupa et al., 2020).

1.2 Justificacion

El robalo blanco es una especie con potencial econdmico en México y Estados Unidos, su principal
importancia radica en las pesquerias artesanales del noroeste de México. Sin embargo, el cultivo en

cautiverio de esta especie necesita ser optimizada para satisfacer la demanda comercial. Ademas, la
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literatura acerca del estatus ecoldgico de la especie es escasa por lo que el nivel de la poblacion de robalo

es incierto.

La criopreservacién es una técnica que permite detener procesos bioldgicos mediante la reduccion de la
actividad metabdlica al someter y preservar las células a temperaturas de -196 °C. Por tanto, esta técnica
posibilita la conservacion de material genético de un organismo a través de tejido o células. A la fecha
existen protocolos para la criopreservacion de esperma de aproximadamente mas de 200 especies de
peces. No obstante, los espermatozoides son células haploides, por lo que se limita la conservacidn de
material genético completo. En el caso de la criopreservacién de huevos, larvas y embriones de peces, los
protocolos de criopreservacion se ven limitados debido al gran tamafio celular, impermeabilidad de la
membrana celular y susceptibilidad a dafios de la célula al ser congeladas, lo que genera complicaciones

para su criopreservacion.

Una alternativa para la conservacion de germoplasma de peces es la criopreservacion de CG, las cuales
tienen la capacidad de diferenciarse en gametos masculinos o femeninos y de esta manera conservar el
material genético completo. Asimismo, en conjunto con el trasplante de las CG en organismos receptores,
estas valiosas técnicas contribuirdn a optimizar los programas de reproduccién en sistemas de cultivo

controlados.

Por consiguiente, este proyecto pretende lograr el desarrollo y estandarizacién de un protocolo de
criopreservacion del tejido gonadal del robalo blanco, Centropomus viridis, con el fin de obtener CG viables
para contribuir a la investigacidon genética y apoyar a los programas de reproduccidn asistida de robalo
blanco. Al mismo tiempo, se podran establecer las bases para estandarizar los protocolos de

criopreservacion de germoplasma de especies filogenéticamente cercanas al robalo blanco.

1.3 Hipétesis

La viabilidad de las CG obtenidas del tejido gonadal descongelado, serd mayor al 50 % cuando se
criopreserven con una mezcla de ACP penetrantes como el DMSO y ACP no penetrantes como la lactosa 'y

la yema de huevo.
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1.4 Objetivos

14.1

Objetivo general

Desarrollar un protocolo de criopreservacién para el tejido gonadal del robalo blanco Centropomus viridis.

1.4.2

Objetivos especificos

Criopreservar el tejido gonadal de robalo blanco Centropomus viridis.

Determinar el crioprotector dptimo para la criopreservacion del tejido gonadal del robalo blanco
Centropomus viridis.

Evaluar el efecto de diferentes tiempos de congelacién (10, 15 y 30 minutos) a -80 °C en la
viabilidad celular.

Determinar la concentracién dptima de tripsina (0.25 %, 0.30 %, 0.40 % o 0.50 %) para la
disgregacion enzimatica del tejido gonadal.

Evaluar la viabilidad celular utilizando la tincién doble de diacetato de fluoresceina (FDA) y yoduro
de propidio (YP).

Identificar la presencia de CG mediante la técnica inmunocitoquimica utilizando el marcador VASA.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de organismos

Todos los protocolos realizados fueron aprobados (ORGA_ACUA _2020_3) por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de CICESE. Los peces de 1.5-2.0 kg sexualmente
inmaduros fueron seleccionados de manera aleatoria de la granja de Maricultura del Pacifico S.A. de C.V.
ubicada en el Ejido Gregorio Vazquez Moreno en Mazatlan, Sinaloa. Los organismos fueron medidos (ver
anexo F) en su longitud total (LT) y longitud caudal (LC) con un ictidmetro. Ademas, se registré el peso de

los organismos con una balanza digital (Rhino Barag-40).

2.2 Preparacion de solucidn extensora

Se seleccionaron 3 organismos aleatoriamente, los cuales previamente se les aplicé la eutanasia con una
rapida puncion craneo cerebral y corte de agallas. A los organismos seleccionados se les extrajeron 3 mL
de sangre mediante una puncion directa en el corazén, la cual fue realizada con una jeringa de 3 cc,
previamente (1 dia) preparada con heparina (solucién 1000 Ul/mL). Las jeringas con la muestra de sangre
obtenida fueron colocadas en una hielera portatil de poliestireno sobre una cama de hielo y transportadas
(1.5 h) para su analisis al laboratorio de Conservacién de Germoplasma de Especies Acuaticas (CGEA),

ubicado en la Facultad de Ciencias del Mar (FACIMAR) de la Universidad Auténoma de Sinaloa (UAS).

En el laboratorio, el pH del plasma sanguineo de cada organismo se determind mediante tiras de papel
indicadoras de pH (MQuant) y la osmolalidad se evalué con un osmémetro de presidn de vapor (Wescor,
VAPRO 5600). Brevemente, muestras de 1 mL de sangre fueron colocadas en microtubos de 1.5 mLy
centrifugadas a 8000 rpm por 10 min a 16 °C (Hettich, Mikro 200R), y una alicuota de 10 pL del plasma
sanguineo fue utilizada para evaluar la osmolalidad y pH. Este procedimiento fue realizado por triplicado.
Los resultados obtenidos fueron utilizados para ajustar el pH y la osmolalidad de la solucién salina
balanceada de Hanks (SSBH): NaCl 0.137 M; KCI 5.4 mM; Na;HPO,4 0.25 mM; KH,PO4 0.44 mM; NaHCO3 4.2
mM; CgH1,06 (glucosa) 5.5 mM. A la SSBH se le afiadid 0.1 % [v/v] de antibidtico y antimicdtico (penicilina

10000 U.l. y estreptomicina 10 mg/mL, Sigma).
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2.3 Extraccion de las génadas

Una vez que los organismos fueron medidos (cm) y pesados (g), se les practicé la eutanasia y se les extrajo
la gdnada por medio de una incision longitudinal en el abdomen. Cada génada extraida se colocd en un
tubo de 50 mL con la solucién extensora SSBH. Las muestras obtenidas fueron colocadas inmediatamente
en una hielera portatil de poliestireno sobre una cama de hielo (~4 °C) y transportadas al laboratorio CGEA

en FACIMAR-UAS, donde se midid y pesé cada una de las gdnadas recolectadas.

2.4 Disgregacion de la gonada inmadura de C. viridis

Un dia previo a la recoleccion de las gonadas se prepard la solucién SSBH con antibidtico (ajustada a pHy
osmolalidad de la sangre de C. viridis), asi como la solucién de tripsina 1X (Sigma) a las diferentes

concentraciones: 0.25 %, 0.30 %, 0.40 % y 0.50 % de acuerdo con la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacion del medio de disgregacion a diferentes concentraciones de tripsina (0.25 %, 0.30 %, 0.40 % y
0.50 %) y DNAsa 0.05 % en SSBH

Tripsina
0.25 % 0.30 % 0.40 % 0.50 %
Tripsina 2.25 uL 2.7 uL 3.6 uL 4.5 uL
DNAsa 0.05 % 0.45 pL 0.45 pL 0.45 pL 0.45 pL
SSBH 897.3 uL 896 pL 895.95 pL 895.05 pL
Volumen total 900 plL 900 plL 900 pL 900 pL

En laboratorio, las gédnadas fueron lavadas con SSBH, pesadas (g) en una balanza digital (Ohaus, Pioneer,
PA214) y medidas en su longitud (cm) con ayuda de una regla comun. Las génadas fueron colocadas en un
vidrio de reloj puesto sobre una cama de hielo (~4 °C). Cada génada se corté de manera transversal en
partes equitativas y cada uno de los fragmentos de la génada fue sumergido en 900 pL en alguno de los

medios de disgregacién (MD) (Tabla 2).
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Las muestras fueron colocadas en una placa de agitacion orbital (Thermo Scientific, 4625) con agitacion
constante (200 rpm) e incubadas durante 2.5 h a temperatura ambiente (~16 °C). Transcurrido el tiempo,
a cada muestra se le afiadieron 100 pL de SSBH con albimina de suero bovino (ASB) al 10 % (p/v), con el
fin de detener la reaccidon enzimatica, finalmente se procedié a realizar la disociacion mecdnica de las
muestras. Brevemente, el contenido de la génada en las diferentes concentraciones de tripsina fue
colocado en un tamiz de 40 um situado sobre un tubo de 50 mL y con una varilla de vidrio la muestra fue
disociada mecanicamente por aproximadamente 5 minutos mediante movimientos circulares alrededor
del tamiz. Finalmente, cada muestra fue enjuagada con 1 mL de SSBH para conseguir que la mayor cantidad
de células pasara a través del tamiz. Una porcién de génada por organismo suspendida en SSBH sin adicion
de enzima fue usada como control. La disgregacion de las génadas del robalo blanco fue realizada por

triplicado.

La suspensioén de células disgregadas resultante de las diferentes concentraciones de tripsina fue colocada
en tubos de 2 mL y centrifugada a 500 g durante 15 minutos a 4 °C (Hettich, Mikro 200R). Se descarto el
sobrenadante, y el precipitado se resuspendié en 1 mL de SSBH con ASB al 0.75 % (p/v). Finalmente, la
viabilidad de la suspension de células fue evaluada de acuerdo con la metodologia descrita en el inciso 2.6.

El protocolo, asi optimizado, fue aplicado en las muestras descongeladas.

2.5 Enriquecimiento de CG de C. viridis por método de Percoll

El enriquecimiento de las CG fue realizado con un gradiente discontinuo de Percoll. Para realizar el
gradiente de densidades, en el fondo de un tubo de 2 mL se agregaron 600 pL de Percoll 40 %, después en
la parte superior se afiadieron 600 uL de Percoll 10 % y por ultimo se aifadieron 100 plL de la suspension
celular recuperada de la disgregacion gonadal (inciso 2.4). Las muestras fueron centrifugadas a 500 g por
30 min (4 °C), con una aceleracién lenta del rotor para no deshacer el gradiente de densidades. Después
de la centrifugacidn, cada banda formada fue recuperada cuidadosamente con una pipeta y suspendida

en un tubo de 2 mL con SSBH (dilucidn 1:10 células recuperadas: SSBH).

Después se realizé una segunda centrifugacién de la muestra por 30 min a 4 °C a una velocidad de 500 g
(aceleracion lenta del rotor) y el precipitado fue suspendido en 1 mL de SSBH. Finalmente, se caracterizo
el tipo de células presentes en cada banda formada considerando las caracteristicas de las CG que miden
entre ~10-15 um, y se observé una alicuota (10 uL) de cada banda en un microscopio de epifluorescencia

(Nikon eclipse N-i).
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2.6 Evaluacion de viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada revisando la integridad de la membrana de las células tefiidas con
diacetato de fluoresceina (FDA) y yoduro de propidio (YP). Las células fueron observadas en un microscopio
de epifluorescencia (Nikon eclipse 80i) y aquellas que fluorescieron color verde fueron designadas como
células con membrana plasmatica intacta (células viables), mientras que las células que presentaron
fluorescencia de color rojo, fueron clasificadas como células con membrana plasmatica dafiada (células no

viables).

De la suspension celular obtenida en la disgregacion enzimatica, se tomd 1 mL de muestra y se le afiadio
1 plL de FDA (2.4 mM), la muestra se dejé incubar durante 5 minutos; se le afiadieron 3.08 uL de YP (7.4
KM) y se mantuvo en reposo por otros 5 min. Este proceso de tincién se llevd a cabo en condiciones de
oscuridad y a temperatura ambiente (16 °C). Transcurrido el tiempo de incubacién, la muestra se
centrifugd por 15 min a 500 g (4 °C) y el exceso de colorante fue eliminado al suspender el precipitado en
1 mL de SSBH y agitarlo por 10 segundos en un vortex (IKA, lab dancer). Una vez que la suspension fue
homogenizada, se tomd una alicuota de 10 pL, se colocd en un hematocitdmetro y se visualizd en el
microscopio de epifluorescencia (Nikon eclipse 80i) mediante un laser para inducir una excitacidon con
longitud de onda entre 510-560 nm, se procedié a realizar el conteo celular (100 células). El porcentaje de

células viables fue determinado por duplicado y de acuerdo con la siguiente formula:

Células viables (

100) (1)

Células viables+células no viables

La concentracion celular (células/mL) fue determinada contando (por duplicado) el nimero total de células

presentes en los cuatro cuadrantes externos del hematocitdémetro y calculada con la siguiente férmula:

Células totales

- (10)(10000) (2)

2.7 Identificacion molecular de CG

De acuerdo con los objetivos de estudio, el método utilizado para la identificacion de CG por medio de
inmunocitoquimica fue un disefio modificado con base en los protocolos de Psenicka et al. (2015) y

Escuredo-Vielba et al. (2018).
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2.7.1 Preparacion de los portaobjetos para anticuerpos

Los portaobjetos de dos anillos (Gold Seal) fueron incubados en HCl 1 N durante 3 h, transcurrido el tiempo
se lavaron dos veces con etanol al 100 %. Después, los portaobjetos fueron sumergidos en Poli-L-Lisina al
0.1 % durante 40 min. Finalmente, se colocaron en una estufa (70 °C) por 1 h para que se secaran, y se

colocaron en una caja Petri de vidrio hasta su uso.

2.7.2 Inmunocitoquimica de suspension celular gonadal

La suspension celular recuperada del enriquecimiento de CG fue fijada 1:1 con paraformaldehido (PFA) en
un amortiguador fosfato salino (PBS) al 4 % (ver anexo Ay B) y se dejé reposar una alicuota de 100 pL en
cada anillo del portaobjetos durante 3 h. Los portaobjetos se lavaron una vez con PBS 1X y se retiré el
exceso de liquido. Después, las cajas Petri fueron colocadas sobre una cama de hielo y se afiadieron 100
pL de Tritdn 100X (Sigma) al 0.3 % en PBS (PBS-T) para realizar la permeabilizacién de membranas, y se
incubaron durante 20 min. A continuacién, se realizaron 3 lavados con PBS y se afiadieron 100 uL de
solucién de bloqueo que contenia 1 % ASB y 0.05 % Tween 20 ( Sigma) en PBS, incubandose durante una
hora a 4 °C. Después, se realizé un lavado con PBS y se agregaron 100 pL de anticuerpo primario anti VASA
(Anti-DDX4/MVH, Abcam, ab13840) diluido 300 veces en solucion de bloqueo. Para evitar la
deshidratacién de las células, cada portaobjetos fue incubado a 4 °C por 18 h en una caja Petri. Posterior
a las 18 h, se realizaron 3 lavados de 5 min con solucidn de bloqueo. Acto seguido, se afiadieron 100 pL
del anticuerpo secundario (AlexaFluor488, Abcam, ab150077) diluido 800 veces en solucion de bloqueo y

se incubd en condiciones de oscuridad a 4 °C durante 1 h.

Se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS y se realizé la tincién de nucleos con 50 plL de 4’,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI, Sigma) a una concentracién 10 pg/mL en PBS-T. Las muestras se dejaron incubar durante
20 min en oscuridad y para eliminar el exceso de la tincidn se lavaron cinco veces con PBS. Finalmente, se
afiadieron 2 gotas de medio montaje (alcohol polivinilico con DABCO, Sigma) y los cubreobjetos se
colocaron cuidadosamente en reposo durante aproximadamente 2 h en oscuridad a temperatura

ambiente (16 °C).

Las muestras fueron observadas en un microscopio confocal (Olympus FV1000) en la Unidad de
Microscopia Avanzada de CICESE (UMAC), excitando los fluorocromos DAPI (405 nm) y Alexa Fluor (488

nm).
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Por ultimo, las micrografias fueron tomadas y procesadas en el software FV10-ASW 4.2 (Figura 5). El conteo

de células totales y células con expresidn positiva de VASA se realizé por duplicado.

Figura 5.Inmunocitoquimica de la suspension de CG de la gdnada descongelada de Centropomus viridis. Suspension
celular tefiida con el anticuerpo primario anti-VASA, conjugada con el anticuerpo secundario Alexa fluor 488 y el
fluorocromo DAPI. Las CG (flechas blancas) fluorescen en color azul en el nicleo y color verde en el citoplasma. Las
células somaticas (flechas rojas) fluorescen en azul en el nucleo. 600X.

2.8 Criopreservacion del tejido gonadal con ACP: EG o DMSO

Se seleccionaron 6 organismos y se les extrajo la génada de acuerdo con lo mencionado en los incisos 2.1
y 2.3. Las gdnadas extraidas fueron lavadas y fraccionadas en 9 porciones equitativas de aproximadamente
0.05 g a2 0.08 g. Cada porcidn se colocé en un criovial de 1.5 mL, el cual contenia alguna de las siguientes
soluciones crioprotectoras: etilenglicol (EG) 1.5 M o 2 M, o dimetilsulféxido (DMSO) 1.5 M o 2 M. Las
soluciones crioprotectoras fueron preparadas previamente con SSBH, 0.5 % ASB, 0.1 % antibidtico-
antimicético y 50 mM de glucosa. Una muestra de tejido gonadal se congeld sin ACP y fue utilizada como

control. El procedimiento fue llevado a cabo en una cama de hielo a ~4 °C.

Los crioviales que contenian las porciones de las génadas fueron colocados en una caja de poliestireno
(ver anexo C), la cual contenia una malla de plastico sujetada en los extremos para permitir la movilidad

(arriba/abajo), y una termocupla (VWR) para monitorear la temperatura. La caja de poliestireno fue
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llenada aproximadamente con 5 cm de nitrégeno liquido (N.L) y la malla ajustada sobre el N»L sin tocarlo.
La altura de la malla fue adecuada hasta obtener una temperatura de -80 °C. Una vez estabilizada la
temperatura, las muestras suspendidas en los diferentes tratamientos, se congelaron por 10, 15 o 30 min.
Posterior al tiempo de congelacién, las muestras fueron rdpidamente colocadas en medias de nylon y

sumergidas en N,L (-196 °C) hasta su analisis.

2.9 Criopreservacion del tejido gonadal con DMSO y los ACP no penetrantes de

lactosa y yema de huevo

Se seleccionaron 3 organismos y se les extrajo la génada de acuerdo con lo mencionado en los incisos 2.1
y 2.3. Cada génada se fraccioné en 9 porciones equitativas. Cada porcion fue colocada en un criovial de
1.5 mL el cual contenia una mezcla de los ACP: DMSO al 1.5 M, 0.1 M 0 0.2 M de lactosa y 10 % (v/v) de
yema de huevo suspendidos en SSBH que contiene 0.5 % ASB, 0.1 % antibidtico-antimicético y 50 mM de
glucosa. Se utiliz6 como control una muestra de tejido gonadal sin ACP. El procedimiento fue llevado a
cabo en una cama de hielo (4 °C) y la congelacion se realizd bajo las mismas condiciones descritas en el

inciso 2.8.

Una vez congeladas las muestras de los incisos 2.8 y 2.9, fueron transportadas al Subsistema Nacional de
Recursos Genéticos Acudticos (SUBNARGENA) en el CICESE y mantenidas en N,L hasta su analisis.
Posteriormente las muestras fueron descongeladas (ver anexo D) en un bafio de agua a 30 °C durante 2
min en constante agitacion, disgregadas y enriquecidas de acuerdo a la metodologia descrita en los incisos
2.4y 2.5. La suspension celular fue utilizada para determinar la viabilidad de las CG y su identificacién con

inmunocitoquimica de acuerdo con la metodologia descrita en el inciso 2.7.

2.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos en porcentaje fueron transformados en raiz cuadrada del arcoseno para normalizar
la distribucidn de los datos y estabilizar las varianzas. El efecto de las diferentes concentraciones de tripsina
en la disgregacion enzimatica fue evaluado mediante un Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via. Para el
experimento 2.8, se realizé un ANOVA de 3 vias para evaluar si existian diferencias significativas entre el

efecto de los diferentes ACP (EG y DMSO), las diferentes concentraciones de los ACP (1.5 Mo 2 M) y el
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tiempo (10, 15 o 30 min) de congelacidn a -80 °C en la viabilidad celular. Para el experimento 2.9, se realizo
un ANOVA de 2 vias para determinar si existian diferencias significativas en el efecto de las diferentes
concentraciones (0.1 M o 0.2 M) de lactosa y el tiempo (10, 15 o 30 min) de congelacion a -80 °C en la
viabilidad celular. Se realiz6 un ANOVA de una via para evaluar si existian diferencias significativas con
respecto al nimero de CG entre los tratamientos analizados con inmunocitoquimica. Los datos fueron
procesados en R Studio, utilizando un nivel de significancia de a = 0.05. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado. Cada organismo utilizado fue seleccionado de manera aleatoria, asi como
también la asignacién de los tratamientos. En todos los tratamientos se examinaron los supuestos de

normalidad con la prueba de Shapiro-Wilks y homogeneidad de varianzas con una prueba de Levene.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Osmolaridad y pH del plasma sanguineo de Centropomus viridis
La osmolaridad (Media * Desviacién estdndar) del plasma sanguineo de robalo blanco C. viridis fue 374.33

+7.76 y el pH fue 7.08 £ 0.14 (n=3). La solucidn extensora utilizada durante los experimentos fue ajustada

a la media obtenida de osmolaridad y pH.

3.2 Disgregacion enzimatica de la gonada inmadura de Centropomus viridis

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.716) entre los tratamientos (tripsina 0.25 %, 0.30 %,
0.40 % 0 0.50 % con 0.05 % de DNAsa) utilizados para disgregar la génada de Centropomus viridis. La mayor
viabilidad (98.25 %) celular se detectd con el tratamiento enzimatico de tripsina 0.25 % y esta fue la
concentracién utilizada para disgregar el tejido gonadal descongelado (Figura 6).

100

80 l

60

40

Viabilidad (%)

20

0.25% 0.30% 0.40% 0.50 % Control
Tratamiento de tripsina (%)

Figura 6.Viabilidad celular de gonada fresca después de haber sido disgregada enzimaticamente con 0.25, 0.30, 0.40
0 0.50 % de tripsina (n=3).
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3.3 Criopreservacion de tejido gonadal

3.3.1 Efecto del EG y DMSO en la viabilidad de las células del tejido gonadal

No se encontraron diferencias significativas entre los ACP penetrantes (EG y DMSO), la concentracién de
los mismos o el tiempo de congelamiento a -80 °C (P = 0.057) en la viabilidad celular del tejido gonadal.
Sin embargo, las muestras mantenidas con EG y DMSO presentaron diferencias significativas (P = 2e-16)

con el control (muestra congelada sin ACP).

La mayor viabilidad (71.83 %) se registré cuando el tejido gonadal fue criopreservado con DMSO 2 M y
congelado a -80 °C durante 15 min (Figura 7). Mientras que la mayor concentracién celular (3.43x10°
cel/mL) se encontrd cuando el tejido fue conservado a -80 °C por 10 min y criopreservado en DMSO 1.5 M

(Figura 8).
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Tiempo de congelaciéon a -80 °C

Figura 7.Viabilidad celular (promedio + desviacién estandar) de la génada criopreservada con ACP permeables (EG o
DMSO) a diferentes concentraciones (1.5 M 0 2 M) (n=6).
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Figura 8. Concentracidn celular (promedio + desviacidn estandar) de génada criopreservada con ACP permeables (EG

o DMSO) a diferentes concentraciones (1.5 M o0 2 M) (n=6).

3.3.2 Efecto del DMSO adicionado con yema de huevo y lactosa en la viabilidad

celular del tejido gonadal

La adicién de yema de huevo y lactosa tuvo un efecto significativo (P = 8.6e-13) en la viabilidad celular en

comparacion con el control. La mayor viabilidad (70.33 %) y concentracion celular (4.95x10° cel/mL) se

obtuvo cuando las muestras fueron criopreservadas con 1.5 M DMSO, 10 % yema de huevo y 0.2 M lactosa

y mantenidas a -80 °C por 15 min antes de ser sumergidas en N,L (Figura 9y 10).
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Figura 9.Concentracion celular (promedio + desviacion estandar) de génada criopreservada con DMSO 1.5 M, yema
de huevo al 10% y lactosa (0.1 M 0 0.2 M) (n=3).
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Figura 10. Viabilidad celular (promedio + desviacion estandar) de génada criopreservada con 1.5 M DMSO, 10
% yema de huevo y lactosa (0.1 M 0 0.2 M) (n=3).
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3.4 Enriquecimiento de CG de C. viridis por método de Percoll

El método de Percoll diferencié 2 bandas celulares y un precipitado (Figura 11). En las bandas superiores
(Ay B) se observaron células de morfologia y tamario similar a las CG. Las bandas fueron recuperadas para

la identificacion molecular de CG.

Figura 11. Separacién celular del tejido gonadal con el método de gradiente de Percoll.

3.5 Identificacion molecular de CG

Se identificaron las CG de 4 muestras de los tratamientos donde se obtuvieron los mejores porcentajes de
viabilidad (tratamientos de DMSO al 2 My DMSO al 1.5 M combinado con 10 % de yema de huevo y lactosa

al 0.1 M congelados por 15 min a -80 °C).

La suspension celular recuperada de la banda de Percoll al 10 % fue utilizada para confirmar la presencia
de CG en el tejido gonadal por la técnica de inmunocitoquimica. Se mostré la presencia de células con
fluorescencia verde en el citoplasma por la expresion de la proteina VASA y fluorescencia azul en el nucleo
por el fluorocromo DAPI. Las células con dichas caracteristicas fueron identificadas como CG mediante
inmunocitoquimica (Figura 12). El porcentaje de CG encontrado en los 2 tratamientos analizados fue
significativamente diferente (P = 0.0326; Anexo E). El mayor porcentaje (36.87 %) de células con expresidon
positiva a VASA fue encontrado en las muestras criopreservadas en lactosa 0.2 M con DMSO 1.5 My 10 %

yema de huevo (Tabla 3).
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Tabla 3. Muestras descongeladas y analizadas con inmunocitoquimica. Los valores VASA corresponden al promedio
+ desviacion estandar de las CG encontradas.

ACP Tiempo a -80 °C VASA (%)
0.2 M lactosa + 1.5 M DMSO +
10 % yema de huevo

36.87+1.84

15 min
2 M DMSO 24.6314.31

Figura 12. Suspensién de CG de la génada descongelada de Centropomus viridis. Nucleos de las células tefiidas
con DAPI (a). Citoplasma de las CG tefiido con anti-DDX4 conjugado con Alexa Fluor 488 (b). Fusién de células con los
fluorocromos DAPI y Alexa Fluor 488 (c). Micrografias en microscopio confocal Olympus fv 1000. 400x.
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Capitulo 4. Discusion

En este trabajo se disefié un protocolo para la criopreservacidon de tejido gonadal del robalo blanco,
Centropomus viridis, una especie que forma parte de las principales pesquerias artesanales en el noroeste
de México y con potencial acuicola en México y Estados Unidos (Soto-Rodriguez et al., 2019). El protocolo
de este estudio incluye desde las técnicas de obtencion de la génada, disgregacidén enzimatica con tripsina,
disociacién mecanica, enriquecimiento de CG por el método de Percoll, identificacion molecular de las CG
con inmunocitoquimica, criopreservacion del tejido gonadal con tasa de congelacién no controlada y

evaluacion de la viabilidad celular.

La criopreservacién es una valiosa herramienta para conservar el germoplasma por tiempo ilimitado. Sin
embargo, las limitaciones para criopreservar huevos o embriones de peces, asi como la incapacidad del
esperma de proliferar al ser células haploides, ha motivado a buscar alternativas. Es por ello que se han
desarrollado protocolos para la criopreservacion de tejido gonadal inmaduro o suspensién de CG. Esta
nueva herramienta ha proporcionado avances en las técnicas de reproduccién y en la conservacién de
recursos genéticos (Lujic et al., 2018). La importancia de esta técnica radica en criopreservar CG de
especies en peligro de extincién o con valor econdmico, y trasplantar las CG en la gdénada estéril de
organismos de la misma o de diferentes especies filogenéticamente cercanas. Comunmente las CG de la
especie donadora son criopreservadas para ser trasplantadas posteriormente a especies receptoras que
ya han sido adaptadas a reproduccion artificial. Una vez trasplantadas, las CG se diferenciaran sexualmente
de acuerdo al sexo del organismo receptor y se obtendran los gametos de la especie donadora (Okutsu et

al., 2006).

El objetivo principal de la criopreservacidn es conservar las células viables por tiempo indefinido. No
obstante, durante la congelacidn ocurren cambios en el volumen intracelular y dafios de la membrana
celular (Herraiz et al., 2016). Los ACP ayudan a disminuir la formacion de cristales de hielo y, por lo tanto,
aumentar la viabilidad celular. Asimismo, durante el procedimiento de congelacion la célula se deshidrata
permitiendo que los crioprotectores penetren la membrana celular. Una vez dentro de la célula, los
crioprotectores modifican y disminuyen la formacidn de los cristales de hielo (Tiersch et al., 2007; Herraiz
et al., 2016). Sin embargo, aunque se conoce la funcion de los ACP durante la congelacion, el mecanismo

de accidn no estd completamente entendido (Jawahar y Betsy., 2000; Tiersch et al., 2007).
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La criopreservacién de tejido gonadal de peces se ha enfocado en especies de agua dulce (Tabla 1) como
en la tilapia Oreochromis niloticus, pez cebra Danio rerio y la carpa Cyprinus carpio (Lacerda et al, 2010;
Higaki et al., 2013; Lujic et al., 2018). Sin embargo, los protocolos de criopreservacion de especies marinas
son escasos. Algunos protocolos de criopreservacién de génada se han realizado en especies marinas como
Anguilla japonica, Asterropteryx semipunctata y Seriola quinqueradiata (Kawakami et al., 2012; Hagedorn
et al., 2018; Morita et al., 2021). En peces catadromos como las anguilas A. anguilla y A. japdnica se ha
logrado criopreservar el tejido gonadal obteniendo después de su descongelacién un 90 % y 64 % de
células viables, respectivamente (Scekic et al., 2020; Kawakami et al., 2012). En este estudio se obtuvo la
mayor viabilidad (72 %) al criopreservar tejido gonadal de C. viridis con DMSO, por lo que este trabajo
podria ser una guia para desarrollar futuros protocolos de criopreservacion de CG de especies marinas de

interés.

Es importante destacar que la combinacién de DMSO con otros ACP no penetrantes, tales como trehalosa,
glucosa, lactosa, entre otros, ha resultado eficiente para congelar el tejido gonadal de peces (Scekic et al.,
2020; Ye et al., 2021; Lee et al., 2021), ya que podria contribuir a disminuir el dafio celular causado por el
congelamiento (Silva et al., 2015). En el caso de la yema de huevo, las lipoproteinas de baja densidad,
colesterol y otros lipidos, pueden causar un efecto positivo en la proteccion celular, ya que puede ayudar
a estabilizar la membrana celular durante el enfriamiento. Ademas, ayuda a disminuir la formacién de
cristales de hielo extracelulares (Bergeron et al., 2004; Anzar et al., 2019). En el caso de la lactosa, es un
disacarido constituido por glucosa y galactosa (Gilat et al., 1972). Los disacédridos tienen un papel
importante en la proteccidn de la estructura celular, ya que ayudan a la célula a deshidratarse antes de la
congelacién, lo que reduce la formacidn de cristales de hielo (Garde et al., 2008; Hincha et al., 2008).
Asimismo, la glucosa presente en la lactosa contribuye energéticamente para que las células no sufran
estrés osmatico (Garde et al., 2008). Por ejemplo, en la criopreservacién de tejido gonadal del bagre
Ictalurus furcatus con 1 M DMSO, se obtuvo un 37 % de células intactas. Sin embargo, al combinar 1 M
DMSO con 0.2 M lactosa y 10 % yema de huevo la viabilidad aumenté al 67 % (Abualreesh et al., 2021).
Estos resultados coinciden con los de la presente tesis ya que, de acuerdo con los datos, la viabilidad de
las CG criopreservadas con la misma combinacion resultd en el 70 % de células viables, sugiriendo que la
combinacion de ACP penetrantes y no penetrantes podria brindar mayor proteccion a las células que
cuando se utiliza un solo crioprotector. Sin embargo, los resultados de viabilidad obtenidos al combinar
DMSO, lactosa, y yema de huevo no fueron significativamente diferentes a los resultados obtenidos
utilizando solo DMSO. Esto puede deberse a que los ACP actlan de manera especifica en cada especie y

célula, y el disefio de un protocolo de criopreservaciéon para una especie, no necesariamente puede
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funcionar para otra. Por lo tanto, los protocolos deben de disefiarse seleccionando a pruebay error todos

los componentes del mismo.

Durante la congelacidn, las células pasan por etapas que les pueden ocasionar estrés y dafio por la
formacidn de cristales de hielo, por lo que la tasa y el método de congelacién son factores importantes
durante este proceso. La determinacion de las temperaturas de congelacién y descongelacidn dependen
del tipo, tamafio y permeabilidad del tejido o célula a criopreservar, al igual que se indica para la seleccién
de los ACP (Tiersch et al., 2007). Por tanto, el objetivo es seleccionar una tasa éptima de congelacién que
ayude a disminuir la formacidn de cristales de hielo o disminuir su tamafo para que no dafie a la membrana
celular (Herraiz et al., 2016; Franék y PSenicka, 2020.). En este trabajo la criopreservacion fue realizada
mediante el método de congelacion simplificado. Este método consiste en congelar a las muestras en una
caja de poliestireno exponiendo a las células al vapor de nitrégeno liquido. El vapor del nitrégeno asciende
hacia la parte donde se encuentran las muestras, entonces, la temperatura de las muestras comienza a
descender hasta los -80 °C. De esta manera se asegura que las muestras se enfrian conjuntamente. Este
método se ha utilizado con éxito en la criopreservacion de semen de peces como el bagre Pelteobagrus
fulvidraco (Pan et al., 2008) y moluscos como el abuldn Haliotis rufescens (Salinas-Flores et al., 2005).
Aunque, la congelacién simplificada a pesar de ser un método sencillo con resultados favorables, este
método no es muy utilizado ya que, al no controlar la tasa de congelamiento, los resultados son dificiles
de reproducir (Salinas-Flores et al., 2005). En cambio, el método de congelacién programada es utilizado
con mayor frecuencia debido a que hay mayor control sobre las tasas de congelacidon. No obstante, la
aplicacion de estas cdmaras en granjas de pequefia y mediana escala no podria ser una alternativa
considerada. Lo anterior se debe a que estas cdmaras de congelacion son costosas, se requiere de tiempo

de capacitacién y de personal calificado para el uso de estos aparatos (Wayman y Tiershc, 2000).

En este trabajo, utilizando el método simplificado de congelacidn, los mejores porcentajes de viabilidad
(72 %) fueron observados cuando la génada fue congelada por 15 min a -80 °C. En las cdmaras
programables las tasas de congelamiento mas utilizadas para tejido gonadal de peces van desde -1 °C/min
hasta -10 °C/min (Scekic et al., 2020; Rivers et al., 2020; Abualreesh et al., 2020; Marinovic et al., 2021).
Por ejemplo, en la trucha de Manchuria, Brachymystax lenok, se utilizé una tasa de congelacion de -1
°C/min para espermatogonias y se obtuvo una viabilidad del 80 % (Lee y Yoshizaki, 2016), que es un
porcentaje de viabilidad muy similar a lo registrado en este trabajo. Lo anterior nos deja ver que la
viabilidad registrada con ambos métodos no es muy diferente, por lo que el uso de ambos métodos puede
ser considerado segun el alcance del proyecto. Sin embargo, podria ser recomendable realizar futuros

estudios para comparar la tasa de congelacién programada con el método simplificado bajo las mismas
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condiciones (especie, ACP, concentracion molar y método de disgregacion), a fin de tener un resultado
certero acerca del efecto del método de congelacién en la viabilidad celular, bajo las condiciones

establecidas en este estudio.

El método simplificado utilizado en el presente estudio da la posibilidad de realizar el congelamiento de
muestras de forma sencilla, econédmica y rdpida. Asimismo, este método que anteriormente solo habia
sido demostrado ser eficaz para congelar esperma es, de acuerdo con los resultados obtenidos, también
practico para criopreservar tejido gonadal o incluso CG en suspension. Lo cual podria ser ideal para
utilizarlo en las granjas de cultivo de pequeia y mediana escala, en comparacion con el método
programable, cuyo uso esta orientado a aplicarse unicamente dentro del laboratorio. Por lo que, debido a
los resultados logrados en este estudio y a los beneficios mencionados anteriormente, se podria sugerir
impulsar el uso del método simplificado en los futuros protocolos de criopreservacién de tejido gonadal

de peces de importancia comercial.

Debido a que en este trabajo se realizd la criopreservacién de tejido gonadal y no de células germinales en
suspension, una vez descongelado el tejido se tiene la necesidad de disgregarlo con el fin de disponer de
una suspension celular necesaria para los experimentos posteriores. La disgregacién celular es
comunmente realizada en 2 partes: disgregacidn con enzimas y disociacion mecanica. Las enzimas
generalmente usadas son colagenasa, DNAsa, tripsina y dispasa. Cabe destacar que en multiples
protocolos la enzima tripsina ha mostrado resultados favorables para disgregar tejido gonadal de peces
(Kobayashi et al., 2003; Lee y Yoshizaki, 2016; Franek et al., 2019). Sin embargo, se ha encontrado que a
concentraciones de tripsina mayores a 0.50 % podrian dafiar la membrana celular (Sigma-Aldrich, 2022).
Otras enzimas, aunque en menor proporcion, se han utilizado para la disgregacién del tejido gonadal. En
la génada del jurel aleta amarilla Seriola quinqueradiata y el pez espatula Polyodon spathula se utilizd
dispasa y colagenasa, dichas enzimas fueron eficaces para disgregar el tejido gonadal y obtener una
suspension celular; no obstante, no se evalud el efecto de estas enzimas en la viabilidad celular (Morita et

al., 2021; Ye et al., 2021).

En el presente estudio se utilizé tripsina en vez de las enzimas antes mencionadas, ya que la eficacia de
tripsina para disociar tejidos ha sido confirmada por diversos autores en los protocolos de criopreservacién
de tejido gonadal de peces. Asimismo, esta enzima presenta una relacidn costo-beneficio positiva, debido
a su bajo costo en comparacion a las otras enzimas, y a su vez ofrece resultados efectivos para la
disociacion de tejidos. La mejor concentracion enzimdatica que dio como resultado la mejor viabilidad

celular fue tripsina al 0.25 %. En el bagre Ictalurus furcatus y la tilapia Oreochromis niloticus se utilizé la
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misma concentracidn de tripsina (0.25 %) para disgregar el tejido gonadal y se obtuvieron resultados
favorables de células viables (Abualreesh et al., 2021; Lacerda et al., 2010). En la génada fresca del
esturidn, Acipenser baerii, se obtuvo un 90 % de viabilidad celular al disociar el tejido gonadal con 0.30%
de tripsina (Psecicka et al., 2016). Mientras que para la carpa, Cyprinus carpio, al utilizar 0.15 % de tripsina
y DNAsa al 0.05 % en PBS para disociar el tejido gonadal se obtuvo 65 % de viabilidad celular (Franek et al.,
2019). Comunmente se selecciona la enzima y se realizan experimentos para encontrar la concentracion
adecuada. Sin embargo, no se encontraron estudios en donde se comparen distintas enzimas
disgregadoras entre si. Por lo que, podria ser favorable realizar experimentos con distintas enzimas,

evaluar su efecto en la viabilidad celular y posteriormente seleccionar la mejor opcién.

La disgregacion celular da como resultado una suspensidon que contiene diferentes tipos de células, por lo
que si queremos determinar la cantidad de CG que se pudieron obtener de esa suspensién es necesario
aislar a las CG y corroborar su presencia. La efectividad del método de gradiente de densidad por Percoll
para la separacion de CG ha sido utilizado en especies como el pez tenca, Tinca tinca, y en medaka, Oryzias
latipes, donde la mayor cantidad de CG se concentrd en las bandas del 25 %y 30 % (Linhartova et al., 2014,
Ryu et al., 2020). Aungue en el presente trabajo el método de Percoll permitid separar a las células por su
densidad, alin se observaron células de menor tamafio (posiblemente somaticas o sanguineas) en la misma
banda de las CG. Este problema también fue observado en la separacién por Percoll de CG de la tilapia,
Oreochromis niloticus, y el esturidn, Acipenser baerii, donde posterior a la separacidon todavia se
observaban células de Sertoli, mioides peritubulares y células de Leydig (Lacerda et al., 2006; Psenicka et
al., 2015). Dadas las complicaciones para separar Unicamente las CG, se ha optado por buscar otros
métodos, tal es el caso de la citometria de flujo, que permite la identificacion de células por tamario,
complejidad y marcadores fluorescentes. Sin embargo, en esta tesis no fue posible transportar las génadas
frescas del sitio de recoleccién (Mazatlan, Sinaloa) al laboratorio de analisis (Ensenada, Baja California).
Por lo que, no se disponian de muestras frescas de tejido gonadal para estandarizar la técnica y analizar

mediante citometria de flujo.

El método de gradiente discontinuo de Percoll y la citometria de flujo se han comparado para analizar la
eficiencia de separacién celular. El método de citometria ha mostrado mayor eficiencia para aislar células
en comparacion con el método de Percoll (Dias et al., 2020). Sin embargo, la citometria de flujo es una
técnica compleja que requiere tiempo de capacitacion al personal y equipo especializado, el cual es
costoso (Ichida et al., 2017). Por otra parte, la concentracidn celular obtenida con el método de Percoll

puede llegar a ser la idonea segun los objetivos del estudio. No obstante, para estudios de mayor alcance,
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la eficacia del método de Percoll puede no ser la ideal. En este trabajo, el enriquecimiento de CG por

Percoll resulté ser un método eficaz y econdmico que no requirié de equipo sofisticado.

En la suspension celular recuperada de la banda de Percoll se logré identificar mediante
inmunocitoquimica a las CG de la gédnada de C. viridis por la expresion de la proteina VASA en el citoplasma.
Como se muestra en las Figuras 5 y 12C, las células con expresidon de VASA mostraron caracteristicas
morfoldgicas similares; diametro de aproximadamente 10 um, nucleo grande y citoplasma granuloso. Para
identificar las CG del tejido gonadal del pez arcoiris, Melanotaenia fluviatilis, se utiliza anti VASA conjugado
con Alexa Fluor (Rivers et al., 2020). Asimismo, en estudios previos se ha empleado VASA para la
identificacion celular en trasplantes de CG de la corvina, Argyrosomus regius (Zupa et al., 2020) y la carpa
comun, Cyprinus carpio (Franek et al., 2019). VASA se ha catalogado como un marcador molecular eficaz
para la identificacion de CG en el tejido gonadal de peces, ya que la secuencia de aminodacidos de esta

proteina estd bien conservada en la linea germinal de distintos organismos (Raz, 2000).

En este trabajo se desarrollé un protocolo para criopreservar tejido gonadal y disgregacion de génada para
posteriormente aislar las CG del robalo blanco. Por consiguiente, en futuras aplicaciones, como el
trasplante de CG en organismos subrogados, es recomendable que al menos el 50 % de las células
criopreservadas sean viables, dado que aproximadamente solo el 30-50 % de las células trasplantadas
lograran incorporarse en las gbnadas receptoras, para finalmente producir gametos (Marinovic et al.,
2021). Con respecto al presente estudio se obtuvo una viabilidad celular de aproximadamente 60-70 %,
por lo que estos resultados, segln los estudios previos, podrian ser éptimos para en el futuro realizar

trasplantes de CG de robalo blanco.

En relacidn con la concentracidn celular, como se menciond anteriormente, en este trabajo posterior al
descongelamiento de muestras se obtuvieron 4.95x10° células/mL, de las cuales aproximadamente
1.78x10° eran CG (36 %). De acuerdo a estudios previos de trasplantes de CG en peces, la concentracién
celular inyectada por organismo puede variar. Por ejemplo, en trasplantes de la tilapia Oreochromis
niloticus, sexualmente maduro, se inyectaron 1x10” CG y en el 89 % de las gonadas receptoras se observd
proliferacién de las CG trasplantadas (Lacerda et al., 2010). En larvas de corvina nibe, Nibea mitsukurii, y
jurel aleta amarilla, Seriola quinqueradiata, se trasplantaron 2x10% células, de las cuales lograron proliferar
el 30 % y 94 % respectivamente (Takeuchi et al., 2009; Morita et al., 2021). Lo anterior indica que, para
trasplantes con alto porcentaje de proliferacion, es recomendable realizar experimentos para encontrar
el estadio ideal del organismo receptor (Takeuchi et al., 2009). La concentracion obtenida de CG en el

presente trabajo de investigacion (1.78x10° cel/mL), podria indicar un nimero ideal para realizar
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trasplantes. Sin embargo, como antes mencionado, la concentracidn celular necesitada para un trasplante
exitoso podria variar segun el estadio del organismo receptor. Por lo que es recomendable considerar
futuros estudios para determinar el nimero adecuado de células para trasplantes. Asi mismo, una
alternativa es cultivar las CG in vitro para aumentar la concentracién celular, y posteriormente ser

trasplantadas a los organismos receptores.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian ser una guia para desarrollar futuros protocolos
de criopreservacion de CG de especies cercanas al robalo blanco, e incluso, ayudar a establecer una base
para protocolos de especies marinas. Asimismo, la criopreservacién del tejido gonadal de robalo, y el
posterior aislamiento de las CG podria permitir realizar trasplantes en organismos subrogados. El conjunto
de estas herramientas presenta una posible alternativa para conservar especies con potencial acuicola, tal

es el caso del robalo blanco.
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Capitulo 5. Conclusiones

El tejido gonadal de robalo blanco, Centropomus viridis, puede ser criopreservado en EG, DMSO o en la
combinaciéon de DMSO, lactosa y yema de huevo y mantener una viabilidad entre el 60 y 72 %. La
criopreservacion de tejido gonadal de robalo blanco en DMSO 2 M y congelado a -80 °C durante 15 min
mostré mayor viabilidad celular (72 %) en comparacion a los otros tratamientos. Asimismo, el método
simplificado es un método de congelacidn practico en la criopreservacién de muestras de tejido gonadal
de C. viridis. Sin embargo, es recomendable realizar mas pruebas para evaluar la reproducibilidad de los
resultados de este método. El medio de disgregacién éptimo para el tejido gonadal de robalo blanco estd
compuesto por tripsina 0.25 % y DNAsa 0.05 % diluido en la SSBH, esta combinacion permitié una
disgregacion enzimdtica eficiente para obtener la suspensién celular. Las CG fueron aisladas en la
concentracién de Percoll al 10%. del resto de células de la suspensidn celular Por lo que el gradiente de
densidades al 10 % y 40 % de Percoll es un método econédmico y eficiente para lograr una suspensién
enriquecida de CG. La proteina VASA es un marcador molecular eficiente en la técnica de
inmunocitoquimica para la identificacion de CG en el tejido gonadal de C. viridis. La concentracién obtenida
de CG es similar a la utilizada en estudios de trasplantes de CG en peces. No obstante, es necesario realizar
experimentos para asegurar la proliferacién de las CG en las génadas receptoras. El desarrollo de este
trabajo establece una guia para futuros protocolos de criopreservacion de tejido gonadal de peces
marinos, e incluso apoyar en estudios de trasplantes de CG. De esta manera se pretende contribuir en la

reproduccion de peces en cautiverio, y a su vez mejorar el estatus comercial o ecoldgico, segun sea el caso.
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Anexos

Anexo A: Preparacién de paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS

Material:

Vaso de precipitado

Probeta

Agitador magnético

Placa de calefaccién

Termometro

Espatula

Gotero

Filtros

Frasco de vidrio con tapa

PBS 1X (10X Biotech, pH 7.4-7.6)

NaOH

Procedimiento:

1.

2
3
4.
5
6
7

Para preparar 50 mL, afiadir 30 mL de PBS 1X en un vaso de cristal con agitador magnético sobre una
placa de calefaccidon y comenzar a calentar. Monitorear con un termémetro que la temperatura no
exceda los 60 °C.

Anadir 2 g de paraformaldehido a los 30 mL de PBS previamente calentados.

Anadir gota a gota NaOH 1N a la disolucion de PFA hasta que dicha disolucidn se clarifique.

Ajustar volumen a 50 mL con PBS.

Una vez que la disolucién se haya enfriado, proceder a filtrarla.

AjustarpHa7.2-7.4

Almacenar en frasco de vidrio durante una semana a 4 °C o congelarlo durante un mes.

Nota: Preparar solucidn en campana de extraccion. Utilizar equipo de seguridad (lea hoja de seguridad del

PFA).
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Anexo B: Inmunotincidn de suspensién celular

Material:

Portaobjetos de dos anillos Gold Seal

Pinzas

Cajas Petri de vidrio

Micropipetas

Pipetas Pasteur

Cubreobjetos

Criocaja

DAPI

Anti-DDX4/MVH

AlexaFluor488

HCI

Etanol

Poli-L-lisina

PFA al 4 %

PBS 1X

Tritédn 100X al 0.3 % en PBS (PBS-T)

BSA 1 % y Tween20 al 0.05 % en PBS (solucién de bloqueo)

Medio de montaje de alcohol polivinilico con DABCO

Procedimiento:

Incubar los portaobjetos de dos anillos sumergidos en HCl 1 N durante 3 h o toda la noche.
Lavar 2 veces con etanol al 100 %

Sumergir e incubar portaobjetos en Poli-L-lisina al 0.1 % en agua desionizada durante 40 min.
Colocar portaobjetos en una gradilla o caja no totalmente cerrada
Secar portaobjetos en estufa a 70 °C durante 1 h

Una vez secos los portaobjetos, colocar cada uno en una caja Petri de vidrio.

N oo »u A w Noe

Fijar la suspension celular (previamente recuperada y procesada del gradiente de Percoll) con PFA al 4
% en PBS en una proporcién 1:1

8. Tomar alicuota de 100 pL y colocarla en cada anillo del portaobjetos. Lo ideal es que se forme una gota
y esta se mantenga dentro del anillo.

9. Incubar durante 3 h a temperatura ambiente



10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.

46
Lavar una vez con PBS 1X. Utilizar una pipeta Pasteur para realizar los lavados. Agregar PBS desde la
orilla o centro del portaobjetos.
Escurrir el exceso de liquido y situar la caja Petri sobre una gel congelado o hielo
Permeabilizar membranas con 100 plL de PBS-T e incubar 20 min.
Realizar 3 lavabos con PBS y escurrir exceso de liquido
Bloguear con 100 pL de solucién de bloqueo e incubar durante 1 ha 4 °C
Escurrir exceso de solucion de bloqueo.
Afadir 100 pL del anticuerpo primario (Anti-DDX4/MVH, Abcam, ab13840) diluido 300 veces en
solucidn de bloqueo.
Incubar portaobjetos en caja Petri por 18 ha 4 °C
Realizar 3 lavados de 5 min con solucién de bloqueo
Afadir 100 pL de anticuerpo secundario (AlexaFluor488, Abcam, ab150077) diluido 800 veces. Guardar
cajas Petri en una criocaja o cualquier caja oscura e incubar muestras por 1 ha 4 °C.
Realizar 3 lavados de 5 min con PBS
Tefir ntcleos con 50 pl de DAPI 10pg/mL en PBS-T
Incubar 20 min
Lavar 5 veces con PBS y retirar el exceso de liquido
Agregar 2 gotas de medio montaje sobre cada anillo
Colocar los cubreobjetos previamente limpiados
Dejar reposar 2 h o hasta que el medio montaje este seco
Si es necesario sellar con esmalte de uias
Observar al microscopio

Tomar fotografia y realizar conteo de CG y células totales

Nota: Trabajar todo el protocolo en campana de extraccidn, y utilizar equipo de seguridad. Todas las

soluciones deben ser preparadas con agua desionizada y posteriormente filtradas. Realizar los lavados con

pipetas Pasteur y afadir la solucién de lavado desde la orilla o centro del portaobjetos. Se recomienda

conocer las funciones de los reactivos para el entendimiento de la técnica.
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Anexo C: Método simplificado para la congelacién de muestras a -80 °C

Procedimiento:

1.

Verter nitrégeno liquido hasta aproximadamente 5 c¢cm de profundidad en la hielera de
poliestireno.

Colocar cuidadosamente la malla a 15 cm sobre el nitrégeno liquido.

Colocar el termopar de la termocupla sobre la malla, y cerrar la hielera.

Monitorear la temperatura hasta que mantenga en los -80 °C. si es necesario verter mds nitrégeno
liquido.

Una vez establecida la temperatura en -80 °C, colocar los crioviales con las muestras sobre la malla
y tapar la hielera.

Poner el cronometro segun el tiempo de congelacién que se requiera (10, 15 o 30 min).
Mantener la temperatura de -80 °C durante todo el tiempo de congelacion.

Para regular la temperatura se puede destapar la hielera o verter méas nitréogeno liquido
cuidadosamente de que no caiga directamente sobre los crioviales.

Una vez transcurrido el tiempo de congelacion, colocar los crioviales en mallas de nylon y

almacenar en tanque de nitrégeno liquido.

Nota: Se recomienda rotular cada criovial y utilizar cédigos de colores para identificarlos (color del criovial,

color de malla de nylon, color de etiqueta, entre otros).



Anexo D: Descongelacion de muestras

Material:

Placa calefactora
Agitador magnético
Vaso de 500 mL
Solucién SSBH
Pinzas

Pipeta Pasteur
Tubos de 1.5 mL
Gradilla

Procedimiento:
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1. Llenar un vaso de 500 mL a dos tercios de su capacidad con agua destilada y mantener en agitacion

constante sobre placa calefactora
2. Calentar aguaa 30 °C

3. Sacar muestras del tanque de criopreservacién

4. Descongelar muestras en un bafio maria durante aproximadamente 2 min a 30 °C en agitacién

constante

Sacar muestra de tejido del criovial con pinzas

Incubar durante 5 min lavar el exceso de ACP

w o N o U

Sumergir tejido descongelado en un tubo con 1 mL de SSBH

Lavar las pinzas con SSBH cada vez que se cambie de muestra

Colocar muestra de tejido en el medio de disgregacion

Nota: La disgregacién enzimatica para muestras frescas se realizé con una incubacién de 2.5 h, para el caso

de muestras descongeladas la incubacién fue de 1 h.
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Anexo E: Andlisis estadistico de células con expresion de VASA.

Tabla 4. Resumen del analisis de varianza de una via para la comparacién entre los tratamientos (0.2 M lactosa + 1.5
M DMSO + 10 % yema de huevo, o DMSO 2 M) con respecto al nimero de células germinales. GL: grados de libertad;
SC: suma de cuadrados; F: distribucion F; P: probabilidad. Significancia estadistica de P < 0.05.

GL SC F P

CG*tratamiento 1 300.1 7.65 0.0326

Residuales 6 235.4




Anexo F: Formato de muestro

Tabla 5. Recopilacion de datos de organismos seleccionados para la criopreservacion de tejido gonadal.

PROYECTO ROBALO

Registro de campo para el muestreo bioldgico de Centropomus viridis

Responsable del muestreo: Galilea Fonseca Nota Criopreservacion de tejido gonadal
Fecha del muestreo: 27/09/2021 Lugar de muestreo Maricultura del Pacifico

Hora de inicio del muestreo 10:05:00 a.m. Término del muestreo 10:41a. m.

Talla 4: 1.5-2kg

Gonadas

Longitud total Longitud Peso total

No (cm) horquilla (cm) (ke) Peso (g) Largo (cm) Ancho (cm)
1 59 54 1.50 0.94 5.50 0.40
2 61 56 2.02 0.80 5.60 0.50
3 67 61 2.14 0.85 8.00 0.50
4 68 62 2.06 0.66 8.00 0.40
5 64 59 2.06 0.59 5.25 0.40
6 64 59 1.88 0.57 7.50 0.40
7 61 53 1.68 0.52 5.25 0.50
8 73 63 2.12 0.62 7.50 0.30
9 61 58 1.58 0.76 5.80 0.40

Promedio 64.22 58.33 1.89 0.70 6.49 0.42
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