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RESUMEN
La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de dos agentes crioprotectores,
Dimetilsulféxido (DMSO) y Glicerol, sobre el porcentaje de fecundacion del erizo peruano
Tetrapygus niger, determinando la concentracion, tiempo de exposicion y tipo de agente
crioprotector (CPA) a utilizar posteriormente en la crioconservacion de los gametos (esperma
y ovocitos), con fines de desarrollo de un banco de germoplasma criogénico. Se us6 tratamiento
osmotico (KCl) para liberar los gametos y se verifico la calidad. Se ensayaron concentraciones
de 0,5, 1, 1,5y 2 M, tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos, 3 repeticiones y controles
negativos por prueba. Se fertilizd6 usando 10 pL de solucion espermadtica (10 pL masa
espermatica con 200 pL de agua de mar microfiltrada esterilizada con luz ultravioleta) y
1000uL de suspension de ovocitos. Se fijo con formalina tamponada al 10% y se contabiliz
el nimero de huevos fertilizados y no fertilizados, diferencidndolos por la presencia de la
membrana de fertilizacion y/o segmentacion del cigoto en 2, 4 y 8 células. Se encontr6 que el
DMSO es mejor CPA que el Glicerol para la criopreservacion de esperma y ovocitos con
porcentajes de fecundacion de 89,9% y 73,8% respectivamente. Se encontraron valores NOEC
(concentracion a la cual no se observa efecto) y LOEC (concentracion mas baja a la cual se
observa efecto) de 1,5M /2M para esperma y 0,5M /1M para ovocitos con DMSO y de
0,5M/1M con Glicerol para esperma. Se recomienda utilizar estos resultados en ensayos de

criopreservacion para 7. niger.

Palabras claves: agente crioprotector, criopreservacion, DMSO, glicerol, Tetrapygus niger
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effect of two cryoprotective agents, Dimethyl sulfoxide
(DMSO) and Glycerol, on fecundation percentage of peruvian sea urchin Tetrapygus niger by
determining the concentration, exposure time and type of cryoprotective agent (CPA) to be
used later in the cryopreservation of gametes (sperm and oocytes) for the purpose of developing
a cryogenic germplasm bank. An osmotic treatment (KCL) was used to release the gametes
and the quality was verified. Concentrations of 0.5, 1, 1.5 and 2 M, exposure times of 5, 10, 15
and 20 min, 3 repetitions and negative controls per test were tested. Fertilization was carried
out using 10 puL of sperm solution (10 pL sperm mass with 200 pL of microfiltered seawater
sterilized with ultraviolet light) and 1000uL of oocyte suspension. It was fixed with 10%
buffered formalin and the number of fertilized and unfertilized eggs was counted,
differentiating them by the presence of the fertilization membrane and / or segmentation of the
zygote into 2, 4 or 8 cells. It was found that DMSO is a better CPA than Glycerol for the
cryopreservation of sperm and oocytes with fertilization percentages of 89.9% and 73.8%
respectively. NOEC (concentration at which no effect is observed) and LOEC (lowest
concentration at which effect is observed) values of 1.5M /2 M were found for sperm and
0.5M/1M for oocytes with DMSO, and with glycerol 0.5M/IM for sperm. It is recommended

to use these results in cryopreservation assays for 7. niger.

Keywords: cryoprotectant, cryopreservation, DMSO, glycerol, Tetrapygus niger
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I. INTRODUCCION
1.1 Planteamiento del Problema
La Acuicultura en el Peru, es una actividad muy prometedora tanto para elevar la produccion
de carne como para la generacion de puestos de trabajo ya que se cuenta con una muy buena
cantidad de cuerpos de agua naturales ademds de espacios para el desarrollo de cultivos
marinos y dulceacuicolas y esta protegida por las leyes del Estado (Ley N° 27460, DL N° 1195)

para su promocion y beneficios tributarios (D.S. N.° 001-2023-PRODUCE, 2023).

Dentro de este marco de promociones, beneficios y proteccion, se debe trabajar pensando
en proteger la biodiversidad de nuestras especies, para poder utilizarlas sin diezmar sus
poblaciones. Esta actividad presenta un bajo nivel de desarrollo, no solo por el insuficiente
nimero de empresas dedicadas al cultivo sino también por la escasa aplicacion de nuevas
herramientas biotecnologicas, trayendo como consecuencia una baja produccion acuicola con
pérdida de material genético, tanto por una débil eficiencia de produccion como por una baja

calidad del producto (Aguilera et al., 2021).

La estacionalidad reproductiva de algunas especies ocasiona que la produccion comercial
acuicola no sea constante todo el afio. Adicionalmente el uso de una parte de los gametos
producidos durante la reproduccion natural o artificial de las especies conlleva a desperdiciar
material bioldgico y no ser eficiente en su utilizacion. Todo ello genera una baja disponibilidad
de gametos tanto de esperma, ovocitos y embriones en cualquier época del afio de muchas
especies acuaticas en cultivo, con potencial de cultivo, de importancia ecoldgica y aquellas con

importancia para uso en bioensayos de contaminacion acuatica (Prat, 2013).

Este problema también se genera por la sobreexplotacion de algunas especies, por un
deficiente manejo de la pesqueria o cultivo, por la estacionalidad del ciclo reproductivo, a veces

porque no existe sincronia en el desove o liberacion de gametos entre el macho y la hembra.
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Asi mismo existe improvisacion en el uso de herramientas biotecnologicas que ayuden a la
conservacion del material genético y se preserve la biodiversidad (Organizacion de las

Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2019).

Por ello el desarrollo de un banco de germoplasma criogénico de gametos es una alternativa
importante en la busqueda de técnicas para preservar individuos durante todo el afio. No sélo
para las especies de cultivo sino también para especies que cumplen un rol ecoldégico muy
importante en la naturaleza (como el erizo Tetrapygus niger), para fines de repoblamiento, uso
en bioensayos u otros relacionados. La existencia de un banco de germoplasma criogénico
permitiria la conservacion del material genético por lo que es de gran valor para preservar la

diversidad genética y mantener la sostenibilidad de un recurso en el tiempo (Diwan et al.,

2020).

En el Pert no se ha utilizado la criopreservacion como herramienta de conservacion y no
se han desarrollado bancos de germoplasma de especies marinas, las técnicas de
criopreservacion de embriones, ovocitos y esperma no han sido investigados o son experiencias

muy aisladas y no se cuenta con protocolos desarrollados para especies peruanas (Montes,

2012).

1.2 Descripcion del problema

La criopreservacion de gametos permite la disponibilidad de los productos sexuales de
modo que puedan ser utilizados en la reproduccion en cualquier época del afio y con una buena
calidad. Por ello es importante manejar y seleccionar los factores que potencian el éxito de la
criopreservacion como es la eleccion del crioprotector adecuado y las concentraciones a las
cuales se permita la conservacion de los productos sexuales en nitrogeno liquido, siendo

parametros especificos para cada especie de trabajo (Paredes, 2016).
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El erizo de mar 7. niger es una especie muy bien distribuida en el litoral peruano, que
cumple un rol ecolégico muy importante en el ecosistema, se utiliza ampliamente en
bioensayos toxicoldgicos como también en el asesoramiento y monitoreo de contaminacion
marina porque es un método de estudio rapido, simple y confiable (Bellas y Paredes, 2011).
Esta especie requiere ser investigada en este aspecto ya que las poblaciones pueden presentar
una productividad gonadal (de gametos) diferente y estan afectadas por procesos de
fotoperiodo, temperatura, exposicion al oleaje, profundidad, cantidad y calidad del alimento,
predadores, densidad y proporcion sexual. Adicionalmente a ello, no presentan dimorfismo
sexual por lo que para realizar bioensayos se debe extraer por lo menos el doble de especimenes
requeridos para contar con la cantidad de esperma o huevos necesarios para las pruebas. Debido
a esta estacionalidad reproductiva se reduce la colecta de productos sexuales de erizo,

restringiendo su uso como organismo de ensayo (Prat, 2013).

El conocimiento del efecto de los agentes crioprotectores en el porcentaje de fecundacion
del erizo, la seleccion del crioprotector adecuado y las condiciones de su utilizacion que
aseguren una buena criopreservacion de los gametos puede mejorar la disponibilidad de
embriones, huevos y esperma en cualquier €poca del afo para el erizo 7. niger lo que facilitaria
la utilizacion de bioensayos estandarizados, realizar pocas colectas; conservando mejor la
especie y evitando una reduccion en las poblaciones, las cuales se ven afectadas también por

otros factores medioambientales (Suquet et al., 2000).

Mas importante atin es que todo ello contribuiria a reforzar el proceso de desarrollo de un
banco de germoplasma criogénico para esta especie, sirviendo de modelo y punto de partida

para su utilizacion en muchas otras especies acuicolas de interés comercial.
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1.3. Formulacion del Problema

1.3.1. Problema general

(Cuadl es el efecto de los agentes crioprotectores DMSO y Glicerol sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano 7. niger?

1.3.2. Problemas especificos

- (Qué concentracion del agente crioprotector DMSO puede utilizarse que permita un

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger comparable con el control?

- (Qué concentracion del agente crioprotector Glicerol puede utilizarse que permita un

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger comparable con el control?

- ¢Qué tiempo de exposicion del agente crioprotector DMSO puede utilizarse que permita un

porcentaje de fecundacion del erizo peruano T. niger comparable con el control?

- (Qué tiempo de exposicion del agente crioprotector Glicerol puede utilizarse que permita un

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger comparable con el control?

- (Qué tipo de gameto tratado con el agente crioprotector DMSO puede utilizarse que permita

un porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger comparable con el control?

- (Qué tipo de gameto tratado con el agente crioprotector Glicerol puede utilizarse que permita

un porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger comparable con el control?

1.4. Antecedentes

En el Peru, a pesar de la abundancia de este erizo 7. niger en las costas de nuestro

litoral, muy pocos aspectos bioecoldgicos y de conservacion han recibido atencion. Con
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relacion a los aspectos reproductivos existe poca informacion en el pais, principalmente Chile
ha dedicado mas estudios en esta especie. Dentro de estas investigaciones se encuentran
Zamora & Stotz (1993a) quienes han estudiado el ciclo reproductivo en la region de Coquimbo-
Chile, proponen un ciclo reproductivo con desoves parciales y mayor desove en el invierno. Se
ha evaluado las poblaciones del norte de Chile en funcion del indice gonadico encontrandose
que, las poblaciones que habitan lugares proximos presentan ciertas diferencias
intraespecificas, en relacion con el crecimiento gonadal y peso del espécimen desovado, pero
estas diferencias a nivel individual cambian cuando se evalian a nivel poblacional,
encontrandose mecanismos de compensacion en el proceso reproductivo poblacional (Zamora

& Stotz, 1993b).

El conocimiento de los aspectos reproductivos en Tetrapygus niger es relevante para
comprender como funciona sus poblaciones, su rol ecolégico y ademas muy importante para
elaborar estrategias de conservacion para esta especie y otros equinodermos donde un banco

de germoplasma colaboraria a estos fines (Campos et al., 2021; Lago & Paredes, 2023).

Se ha estudiado el efecto de varias sustancias utilizando como organismo de ensayo al
erizo negro. Zavaleta et al. (2018) evaluo el efecto del Diclofenaco a diferentes concentraciones
sobre la fecundacion del erizo. Lumbre (2020) determiné el riesgo ambiental del cadmio y
cromo evaluando los efectos en el desarrollo embrionario. Sanchez (2020) evalué el efecto de
la contaminacion marina producida por las fabricas de harina de pescado de la zona de Caleta
Carquin (Huaura-Lima-Pert1) en el desarrollo embrionario de 7. niger. Latorre-Padilla et al.
(2021) estudiaron los efectos negativos en el comportamiento alimenticio, crecimiento,
fertilidad y estadios tempranos de desarrollo en el erizo cuando son alimentados con

macroalgas Macrocystis pyrifera proveniente de lugares con alta contaminacién industrial de
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la zona de la Bahia Quintero (Valparaiso-Chile), donde operan aproximadamente 15 compaiiias

de diversos rubros.

En relacion con los estudios utilizando agentes crioprotectores y a la implementacion
de la criopreservacion en esta especie, Prat (2013) encapsul6 blastulas del erizo T. niger en
alginato de sodio para someterlas al crioprotector DMSO y mejorar la viabilidad post-
congelamiento. Barros et al. (1996), ensay¢ el crioprotector DMSO a 1,2M en esperma de 7.

niger obteniendo un 96% de éxito en la fertilizacion.

No se han realizado mas ensayos en 7. niger al respecto, por lo que se ha considerado
trabajar con Dimetilsulfoxido (DMSO) y Glicerol, compuestos muy utilizados en la
criopreservacion tanto de peces (Fonseca-Gonzéles, 2022), moluscos (Castro, 2021; Heres et
al., 2019) y otras especies de erizo (Paredes et al., 2022), evaluando su efecto en el porcentaje
de fecundacion cuando los gametos (esperma y ovocitos) son tratados con estos crioprotectores,
ensayo previo necesario para el proceso de criopreservacion de gametos y embriones.
Estandarizar estos protocolos son fundamentales para iniciar el desarrollo de un banco de
germoplasma criogénico que beneficie el proceso productivo acuicola, considerando lo
mencionado por Garmendia at al. (2009), quienes indican que, en algunas épocas del ao, la
mayor dificultad es encontrar ovocitos adecuados para las pruebas de fecundacion en
bioensayos. En otro aspecto el uso de invertebrados marinos principalmente erizos en
bioensayos embrio-larvales es una de las herramientas bioldgicas mas usadas y se han utilizado
por décadas para la evaluacion y monitoreo de la contaminacién marina alrededor del mundo

(Paredes, 2016).
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1.5. Justificacion de la investigacion

El erizo negro T. niger es una especie que cumple con un rol ecolégico muy importante,
es un organismo de ensayo toxicologico muy usado y una especie modelo por su facilidad de
manejo y alta reproduccion (Prat, 2013). Es una especie muy apropiada para desarrollar
protocolos de criopreservacion en funcion del desarrollo de un banco criogénico de
germoplasma tanto de esperma, évulos como de embriones, de especies acuaticas y marinas
como continentales que ayuden a conservar las especies y sirvan de base para un mejor manejo
con fines comerciales y de mejoramiento genético para la acuicultura y propuestas de politica

de conservacion (Paredes, 2016; Dupré & Carvajal, 2019).

Por ello se ha considerado trabajar con dimetilsulféxido (DMSO) y Glicerol,
compuestos muy utilizados en la criopreservacion tanto de peces, moluscos y otras especies de
erizo (Lago & Paredes, 2023; Paredes et al., 2022; Diwan et al., 2020) evaluando su efecto en
el porcentaje de fecundacidon, como ensayo previo a la criopreservacion de los gametos y
embriones de erizo negro peruano. De esta forma se contribuird con proporcionar informacion
para optimizar protocolos de criopreservacion para el erizo y con ello mejorar la conservacion

con miras al desarrollo de un banco de germoplasma criogénico para especies acudticas.

1.6. Limitaciones de la investigacion

Esta investigacion esta ligeramente limitada por la supervivencia de los erizos en el
laboratorio antes, durante y después de la investigacion, la cual estd en relacion a la
disponibilidad de alimento fresco (algas), agua de mar fresca para el recambio diario y a la

posibilidad que puedan ser liberados al mar.
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1.7.  Objetivos de la investigacion

1.7.1. Objetivo general

v" Evaluar el efecto de los agentes crioprotectores, Dimetilsulfoxido (DMSO) y

del glicerol sobre el porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

1.7.2. Objetivos especificos

v

Evaluar el efecto que ejercen diferentes concentraciones de DMSO sobre el

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

Evaluar el efecto que ejercen diferentes concentraciones de Glicerol sobre el

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

Evaluar el efecto que ejercen diferentes tiempos de exposicion a DMSO sobre

el porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

Evaluar el efecto que ejercen diferentes tiempos de exposicion al Glicerol

sobre el porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

Evaluar el efecto que ejerce el tipo de gameto tratado con DMSO sobre el

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.

Evaluar el efecto que ejerce el tipo de gameto tratado con Glicerol sobre el

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7. niger.



19

1.8.  Hipétesis

1.8.1 Hipotesis nula

La aplicacion del crioprotector DMSO sobre los gametos de erizo permitira obtener
un porcentaje de fecundacion igual al porcentaje de fecundacion obtenido utilizando como

crioprotector Glicerol.

1.8.2  Hipotesis alterna

La aplicacion del crioprotector DMSO sobre los gametos de erizo permitira obtener un
mayor porcentaje de fecundacién en comparacion con el porcentaje de fecundacion obtenido

utilizando como crioprotector Glicerol.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Bancos de germoplasma

Un banco de germoplasma viene a ser una “coleccion administrada de recursos
genéticos en los cuales se almacenan organismos enteros, células reproductivas o etapas
iniciales de vida”. La tecnologia usada para este fin es aplicable tanto a la industria como a la
conservacion tradicional. Existen bancos de germoplasma in situ y ex situ cuya diferencia se
refiere basicamente a donde se encuentran ubicados. Los bancos ex sifu, que pueden ser
colecciones de ADN, genes, células individuales, semillas u organismos enteros, se encuentran
fuera del habitat del organismo natural o cultivado mientras que los bancos in situ son
poblaciones de organismos protegidos junto con su hébitat cultivado o natural, estos son menos
comunes, pero pueden ser mas aceptados por el publico en general. (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAO], 2009). En el Convenio de
diversidad Bioldgica (CDB) y en el Cdodigo de conducta para la Pesca responsable se considera
muy importante la utilizacién de estos bancos de germoplasma para procesos de conservacion

y de produccion respectivamente (FAO,2009).

Paredes et al. (2022) menciona que, con el fin de preservar la diversidad genética y
biodiversidad, la conservacion in situ puede estar apoyada con métodos de conservacion ex situ
como la criopreservacion y el establecimiento de biobancos y principalmente manteniendo

ecosistemas saludables con capacidad para adaptarse.

2.2 Inicios de la criopreservacion y de los bancos de germoplasma

Los bancos de recursos genéticos (Genetic Resources Banks - GRBs) se iniciaron a
inicios de los afios 50, con los primeros experimentos en criopreservacion de esperma, estos

influyeron en el desarrollo de los procedimientos en fecundacion artificial mejorando la
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reproduccion de los animales domésticos, pero no hubo una amplia aplicacion por muchos afios
(Martinez-Paramo, 2008). La instalacion de bancos de esperma es una herramienta muy util,
tenido en cuenta que puede reducir significativamente la cantidad de animales que se requieren
para mantener una poblacion viable, simplificando el manejo de los reproductores y con la
ayuda de biotecnologias reproductivas como el trasplante de células germinales, cumple un rol
destacado en la programacion de procedimientos de seleccion genética y reproduccion asistida

por marcadores (Martinez et al., 2016).

La primera criopreservacion exitosa utilizd Glicerol, descubriéndose su accion
protectora en espermatozoides de diferentes animales domésticos, confirmandose Ia
efectividad del Glicerol como crioprotector para congelar globulos rojos cerca de 1950.
Posteriormente se descubrid la funcion crioprotectora del dimetilsulfoxido (Me2SO), y se
introdujo la fisica, las matematicas y el concepto de la "hipotesis de dos factores", que
establecia dos eventos clave letales en la criopreservacion: la lesion mecdnica como producto
de la formacién de hielo intracelular durante la congelacion rapida y la lesion por
deshidratacion por la formacion de hielo extracelular durante la congelacion lenta (Paredes,

2015).

Los primeros bancos de germoplasma de organismos acuaticos fueron pequenas
colecciones de espermas criopreservados de poblaciones silvestres de peces siendo la principal
utilidad mantener los resultados de los programas de crianza de la acuicultura. Posteriormente
los bancos de germoplasma perdieron colecciones por un deficiente planeamiento de inversion,
poca tecnologia y falta de participacion del gobierno. Actualmente los bancos de germoplasma
ex situ en la mayoria de los paises son administrados por los gobiernos nacionales, estatales y

nativos, compaifias privadas, académicos y ONGs (FAO, 2009).
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La pérdida de la diversidad genética que se puede presentar en la especies silvestres o
agricolas constituye un grave problema cuya consecuencia final es la extincion de la poblacion.
El establecimiento de GRBs contribuye con el mantenimiento de la biodiversidad ya que el
material bioldgico almacenado podria estar disponible cuando se requiera, del mismo modo
puede ser transportado de una granja a otra de manera muy facil permitiendo el inicio de
programas de crianza que mejoren la eficiencia de la produccion (Afreen & Ucgak 2020;

Martinez et al., 2016).

2.3 Principios de la criopreservacion de gametos

Criopreservar consiste en congelar, almacenar y descongelar organismos vivos, células
o tejidos en presencia de agentes crioprotectores (CPA) (Mazur, 2004). Martinez (2016)
menciona que es el procedimiento mas utilizado para preservar los gametos y embriones,
resaltando que la instalacion de un GRB para cualquier especie requiere el dominio de esta
técnica, considerando que el protocolo para la criopreservacion es especifico para cada especie

y tipo celular por su respuesta particular a la congelacion.

La criopreservacion es el proceso de preservacion de células, tejidos u organismos vivos
a temperaturas bajo cero, por lo general -197 °C utilizando nitrégeno liquido (NL) por un gran
periodo de tiempo e involucra los procesos de congelamiento, almacenamiento en tanque
criogénico con NL y el descongelamiento del material biologico. Se requiere desarrollar un
protocolo de criopreservacion cuyo objetivo es preservar células u otro material biologico
manteniendo su integridad estructural y funcional similar a aquellos no preservados de modo
que puedan ser utilizados con porcentajes de eficiencia similares al del material fresco (Montes,

2012).
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Mazur (1984, citado por Martinez et al., 2016) describe los eventos que ocurren durante

el proceso de congelacion:

Cuando una solucion es enfriada por debajo de su punto de congelacion, permanece en
estado liquido a una temperatura inferior a la temperatura real de congelacion. Esta es
una situacion inestable, y a medida que la temperatura desciende incrementa la
probabilidad de que ocurra el denominado proceso de nucleacion donde comienzan a
formarse cristales de hielo. En una solucion, el agua pura es lo primero en congelarse,
de modo que la solucion se hace cada vez més concentrada a medida que el agua pura
se congela, alcanzando valores de osmolaridad 20 veces superiores cuando la solucion

se encuentra a -40 °C por debajo de esa temperatura, la solucion solidifica totalmente.

(pp-33).

Cuando la solucion contiene una suspension celular, tiene lugar el denominado efecto
solucidn, es decir a medida que avanza el proceso de cristalizacidon, se produce una
salida de agua del interior celular debido al incremento de la osmolaridad del medio

extracelular (Mazur, 1965 citado por Martinez et al., 2016, p.33).

La hipotesis planteada por Mazur et al. (1972, citado por Horvarth & Orbagnii, 2020)
indica que la lesion por congelacion de una célula puede ocurrir de dos formas, si las células
se enfrian demasiado lento o rapido y que lo primordial es encontrar una tasa de enfriamiento
Optima para maximizar la crio-supervivencia de las células. Un enfriamiento demasiado lento
ocasiona una exposicion prolongada de las células a una concentracion creciente de solutos
(hasta el punto de la citotoxicidad) mientras que un enfriamiento demasiado rapido no permite
a las células liberar volimenes suficientes de agua, por lo tanto, el agua se congela dentro de

las células en forma de cristales de hielo letales (Horvarth & Orbagnii,2020).
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2.4  Agentes crioprotectores (CPA)

Los agentes crioprotectores se utilizan para conservar la viabilidad de las muestras
bioldgicas criopreservadas y proteger a las células del dafio que se produce por la formacion
de cristales de hielo en el proceso de congelacion y descongelacion. El éxito en este proceso
depende de la adecuada relacion entre la concentracion de CPA, y la toxicidad del CPA. Los
CPAs necesitan tener algunas propiedades especificas como ser altamente solubles en agua e
incluso a bajas temperaturas, presentar baja toxicidad para lograr deprimir el punto de
congelacion de una solucion (Muldrew et al. (2004, citado por Paredes et al., 2016). “El CPA
ideal debe ser capaz de prevenir la oxidacion no deseada y los efectos dafinos del proceso de
criopreservacion sobre las propiedades fisicas y quimicas de la membrana” (Marcantonini et

al., 2022, p.2).

El mecanismo por el cual ejercen su efecto esta relacionado con la reduccion de la
concentracion de electrolitos en el medio extracelular, con la disminucién de la
formacion de cristales de hielo y con la proteccion de la membrana y sus constituyentes
debido a sus propiedades coligativas. Cuando son afadidos, disminuye el punto de
congelacion de las células en solucion, permitiendo que la temperatura sufra un mayor

descenso antes de que el medio comience a congelarse (Martinez et al., 2016, p. 35).

Los factores que estan involucrados para que el CPA tengan un alto porcentaje de
eficiencia depende de la permeabilidad de la membrana plasmatica y de la toxicidad que
produce al penetrar a la célula tratada. Ello indica que cada célula u 6rgano responde de
diferente manera a los crioprotectores, lo que se traduce en diferentes efectos sobre los
organismos cuando se aplican las mismas metodologias, convirtiéndose en una respuesta

especie-especifica (Fabroccini et al., 2014; Gwo et al., 2002).
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La adiciéon o impregnacion de la muestra con el crioprotector se puede realizar a
diferentes temperaturas dependiendo de la permeabilidad y la citotoxicidad. Pueden afiadirse
gradualmente, segun el método de pasos con volumen fijo (Fixed Molar Step Addittion - FVS)
o con molaridad fija (Fixed Molar Step Adittion- FMS), ello reduce el estrés osmotico sobre la
célula a congelar, también puede anadirse en un solo paso y ello disminuye el tiempo de
exposicion al crioprotector. Durante la criopreservacion el metabolismo se ve ralentizado, por
lo que la accién toxica o daiina del crioprotector disminuye en gran medida a menos que se
utilice altas concentraciones del crioprotector a temperaturas altas (cerca de los 0°C)

(Fernandez et al., 2009).

Pegg (2007) indica que cuando las células se exponen a una solucidon que contiene un
CPA, las diferencias en la presion osmotica dentro y fuera de la célula causaran una difusion
inicial de agua para equilibrar las presiones osmoticas. Cuando la presion osmdtica dentro de
las células sea igual a la de la solucidn circundante, y el volumen en equilibrio sea ligeramente

mayor que el inicial se detendra este proceso.

“Estas situaciones se modificaran también en funcion de la temperatura ya que “cuanto
mayor sea la temperatura, mas rapido sera el proceso, porque a mayor temperatura el agua
saldra de la celda mas rapido y el CPA penetrara en la celda més rapido también” (Paredes,

2016, p.5).

“Por otro lado, la toxicidad del CPA aumentard a medida que aumente la temperatura
debido a la aceleracion del metabolismo con la temperatura, por lo que se necesitaria un periodo
de exposicidn mas corto para compensar el aumento de la toxicidad y evitar dafios” (Paredes,

2016, p.5)
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Betsy et al. (2021) menciona que, los crioprotectores requieren tiempo para ingresar al
esperma sin embargo una exposicion prolongada puede resultar toxica. Por otro lado, a
concentraciones muy altas pueden disminuir las crio- lesiones, pero puede llegar a causar dafio
a las células al mismo tiempo. Para lograr una proteccion eficaz durante la congelacion, se debe
determinar una concentracion adecuada de crioprotector y un periodo de equilibrio como

tiempo Optimo para facilitar el ingreso del crioprotector permeable a las células.

Mazur (2004) resalta que la permeabilidad de la membrana celular a los CPAs es crucial
en el proceso, ya que la permeabilidad de la membrana dependera de la composicion lipidica
de las membranas y de la temperatura. El agua y los solutos no electroliticos se transportan por
difusion a través de la bicapa lipidica haciendo que la velocidad de este proceso se encuentre
en relacion al gradiente osmotico, pero estard limitada por la permeabilidad de la membrana.
Los transportadores especificos de agua, las acuaporinas, jugaran un papel importante también

pero no todas las células tienen acuaporinas en sus membranas (Paredes, 2016).

“Debido al cambio en la composicion de la membrana y la complejidad durante el
desarrollo, para una especie dada, la permeabilidad cambiard para las diferentes etapas de

desarrollo, por lo general la tltima etapa es la mas permeable” (Paredes, 2016, p5).

Los crioprotectores segin su capacidad de penetracion en las células se clasifican en:

permeables y no permeables.

Los crioprotectores permeables pueden atravesar las membranas celulares por ser
moléculas no electroliticas, de bajo peso molecular y anfipaticas Al penetrar en las células
ocasionan la salida del agua intracelular, disminuyendo la formacion de cristales de hielo en el

interior de la célula. Segtin la concentracion, el tiempo de exposicion, o la temperatura pueden
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resultar toxicas para las células, por lo que estos tres factores deben ser combinados con la

finalidad que el crioprotector sea efectivo causando el minimo dafo posible (Martinez, 2016).

Por otra parte, los crioprotectores reducen los efectos del estrés osmotico asociado a la
deshidratacion durante el congelamiento, al interactuar con los grupos polares de los
fosfolipidos de las membranas, reemplazando el agua alrededor de la parte hidrofilica del
mismo. De este modo la temperatura de transicion de fase de los fosfolipidos disminuye,
reduciendo la desorganizacion inherente a los cambios de fase y convirtiendo a la membrana
en una estructura mas estable. Los crioprotectores permeables mas usados son glicerol,
metanol, etanol, etilenglicol, propilenglicol, dimetilformamida, dimetilacetamida y dimetil

sulfoxido (DMSO) (Martinez et al., 2016).

El dimetilsulféxido conocido como DMSO es considerado en los protocolos de
criopreservacion por su capacidad de penetrar ficilmente en los tejidos animales y vegetales,
asi como por ser un buen disolvente. Tiene propiedades antiinflamatorias y analgésicas, actua
como un crioprotector en ambientes acuaticos o marinos, protegiendo a organismos de
temperaturas extremas. El glicerol se encuentra dentro del grupo de los alcoholes, y por ser un
CPA permeable y de bajo peso molecular puede atravesar la membrana plasmatica del
espermatozoide ingresando por los canales de las acuaporinas 7. El Glicerol reemplaza el agua
intracelular evitando la deshidratacion excesiva y de esta forma reduce la formacion de hielo
intracelular. Cuando esta en solucion aumenta el volumen del medio extracelular, reduce la

cantidad de electrolitos minimizando el dafio celular (Zurita, 2017).

Los crioprotectores no permeables tienen en comparacion con los permeables, un
elevado peso molecular, siendo los estabilizadores de membrana o modificadores de las
propiedades fisicoquimicas del medio de congelacion, reduciendo la formacion de cristales de

hielo y el efecto de los solutos. Adicionalmente favorece un flujo de agua al exterior de la
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célula logrando que en el interior se inhiba el crecimiento de cristales y aumente la viscosidad
del medio extracelular. En este grupo se ubican la polivinilpirrolidona (PVP), los polivinil
alcoholes (PVA), compuestos lipidicos como la yema de huevo, proteicos como la albimina

sérica bovina (BSA) y azucares, sacarosa (Martinez et al., 2016).

“El grado de proteccion que puede aportar un crioprotector depende en gran medida de

sus caracteristicas propias” (Martinez et al., 2016, p36).

Los CPA mas utilizados con organismos marinos dentro de los permeables y no

permeables se presentan en la Figura 1.

Figura 1

Propiedades fisicoquimicas de los agentes crioprotectores CPA mas utilizados con
invertebrados marinos.

peso

formula densidad . . P
CPAs permeables molecular apariencia estructura quimica
molecular glem3
g/mol
7
DMSO C,Hs0S 78.13 1.1 Hquido /5'\
HaC CHa
Glv C:HzOs 02,00 1,26 liquido HO/\]/\OH
OH
EG CoH:0, 62,07 1.11 liquido OH
2HsO2 - q' H O/“‘\_/
OH
PG CoHz04 76.09 1.04 liquido OH
H3C/J\/

CPAs No permeables

TRE C12H22011 342.20 1.58 solido Mo S0, ;
HoLm | on

sUC C1:H2201, 342 3 1.59 solido

PVP CsHNO 2500- 2500000 1.2 solido O

Nota. Los CPAs, agentes crioprotectores: dimetilsulfoxido (DMSO), glicerol (GLY), etilenglicol (EG),
propilenglicol (PG), trehalosa (TRE), sacarosa (SUC) y polivinil pirrolidona (PVP). Adaptado de
Paredes, E. (2014). Cryopreservation of marine invertebrate early-life stages: applications in marine

water quality assessment and aquaculture. Tesis doctoral. Universidad de Vigo. Espafia.
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2.5  El organismo de ensayo erizo negro (Tetrapygus niger).

El erizo negro pertenece al filo Echinodermata, familia Arbaciidae, género Tetrapygus
con una Unica especie Tetrapygus niger la cual fue descrita por primera vez por Juan Ignacio

Molina naturalista chileno en 1872 (Kroh & Mooi, 2023).

La superficie oral inferior de la testa del erizo es aplanada, mientras que la superficie
aboral (superior) esta abovedada superficialmente. Presenta un pequefio disco apical con areas
ambulacrales rectas y cinco tubérculos primarios grandes en filas, en las 4areas
interambulacrales, intercalados con tubérculos secundarios mas pequefios. La boca esta
rodeada por un peristoma subpentagonal hundido, las espinas primarias son moderadamente
largas, mientras que las espinas secundarias son cortas. El color del cuerpo es negro violaceo

(Natural History Museum [NHM], s.f.).

El erizo negro Tetrapygus niger (Molina, 1782), pertenece al ecosistema intermareal
rocoso marino, se encuentra en las costas del sureste del Océano Pacifico tanto de Peru y Chile.
Se distribuye desde el norte de Pert hasta el estrecho de Magallanes y a profundidades de hasta
40m (Rodriguez & Ojeda, 1993). Es herbivoro y se alimenta principalmente de algas, consume

las plantas jovenes en su totalidad y solo el tallo de las plantas viejas (Perreault et al., 2014).

Seglin Zamora y Stotz (1993a), presenta un ciclo reproductivo anual, caracterizado por
la ausencia de una secuencia temporal de los procesos gametogénicos, una rapida recuperacion
gonadal post - desove y un extenso periodo reproductivo (9 meses). De modo que no sigue el
patron general establecido para equinoideos, en donde el ciclo reproductivo cuando es anual
presenta distintas fases, como reposo, recuperacion, crecimiento, maduracion, desove y

reabsorcion. Este comportamiento, asi como su composicion dietaria puede verse afectado por
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fenomenos como El Nifio y el calentamiento global disminuyendo sus poblaciones y

modificando la estacionalidad de los erizos maduros (Navarrete et al., 2008).

Este erizo no presenta dimorfismo sexual externo y presenta una coloracion definida en
estado maduro segun el sexo. La gonada masculina es color blanco y la femenina de color rojo
oscuro tipo vino o granate. En los erizos desovados ambas génadas adquieren una coloracion
café-oscura por lo que es dificil la identificacion para lo cual es necesario realizar un frotis

(Zamora y Stotz, 1993a).

Los organismos de esta especie son dioicos, es decir existen dos tipos de individuos
macho y hembra por separado. Los gametos son liberados al mar donde la fertilizacion se
realiza en la columna de agua generdndose una blastula ciliada y de nado libre. Posteriormente
se prosigue con la gastrulacion forméandose el blastoporo, en donde ocurre el reordenamiento
de las células en la parte externa dirigiéndose después hacia el interior de la blastula
(invaginacion). La larva se vuelve conica, y uno de los lados se aplana dando lugar a la
superficie oral, esta larva ciliada se denomina Prisma. Seguidamente la larva Prisma inicia la
formacion de proyecciones, desarrollandose los brazos caracteristicos de la larva Pluteus (Prat,

2013).

Cosson (2020) resalta la importancia histérica que tienen los erizos de mar como
organismos de ensayo en el estudio de la reproduccion y de los espermatozoides, su motilidad
y otras caracteristicas. Los erizos facilitan las observaciones basicas de los espermatozoides
por la gran cantidad de semen por individuo que presentan. Los primeros estudios en
espermatozoides fueron realizados en Kewalo Marine Lab (Hawaii) en 1985 mientras que la
fertilizacion de los huevos de erizo de mar fue observada por primera vez en 1879, en la
Estacion Marina de Villefranche sur mer (Francia). Asi mismo menciona que los estudios sobre

el movimiento del esperma de erizo de mar realizados por Sir Gray en 1955 siguen siendo un
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concepto fisico basico y fundamental para la teoria de la fuerza de resistencia (RFT) y del
movimiento flagelar mientras que la aplicacion del conocimiento en espermas de erizo a
estudios de esperma de mamiferos ha sido desarrollada desde hace mucho tiempo por Gagnon
en 1995. En el erizo de mar también se ha estudiado ampliamente la participacion de los
llamados motores moleculares, las dineinas, las cuales son utilizadas para poner en

funcionamiento al flagelo del espermatozoide (Gibbons, 2018).

El erizo negro T. niger es el mas abundante de las especies de erizos de mar que habitan
la costa del Pacifico, a pesar de ello, muchas caracteristicas bioldgicas claves permanecen

desconocidas (Fuentes y Barros, 2000).

Uno de los mayores obstaculos para una criopreservacion exitosa de ovocitos, esperma
y embriones de especies acudticas es el desarrollo de un protocolo de impregnacion de CPA
adecuado. La tolerancia al CPA varia con el tipo de crioprotector y concentracion, el protocolo
de impregnacion, asi como de la especie y tipo de estructura reproductiva. Estos aspectos son
muy importantes que deben optimizarse antes de realizar ensayos en criopreservacion (Rahman

at al., 2008).

2.6. Marco conceptual

e Porcentaje de fecundacion
Es una relaciéon que indica la eficiencia del proceso reproductivo contabilizando
la cantidad de huevos fecundados o en inicio de clivaje de un total de 100
células.

e Agente crioprotector CPA
Es la sustancia que puede ser afiadida a una estructura reproductiva o gameto

para evitar el dafio celular causado por bajas temperaturas.
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Tiempo de exposicion

Tiempo en el cual se encuentra sometido el tejido o célula una sustancia o
tratamiento.

Protocolo de impregnacion de CPA

Se refiere a la forma como se somete la célula al agente crioprotector.
Criopreservacion

Es el proceso en el cual se congela a muy bajas temperaturas el material
biologico, ovocitos, esperma, embriones, cualquier célula o tejido del
organismo, para conservarlo de modo que puede utilizarse después de muchos
anos.

Banco de germoplasma criogénico

Es el lugar donde se almacena material bioldgico a bajas temperatura para

conservar su viabilidad y preservar la biodiversidad.



3.1. Tipo de investigacion

I11.

METODO
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La investigacion es de naturaleza experimental, explicativa, aplicada, relacional y

cuantitativa. Se evaluo el efecto de la variable independiente (agente crioprotector) sobre la

variable dependiente (porcentaje de fecundacion).

3.2. Poblaciéon y muestra

Se colectaron en total 75 especimenes de la zona de Chorrillos; para las pruebas,

repeticiones y ensayos adicionales se colectaron de 25 a 30 especimenes por vez. Los

especimenes adheridos a las rocas se retiraron de manera aleatoria con una espatula, los cuales

fueron colocados en baldes con agua de mar y algas. Posteriormente se trasladaron al

Laboratorio de Genética Aplicada (LGA-FOPCA-UNFV), donde se acondicionaron en

acuarios con agua de mar y aireadores para mantenerlos en buen estado y se alimentaron con

algas de la zona de colecta. La muestra fueron los ovocitos y espermas, los cuales fueron

sometidos a los tratamientos con los agentes crioprotectores.

3.3.0peracionalizacion de variables

Variable Definicion DeﬁnIC} on Dimensiones Indicadores Unidades Criterio Respuesta
operativa
Sustancia que Sustancia que - Tiempo de minutos Smin/10min/15min
previene la protege a los -DMSO permanencia en
acumulacion gametos del dafio DMSO moles 0,5M /1.0M /1,5M
excesiva de causado por la - concentracion
Agente electrolitos y formacion de del DMSO
crioprotector | otras cristales de hielo minutos Smin/10min/15min
(ACP) sustancias durante el proceso -GLICEROL - Tiempo de
durante el de permanencia en moles 0,5M /1.0M /1,5M
variable proceso de criopreservacion, Glicerol
independiente | congelamiento, | esta proteccion esta - concentracion

y la formacion
de cristales de
hielo que
rompen la
estructura de la
membrana

en relacion a la
concentracion y el
tiempo de
permanencia de las
células en el ACP

del Glicerol
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Definicié
Variable Definicion ¢ mlc.l on Dimensiones Indicadores Unidades Criterio Respuesta
operativa
Es la union de | Estado en el cual -Ovocitos Porcentaje
una célula | las células tratado 0-64 Bajo
reproductora reproductoras P taie d Numero de 65 -89 Medio
masculina y | masculinasy ) forceg A€ € | huevos con la 90 =100 Alto
Fecundaciéon | una femenina | femeninas se unen | -Esperma ccundacion membran.a} de
variable (gameto) para | y forman una tratado fecu.nc.ia.mon o .
. en inicio del Porcentaje
dependiente | formar un | membrana de . .
brion fecundacion clivaje de un 0-64 Bajo
em eeu total de 100 65— 89 Medio
iniciando la células 90> 100 Alto

segmentacion

(clivaje) del huevo.

contadas

3.4. Instrumentos

Se utiliz6 la técnica de la observacion experimental inicamente como instrumento

para la recoleccion de datos. Se elaboraron fichas de registro de los datos que se obtuvieron.

La investigacion se desarrollo en el LGA-FOPCA-UNFV de la Facultad de

Oceanografia, Pesqueria, Alimentarias y Acuicultura de la Universidad Nacional Federico

Villarreal.

3.4.1 Materiales de bioseguridad

v Envase para desechos punzocortante

v" Guantes de nitrilo NITRILECARE talla L ambidiestro sin polvo sin latex.

v Guardapolvo blanco talla mediana

3.4.2 Materiales para el acondicionamiento de los especimenes

Con estos materiales se recolecto la informacion sobre el proceso de acondicionamiento

como temperatura del agua, temperatura ambiental, salinidad del agua.

v Acuarios de vidrio de dimensiones 30x18x20cm, 29x20x16¢m -06 unid

v Acuarios de vidrio de dimensiones: 50x25x30cm, 45x20x25¢m, 42x16x20cm-04unid

v' Aireadores portatiles SB-960 SOBO-02 unid
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Baldes de plastico 30L y 20L -06unid

Bombas de aire con 4 entradas BOYU S-4000B -03 unid
Galoneras de plastico de 20L -06 unid

Mangueras de pléstico de acuario

Papel indicador de pH fix 0-14 MACHEREY-NAGEL -1 caja
Piedras difusoras -10unid

Materiales para la biometria de especimenes:

Estos instrumentos sirvieron para la recoleccion de la informacion en relacion con el tamano

y peso de los especimenes: didmetro de testa y peso total.

3.4.4

e Baldes pequefios 5L -02 unid
e Guantes de tela gruesos -01 unid
e Papel toalla -10 rollos

Materiales para el desove de los especimenes

Estos instrumentos sirvieron para inducir el desove e identificar el sexo de los especimenes.

e Agua de mar microfiltrada y esterilizada con UV (AMMFE) -10L

¢ Guantes de nitrilo NITRILECARE talla L ambidiestro s/polvo s/latex -1caja

e Jeringas desechables estériles de 1 mL ¢/ aguja 25G x 5/8” SEGURIMAXX -1caja
e Papel KRAFT -05 pliegos

e Papel toalla -10 rollos

e Vasos de precipitado de 50 mL esterilizados ISOLAB -40 unid

3.4.5 Materiales para exposicion al agente crioprotector
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Estos materiales sirvieron para la preparacion de las soluciones CPA vy el tratamiento de los

gametos.

v

Baguetas de vidrio -04 unid

Caja para puntas autoclavable 100-1000ul -01 unid

Cajas para puntas autoclavable 0.5-10ul -01 unid

Cajas para puntas autoclavable 10-100ul -01 unid

Cinta PARAFILM “M” AMERICAN NATIONAL CAN ™1 caja dispensadora
Fiolas de 10mL,25mL,50mL,100mL,250mL ISOLAB +0.06/+ 0.15,20°C -10unid
Frascos para soluciones 250mL SCHOTT DURAN -06 unid

Frascos para soluciones 500mL SCHOTT DURAN -06 unid

Gradillas para microtubos -15 unid

Micropipetas BOECO volumen ajustable (0.5-10pnL/10-100pL/100-1000uL)- 03 unid
Microtubos de 1,5 mL BIOLOGIX® bolsa -500 unid

Microtubos de 2mL BIOLOGIX® bolsa -500 unid

Pipetas graduadas 10 ML /0.1 ISOLAB -04 unid

Pipetas graduadas con embolo 5 ml 5/10 ISOLAB -02 unid

Pliegos Papel KRAFT -05 pliegos

Probetas 100ml 100:1ml + 0,5ml 20°C ISOLAB -04 unid

Probetas 50ml 50:1ml £+ 0,5ml 20°C ISOLAB -04 unid

Puntas para micropipetas BIOLOGIX® 10uL- bolsa -1000 unid

Puntas para micropipetas BIOLOGIX® 100uL- BOLSA -1000 unid

Puntas para micropipetas BIOLOGIX® 1000uL- bolsa- 1000 unid

Tubos de centrifuga conicos con tapa de 15 ml BIOLOGIX® bolsa- 50 unid
Tubos de centrifuga conicos c/tapa de 50 ml c/tapa azul BIOLOGIX® bolsa-50 unid

Vasos de precipitado 1000mL KIMAX -04 unid
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v" Vasos de precipitado 100mL, 50 mL ISOLAB -40 unid

v" Vasos de precipitado S00ML ISOLAB -04 unid

3.4.6 Materiales para la evaluacion de la fertilizacion:

v" Aceite de inmersion para microscopia MERCK

v' Camara de Neubauer, luz brillante BRAND® 0.0025mm?*/0.100mm Germany

v' Camara de Sedgwick-Rafter ImL S50, PYSER-SGI © United Kingdom -1 unid

v" Cubreobjetos 22 x 22 mm BRAND Germany -1caja

v" Cubreobjetos para hemocitometro 20x26x0.4mm BRAND-Germany -1caja

v Hisopos COTONETES -1 caja

v Micropipeta BOECO volumen ajustable 100-1000uL) -1 unid

v" Papel lente WHATMAN® 105 100x150mm — England -1paq

v" Porta objetos PEARL 25.4x76.2mmm /1.0-1.2mm grosor bordes redondeados -1caja

v" Puntas para micropipetas BIOLOGIX® 1000uL- bolsa- 1000 unid

3.4.7 Reactivos

v’ Buffer Fosfato de sodio pH 6.7-7.2 100mL

v Cloruro de potasio 0.5M solucion 100mL SPECTRUM®

v" DMSO - Dimethyl sulfoxide grado molecular SERVA® frasco 250 ml
v Formol 40% SPECTRUM® solucion 10%

v" Glicerol SPECTRUM ® fw.92.10

3.4.8 Equipos

v’ Balanza analitica Aczetx max 2200g min 0.10 g d= 0.00010g

v’ Balanza digital. Modelo Explorer OHAUS 2100g MAX d= 0.01mg
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v' Calibrador o vernier TRUPER Mod.CALDI-6MP Acero inoxidable/ Pantalla LCD

v" Estufa eléctrica Memmert VENTICELL IL

v Microscopio Axioscope Al Carl Zeiss con camara Canon Powershot A650 IS-6X
optical zoom, ocular 25X, 16X

v Refractometro VITALSINE SR-6

v" Sonda TERMOCUPLA HI766E1- ROMANIA

v Termometro de maxima y minima SPER SCIENTIFIC 736690 - TATWAN

v' Termometro digital HANNA Instruments HI93532 K-THERMOCOUPLE

THERMOMETER — ROMANIA

3.5. Procedimientos

3.5.1. Obtencion de la muestra

Los erizos fueron colectados de las playas de la zona de Chorrillos y trasladados al
laboratorio donde se lavaron varias veces con un cepillo suave con agua de mar filtrada para
eliminar algunos de los organismos adheridos a sus espinas. El acondicionamiento de los erizos
se realizd en el laboratorio de Genética Aplicada en acuarios, proporciondndoles una buena
aireacion (Figura 2). Se les aliment6 con algas colectadas de la misma zona, y se realizo la
limpieza diaria de las excretas y recambio de agua, permaneciendo en esas condiciones no
menos de una semana antes de los experimentos. Se midio la temperatura de los acuarios y

ambiente del laboratorio.

Los procedimientos descritos se basan en los métodos de referencia estandarizados de
ensayo biologico y pruebas de fertilizacion con erizos de mar (Environmental Canada. 2011).

Previamente a cada desove se realizd la biometria de los especimenes (Figura 3) seglin el



39

protocolo para muestreo bioldgico y biométrico del erizo de mar descrito por IMARPE

(Galindo et al., 2016).

Figura 2

Acondicionamiento de erizos

Nota: Erizos T. niger con aireacion fuerte y constante durante todo el periodo de los ensayos La
adhesioén al vidrio y visualizacion de pies ambulacrales indica el buen estado del ambiente donde se
encuentran. Fotografia tomada en el Laboratorio de Genética Aplicada-FOPCA-UNFV.

Figura 3

Biometria de los erizos

A
wot®

Nota. A. pesada del espécimen al cual se le ha eliminado exceso de agua de mar con papel toalla. B.

medicion del diametro de testa con el caliper, vernier o pie de rey.
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3.5.2. Obtencion de los espermatozoides

Para obtener los espermatozoides se indujo el desove de los especimenes, utilizando
cloruro de potasio 0,5M inyectando en la region oral, en la membrana peristomial, de 2 a 3 ml
de la solucion. Posteriormente se colectaron los espermas en un vaso de precipitado esterilizado
con la region oral hacia arriba y el poro genital orientado hacia abajo para la liberacion de los
gametos (Figura 4). Se mantuvieron sin agua de mar (“en seco”) a 4 °C en un microtubo de 2
mL, hasta su uso por un periodo no mayor de 24 horas. Se tomaron datos de pH, volumen del
esperma y se verificd la movilidad. Inmediatamente después que desovaron, los especimenes
machos se trasladaron a un acuario con agua de mar y aireacion para su recuperacion.

Figura 4

Desove de esperma

Nota: A. erizo liberando esperma B.: volumen de esperma obtenido almacenado a 4°C

3.5.3. Obtencion de los ovocitos
Para obtener los ovocitos se indujo el desove de los especimenes. Se utilizo cloruro de

potasio 0,5M inyectando en la membrana periostomal, cavidad que rodea la boca, de 2 a 3 mL
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de la solucion. Posteriormente se colectaron los ovocitos en un vaso de precipitado esterilizado
y se realizaron varios lavados o enjuagues con agua de mar microfiltrada y esterilizada con luz
ultravioleta (AMMEFE) decantando a los ovocitos y eliminando el sobrenadante para volver a
colocar AMMEFE. Se evalu¢ la calidad de los ovocitos observando que presenten forma esférica
y no dafiada. Se conservaron en frio a 4°C hasta inicio del ensayo en un microtubo de 2mL
(solucion madre de ovocitos) (Figura 5). Los erizos hembra desovados se colocaron en otro
acuario, separados de los machos, con aireacion y alimento.

Figura §

Desove de ovocitos

Nota: A. microtubo con ovocitos almacenado a 4°C B. erizo hembra con desove de ovocitos

Una vez desovados los especimenes machos y hembras se realizaron pruebas de
fertilizacion entre los especimenes desovados para encontrar la combinacion de esperma y
ovocito que ofrecia mayor viabilidad y porcentaje de fecundacion. Luego de escoger al

espécimen macho y hembra se procedi6 a someter a los gametos a los tratamientos
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programados. De este modo se asegurd una respuesta apropiada a ACP en donde el factor de

viabilidad del gameto es minimizado.

3.5.4. Efecto de los agentes crioprotectores (CPAs) DMSO y Glicerol sobre los gametos a

diferentes concentraciones y tiempos de exposicion

Para someter a los ovocitos a los CPAs, primero se prepar6 una suspension de ovocitos
en un tubo cénico de 15mL utilizando 250uL de solucidon madre de huevos y adicionando 10
mL de AMMFE. Posteriormente en un microtubo de 2 mL se adiciond 500 pL de la suspension
de ovocitos y 1 mL de solucion del CPA a diferentes concentraciones (0,5M - IM- 1,5 M - 2M)
(preparadas con agua de mar AMMFE), por periodos de exposicion diferentes (5, 10, 15, 20
min) y a temperatura ambiente. Una vez que los ovocitos completaron los tiempos de
exposicion se realizaron 2 lavados con AMMFE permaneciendo un volumen de 500uL de

ovocitos tratados, listos para la fertilizacion.

Para el caso del esperma, se coloc6 10uL de esperma sin diluir en microtubos con
200uL de ACP por el tiempo de exposicion y concentracion correspondiente. Luego se utilizo

10uL para fertilizar 1000uL de solucion de ovocitos.

3.5.5. Procedimiento de fertilizacion

El procedimiento utilizado se baso en el protocolo propuesto por Olaechea et al. (2006).
Se prepard en un microtubo una solucion espermatica agregando 10 pL de la masa espermatica
a 200 uL de AMMEFE. Por otro lado, en un microtubo de 2 mL se coloco 1000uL de la
suspension de ovocitos, a la que se agregd 10 puL de la solucion espermatica. Después de
aproximadamente 1 hora, se lavé con AMMEFE vy se verifico la presencia de la membrana de

fecundacion e inicio de la division. Posteriormente se fijé con formalina tamponada al 10%



43

agregando 500uL a cada tubo (1:1) para conservar el material y realizar la evaluacion de las
muestras posteriormente (Dupré y Carvajal, 2018, Fabrocinni y D’Adamo, 2011, Ribeiro et al.

2018).

Para realizar la evaluacion del efecto de los crioprotectores ensayados en el porcentaje
de fecundaciéon se contabilizd6 el numero de huevos fertilizados y no fertilizados,
diferenciandolos por la presencia de la membrana de fertilizacion y/o por la segmentacion del
cigoto en 2, 4 6 8 células (Figura 6). Se utilizé un 1 mL de muestra fertilizada para la lectura

en la cdmara de Sedgewick-Rafter.

Figura 6

Huevos no fertilizados, fertilizados en division de 2 y 4 células de T. niger

-y
®

TR i

Nota. Huevos: A. no fertilizado B. fertilizado C. 2 células D. 4 células. Fotografias tomadas con
microscopio Axioscope Al Carl Zeiss con camara Canon Powershot A650 IS-6X optical zoom, 250X,

1000X y 2500X.
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3.6. Analisis de los datos

Se evaluaron 2 CPAs, DMSO y Glicerol, 4 tiempos de exposicion (5, 10, 15 20 minutos), 4
concentraciones (0,5,1,0 1.5, 2M) y 2 tipos de gametos (ovocito y esperma), con 3 repeticiones
para cada tratamiento (Disefio completamente al azar - DCA) siendo 192 muestras en total.
Adicionalmente se consideraron 3 controles por cada tratamiento teniendo al final 240 muestras
para analizar. Para disminuir la variabilidad en los datos, se utilizd para la prueba de

fertilizacion, los productos sexuales de un solo macho y una sola hembra.

Se utilizé el andlisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar la ocurrencia de
diferencias significativas en los resultados de los tratamientos realizados. También se realizd
la prueba de Tuckey para las comparaciones respectivas entre tratamientos y para determinar
los valores NOEC y LOEC relacionando con el control. Se utilizé el software Statgraphics

Centurion 16.1 para las pruebas estadisticas.

3.7. Consideraciones éticas

Los especimenes fueron tratados con mucho cuidado, se les administro el alimento que
requieren, asi como condiciones de oxigenacion que aseguraron un buen acondicionamiento a
las condiciones de laboratorio. Asimismo, el procedimiento del desove se realizd con mucho

cuidado. Posteriormente los erizos desovados y recuperados se liberaron de vuelta al mar.
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IV. RESULTADOS

El muestreo de los erizos se realizo al azar en la zona de Chorrillos, la cantidad total
usada de machos y hembras fue muy similar (33 hembras /36 machos). El peso promedio fue
de 36,04 g. +12,16, siendo el rango mas frecuente entre 30 y 40 gramos (Figura 7). En relacion
con el didmetro de testa, el promedio fue de 43,73mm £5,50 con rango frecuente entre 40 y 50
mm (Figura 8). Las medidas biométricas fueron muy variables encontrandose pesos entre un

rango de 10,29g y 82,13g, y para el didmetro de testa entre 29,9mm y 61,4mm.

Figura 7

Peso de los especimenes ensayados (g)
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Figura 8

Diametro de testa de los especimenes ensayados (mm)
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En la figura 9 se muestra los porcentajes de desove obtAenidos por los especimenes
durante el desarrollo de la investigacion. Algunos erizos no lograron desovar y en otros
especimenes, los desoves fueron muy reducidos de modo que no permitio el registro del
volumen desovado. Mas del 50% del total de erizos logré un desove normal caracterizado por
prontitud del desove y buen volumen; esfericidad del huevo y membranas lisas para las
hembras y alta motilidad de los espermas para los machos; siendo las hembras en mayor
nimero que los machos. El desove reducido se presentd en mayor numero en los machos

(Figura 10).

Figura 9

Porcentajes de desove del erizo T. niger

desove nulo
8%

Desove
normal ___
53%
desove
reducido
39%

Figura 10

Desove de erizos por sexo
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B macho M hembra
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Los volumenes de desove (mL) fueron muy variables también, tanto para las hembras
como para los machos, pero el volumen promedio alcanzado por la hembra fue mayor al
volumen promedio desovado por los machos (figura 11), con rangos de 0,25-2,25mL para los
machos y de 0,1- 5,5mL para las hembras y con un volumen promedio de 1,05 (+0,5) mL para

los machos y 1,7 (£1,5) mL para las hembras.

Figura 11

Volumenes de desove (mL) por sexo en Tetrapigus niger
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Durante la investigacion la temperatura de los acuarios de acondicionamiento de erizos
estuvo en promedio en 17,9 °C, la temperatura del laboratorio en 18,5°C y la temperaturas

maxima y minima en 17,8 y 15,9 respectivamente.

Los especimenes permanecieron en acondicionamiento en los acuarios antes del desove
en promedio 21 dias, con un rango de 7 a 28 dias. Después del desove los especimenes
permanecieron en los acuarios para su recuperacion y posterior liberacion al mar en promedio
27 dias y algunos especimenes permanecieron tiempos mayores como 34 dias para luego ser

liberados. En promedio se recuper6 el 25% de erizos desovados.
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En la figura 12 se muestra las estructuras observadas durante la investigacion, el huevo
no fecundado, huevo fecundado con la membrana de fecundacion, y las células en division que
nos aseguraron el éxito de la fecundacion y posterior avance del proceso embrionario. Se
observaron células con dos, cuatro, ocho células y en algunos casos larvas prisma y etapas

tempranas de larva pluteus.

Figura 12

Huevos fertilizados y desarrollo embrionario en el Tetrapigus niger

Nota: a. huevo con membrana de fecundacion. b. 2 células. c. 2 células. d. 4 células. e. prisma. f. larva
2 brazos. g. larva temprana 4 brazos. Fotografias tomadas con Microscopio Axioscope Al Carl Zeiss

con camara Canon Powershot A650 IS-6X optical zoom, 250X, 1000X y 2500X.

4.1. Efecto del crioprotector DMSO sobre los gametos a diferentes concentraciones y

tiempos de exposicion

4.1.1. Efecto en el Esperma
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El resultado obtenido luego de someter al esperma del erizo a diferentes
concentraciones de DMSO y tiempos de exposicion se presenta en la tabla 1.
Se obtuvieron valores altos de porcentaje de fecundacion muy similares con los logrados con

el control.

Tabla 1
Porcentajes de fecundacion obtenidos con esperma tratado con DMSO a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion.

Concentracion Tiempos de exposicion
5 min 10 min 15 min 20 min Control
0,5M 97,5+ 1,8 91,8+ 1,1 954+54 882+99 97,1+1,6
IM 91,4+9,1 91,0 +3,7 948+54 899+14,5 100,0+0*
1,5M 89,9+89> 81,3+2,2* 80,1+1,0° 754+0,8"% 995+0,3?
2M 57,7164 475+7,8° 298+59% 277+70% 100,0+0?

Nota: La tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios para cada tiempo de exposicion y
concentracion. La letra “a” representa las diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en
comparaciones con el control. La letra “b y ¢” representa las diferencias significativas DVS-Tuckey

(0,05) en las comparaciones entre los tiempos de exposicion. En anexo B se presentan las pruebas de

ANOVA y DVS -Tuckey.

Para una concentracion de 0,5M DMSO se obtuvieron valores de 97,5%, 91,8%, 95,4%

y 88,2% a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. No se encontraron



50

diferencias significativas (P= 0,05) entre todos los valores del porcentaje de fecundacion

obtenidos.

No se encontraron diferencias verdaderamente significativas (DVS-Tuckey) al
comparar los porcentajes de fecundacion de los tiempos de exposicion con los porcentajes de
fecundacion del control. Asimismo, no se encontraron Diferencias Verdaderamente

Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de exposicion ensayados.

Para una concentracion de 1M DMSO se obtuvieron valores de porcentaje de
fecundacion de 91,4%, 91,0% 94,8% y 89,9% para tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20
minutos respectivamente. No se encontraron diferencias significativas (0,05) entre todos los

valores del porcentaje de fecundacion obtenidos.

No se encontraron diferencias verdaderamente significativas (DVS-Tuckey) al
comparar los porcentajes de fecundacion de los tiempos de exposicion con los porcentajes de
fecundacion del control. Asimismo, no se encontraron Diferencias Verdaderamente

Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de exposicion ensayados.

Para una concentracion de 1,5M DMSO se obtuvieron valores de 89,9%, 81,3%, 80,1%
y 75,4 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. En este caso, si

se encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos (ANOVA).

Al comparar los porcentajes de fecundacion obtenidos en cada tiempo de exposicion
con el control se encontraron diferencias significativas para tiempos de exposicion de 10

min,15 min y 20 min (DVS-Tuckey, 0,05) y para 5 min las diferencias no fueron significativas.
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Asimismo, al hacer la comparacion de las diferencias en los valores de porcentaje de
fecundacion entre los tiempos de exposicion ensayados se encontrdo Diferencias

Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) solo entre Smin y 20 min.

Para una concentracion de 2M DMSO se obtuvieron valores de 57,7%, 47,5%, 29,8%
y 27,7 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. Estos valores
estan muy por debajo del valor promedio del porcentaje de fecundacion del control presentando
diferencias significativas al compararlos con los porcentajes de fecundacion del control.
Asimismo, se encontraron Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) en los
porcentajes de fecundacion entre los tiempos de exposicion de 5 con 15 y 20 minutos y entre

10 con 15 y 20 minutos.

En relacidon con las concentraciones ensayadas, se compararon los porcentajes de
fecundacion maés altos (tabla 2), encontrandose que, a la concentracion de 0,5M se obtuvo el
mayor porcentaje de fecundacion (97,5) seguido de 1M (94,8) y 1,5M (89,9) hallandose que
entre estas tres concentraciones no existian diferencias significativas (DVS-Tuckey), mientras

que comparando con 2M, si se presentaron DVS diferencias significativas.

Tabla 2

Porcentajes de fecundacion en funcion de las concentraciones de DMSO para el esperma

Concentracion del crioprotector DMSO

0,5M IM 1,5M 2M

97,5+ 1,8 94,8 + 5,4¢ 89,9 + 8,9¢ 57,7 + 16,454

Nota. Se presentan los valores promedio obtenidos. La letra “b, ¢, d” representa la DVS-Tuckey (<0,05)

entre las concentraciones ensayadas.
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Asimismo, se encontrd que la concentracion mads alta a la cual no se observa efecto
sobre en el porcentaje de fecundacion (NOEC) es 1,5M. La concentracion mas baja a la cual

se observa efecto sobre el porcentaje de fecundacion (LOEC) se encontrd en 2M (tabla 3).

Tabla 3

Valores NOEC y LOEC para los crioprotectores (CPA) ensayados

ACP NOEC LOEC
esperma ovocito esperma ovocito

DMSO 1,5M 0,5M M IM

Glicerol (1557 E—— IM e

Nota. NOEC (No Observed Effect Concentration) concentracion a la cual no se observa efecto, LOEC
(Lowest Observed Effect Concentration) concentracion mas baja a la cual se observa efecto, DVS -

Tuckey (p < 0.05).

4.1.2. Efecto en los ovocitos

El resultado obtenido luego de someter a los ovocitos a diferentes concentraciones de
DMSO y tiempos de exposicion se presenta en la tabla 4.

Se obtuvieron valores de porcentaje de fecundacion comparables con los logrados con
el control a la concentracion de 0,5M DMSO con valores de 73,2%, 73,2%,73,8% vy 73,5% a
tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. No se encontraron
diferencias significativas al comparar los porcentajes de fecundacion de los tratamientos con
los porcentajes de fecundacion del control. Asimismo, no se encontraron Diferencias

Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de exposicion ensayados.

Para una concentracion de 1M DMSO se obtuvieron valores de porcentaje de

fecundacion de 72,4%, 65,5%, 62,0% y 53,8% para tiempos de exposicion de 5, 10, 15y 20
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minutos respectivamente. Se encontraron diferencias significativas (DVS-Tuckey) entre los
porcentajes de fecundacion de todos los tratamientos con el control. Asimismo, se encontraron
Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) entre todos los tiempos de

exposicion ensayados.

Tabla 4
Porcentajes de fecundacion obtenidos con ovocitos tratados con DMSO a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion.

Concentracion Tiempos de exposicion
5 min 10 min 15 min 20 min Control
0.5M 73,2+89  73,2+3,6 73,8 +7,7 73,5+4,9 79,6 +0,6*
1M 72,4+ 1,50 655+0,6°° 62,0+ 1,54 538+1,00 796+ 0,60
1.5M 495+0,8% 469+1,1* 469+2,0° 454+19° 796+0,6°
2M 28,7 +7,3% 29,0+£0,7° 155+1,8 12,2+6,0° 79,6+0,6°

Nota. la tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios para cada tiempo de exposicion y

e

concentracion. La letra “a” representa las diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en las

[IP%L)

comparaciones de los tiempos de exposicion con el control. Las letras 'b” y “c” representan las
diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en las comparaciones entre los diferentes tiempos de

exposicion.

Para una concentracion de 1,5M DMSO se obtuvieron valores de 49,5%, 46,9%, 46,9%
y 45,4 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. Se encontraron
diferencias significativas entre los porcentajes de fecundacion obtenidos con todos los
tratamientos de DMSO ensayados con el control. Al comparar los tratamientos, inicamente se
encontraron Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de

exposicion de 5y 20 min.
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Para una concentracion de 2M DMSO se obtuvieron valores de 28,7%, 29,0%, 15,5%
y 12,2 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. Si se encontraron
diferencias significativas (p< 0,05) al comparar los porcentajes de fecundacion con los
obtenidos con el control para todos los tratamientos. Asimismo, se encontraron Diferencias
Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de exposicion de 5y 10 con

15 y 20 minutos.

En relacion con las concentraciones ensayadas, se compararon los valores mas altos de
porcentajes de fecundacion (tabla 5). Para la concentraciéon de 0,5M se obtuvo el mayor
porcentaje de fecundacion (73.,8) seguido de 1M (72,4) encontrandose que no existen
diferencias significativas (DVS-Tuckey) entre estas dos concentraciones, por lo que se puede
concluir que el efecto del DMSO es el mismo, mientras que las demas comparaciones entre

0,5M, 1M, 1,5M y 2M arrojaron diferencias verdaderamente significativas (DVS-Tuckey).

Tabla 5

Porcentajes de fecundacion en funcion de las concentraciones de DMSO para ovocito

concentracion del crioprotector DMSO
0,5M IM 1,5M M

73.8 +7,7° 72.4+1,5¢ 49.5 + (),8b<d 29 + 0,75

Nota. Se presentan los valores promedio obtenidos. La letra “b, ¢, d” representa las diferencias

verdaderamente significativas DVS- Tuckey (<0,05) entre las concentraciones ensayadas.

Se determino la concentracion mas alta a la cual no se observa efecto en el porcentaje
de fecundacion (NOEC) en 0,5M y la concentracion mas baja a la cual se observa efecto

(LOEC) en 1M (tabla 3).
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4.2. Efecto del crioprotector Glicerol sobre los gametos a diferentes concentraciones y

tiempos de exposicion

4.2.1. Efecto en el esperma

El resultado obtenido luego de someter al esperma del erizo a diferentes

concentraciones de Glicerol y tiempos de exposicion se presenta en la tabla 6.

A una concentracion de 0,5M Glicerol, se obtuvieron valores de 97,3%, 96,1%, 78,4%
y 70,6% a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. Mediante el
ANOVA realizado se encontraron diferencias significativas entre los valores de los porcentajes
de fecundacion de los tratamientos utilizados. En las pruebas de comparacion de los
tratamientos, también se encontraron Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-
Tuckey) entre los tiempos de exposicion de 5 y 10 con 15 y 20 minutos. Asimismo, no se
encontraron DVS significativas entre los porcentajes de fecundacion obtenidos con 5y 10
minutos con el control y entre ellos, pero si se presentaron DVS entre 15 y 20 minutos con el

control.

Para una concentracion de 1M Glicerol se obtuvieron valores de porcentaje de
fecundacion de 74,5%, 59,7% 52,3% y 45,1% para tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20
minutos respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de
fecundacion de los tratamientos ensayados (ANOVA). En las comparaciones de tratamientos
se presentaron Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-Tuckey) entre los tiempos de
exposicion de 5 con 10,15 y 20 minutos y entre 10 con 20 minutos. Del mismo modo se

presentaron DV entre todos los tiempos de exposicion con el control.
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Tabla 6
Porcentajes de fecundacion obtenidos con esperma tratado con Glicerol a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion

Concentracion Tiempos de exposicion
5 min 10 min 15 min 20 min Control
0,5M 97.3+1,1®  96,142,0°  78,449,3%¢  70,6+2,4%° 98 4+2 42
M 74,5+4,6%° 59.7+1,6%° 52,3+6,1°®  45,14+3,9%¢ 98 442 4
1,5M 7,9+2,6°°  1,6£1,3%  0,9£02%°  1,0£0,2® 97,2+2.8°
2M 4,742.3*  1,8+1,8°  1,240,6° 0,7+1,0°  97,2+2.8?

Nota. La tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios para cada tiempo de exposicion y

concentracion. La letra “a” representa las diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en las

(174

comparaciones de los tiempos de exposicion con el control. Las letras 'b” y “c” representan las
diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en las comparaciones entre los diferentes tiempos de

exposicion.

Para una concentracion de 1,5M Glicerol se obtuvieron valores de 7,9%, 1,6%, 0,9% y

1,0% a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente.

El ANOVA arroj6 diferencias significativas entre los porcentajes de fecundacion de los
tratamientos ensayados. Asimismo, se encontraron Diferencias Verdaderamente Significativas
(DVS-Tuckey) entre los tiempos de exposicion de 5 con 10,15 y 20 minutos. No se hallaron
DVS entre los tiempos de exposicion de 10, 15 y 20 minutos. Por otro lado, se encontraron

DVS entre cada uno de los tiempos de exposicion ensayados con el control.

Para una concentracion de 2M Glicerol se obtuvieron valores de 4,7%, 1,8%, 1,2% y

0,7 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. Se encontraron
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diferencias significativas usando el ANOVA entre los porcentajes de fecundacion de los
tiempos de exposicion ensayados y el control. Asimismo, al comparar usando DVS-Tuckey,
los porcentajes de fecundacion de los tratamientos ensayados, no se encontraron Diferencias
Verdaderamente Significativas entre los tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos. Al
comparar cada tratamiento con el control si se encontraron diferencias verdaderamente

significativas DVS con todos ellos.

En relacidon con las concentraciones ensayadas, se compararon los porcentajes de
fecundacion (tabla 7), encontrando que, a la concentracion de 0,5M se obtuvo el mayor
porcentaje de fecundacion (97,3) seguido de 1M (74,5) y con porcentajes muy bajos para 1,5M
y 2M. Se presentaron DVS (Tuckey) entre las concentraciones 0,5M con 1M; 1,5M y 2M, asi

como entre 1M con 1,5 M y 2M. No se encontré DVS entre 1,5M y 2M.

Tabla 7

Porcentajes de fecundacion en funcion de las concentraciones de Glicerol para esperma

Concentracion del crioprotector Glicerol
0,5M IM 1,5M M

973+ 1,1° 74,5+4,6> 79+2,6> 4,7+23

Nota. Se presentan los valores promedio obtenidos. La letra “b y ¢” representa las diferencias

verdaderamente significativas DVS- Tuckey (p<0,05) entre las concentraciones ensayadas.

Se determiné la concentracion mas alta a la cual no se observa efecto en el porcentaje
de fecundacion (NOEC) en 0,5M y la concentracion mas baja a la cual se observa efecto

(LOEC) en 1M (tabla 3).

4.2.2 Efecto en los ovocitos
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El resultado obtenido luego de someter a los ovocitos a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion de Glicerol se presenta en la tabla 8. En todas las concentraciones y
tiempos ensayados se obtuvieron porcentaje de fecundacion muy bajos comparados con los

logrados con el control.

A una concentracion de 0,5M Glicerol se obtuvieron valores de 32,3%, 29,3 %, 27,0%

y 28,9% a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente.

En el ANOVA, se encontraron diferencias significativas entre los porcentajes de
fecundacion de los tratamientos ensayados y el control. Asimismo, al realizar las
comparaciones correspondientes mediante la prueba de Tuckey, no se encontraron DVS entre
los 4 tratamientos ensayados, pero si se presentaron Diferencias Verdaderamente Significativas
(DVS-Tuckey) en la comparaciéon del control con cada uno de los tiempos de exposicion

ensayados.

Para una concentracion de 1M Glicerol se obtuvieron valores de porcentaje de
fecundacion de 27,4%, 27,5%, 27,7% y 25,8% para tiempos de exposicion de 5, 10, 15y 20
minutos respectivamente. EI ANOVA arroj6 diferencias significativas entre los tratamientos
ensayados mientras que al hacer la comparacion a través de la prueba de Tuckey entre cada
uno de los tratamientos no se encontraron Diferencias Verdaderamente Significativas (DVS-

Tuckey) pero si entre cada uno de los tiempos de exposicion y el control.

Para una concentracion de 1,5M GLICEROL se obtuvieron valores de 24,9%, 26,9%,
26,8% y 26,9 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre los tiempos de exposicion ensayados. Asimismo,
se encontraron diferencias verdaderamente significativas (DVS-Tuckey) entre todos los

tiempos de exposicion ensayados con el control.
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Tabla 8

Porcentajes de fecundacion obtenidos con ovocitos tratado con Glicerol a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion

Concentracion Tiempos de exposicion
5 min 10 min 15 min 20 min Control
0,5M 323412 293+7.1° 27,0+1,7° 289+24% 87.4+58°
IM 274+44% 275+14* 257+£6,00 258+3,6° 87,4+5,8"
1,5SM 249+5,7*  269+3,1* 268+49" 269+4,1* 874+58"
2M 11,7438 113446 122+6,0*° 11+12° 874+58°

Nota. la tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios para cada tiempo de exposicion y
concentracion. La letra “a” representa las diferencias significativas DVS-Tuckey (p< 0,05) en las

comparaciones de los tiempos de exposicion con el control.

Para una concentracion de 1,5M GLICEROL se obtuvieron valores de 24,9%, 26,9%,
26,8% y 26,9 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre los tiempos de exposicion ensayados. Asimismo,
se encontraron diferencias verdaderamente significativas (DVS-Tuckey) entre todos los

tiempos de exposicion ensayados con el control.

Para una concentraciéon de 2M GLICEROL se obtuvieron valores de 11,7%, 11,3%,
12,2% y 11,0 % a tiempos de exposicion de 5, 10, 15 y 20 minutos respectivamente. El
ANOVA arroj6 diferencias significativas entre los tratamientos ensayados incluido el control.
Al realizar la prueba de Tuckey comparando cada tratamiento con el control se encontraron

DVS (0.05) pero no existieron estas DVS entre los diferentes tiempos de exposicion ensayados.
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En relacidon con las concentraciones ensayadas, se compararon los porcentajes de
fecundacion (tabla 9), encontrandose que, a la concentracion de 0,5M se obtuvo el mayor
porcentaje de fecundacion (32,3%) seguido de 1M (27,5%) y 1,5M (26,9%) y con porcentajes
muy bajos para 2M. Existen DVS — Tuckey entre cada una de las concentraciones de 0,5M,

IM, 1,5M con 2M, pero no se presentan diferencias entre ellas.

No se pudo determinar los valores NOEC y LOEC ya que los porcentajes de
fecundacion obtenidos estuvieron muy por debajo del control en todas las concentraciones

ensayadas con Glicerol.

Tabla 9

Porcentajes de fecundacion en funcion de las concentraciones de Glicerol para Ovocitos

Concentracion del crioprotector Glicerol

0,5M IM 1,5M 2M

32,3+1,2° 27,5+ 1,4° 26,9 £ 3,1¢ 12,2 + 6,04

Nota. La tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios. Las letras “b, ¢ y d” representan las
diferencias significativas DVS-Tuckey (0,05) en las comparaciones entre las concentraciones

ensayadas.

4.3. Evaluacion de los crioprotectores DMSO y Glicerol para esperma

Se compararon los porcentajes de fecundacion de mayor valor obtenidos por concentracion y
crioprotector encontrando que a la concentracion de 0,5M no se presentan diferencias
significativas en ANOVA vy en la prueba de Tuckey-DVS entre DMSO y Glicerol. Para las
demas concentraciones de 1M,1,5M y 2M si se encontraron diferencias significativas (0,05) en

los porcentajes como se muestra en la tabla 10.
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Tabla 10

Porcentajes de fecundacion promedio por CPA para esperma

Concentracion Crioprotectores (ACP)
DMSO GLICEROL
0,5M 97,5+ 1,8 973+ 1,1
IM 94,8 + 5,4° 74,5 + 4,6
1,5M 89,9 + 8 ,9¢ 7.9+ 2.6°
2M 57,7+ 16,4 47 +2.3¢

Nota. la tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios. Las letras “b, ¢ y d” representan las
diferencias significativas DVS-Tuckey (p 0,05) en las comparaciones entre los crioprotectores para cada

una de las concentraciones ensayadas.

4.4. Evaluacion de los crioprotectores DMSO y Glicerol para OVOCITOS

Se compararon los porcentajes de fecundacion de mayor valor obtenidos por concentracion y
crioprotector encontrando diferencias significativas en ANOVA y con la prueba de Tuckey-
DVS entre DMSO y Glicerol, para todas las concentraciones ensayadas como se muestra en la
tablal1.

Tabla 11

Porcentajes de fecundacion promedio por CPA para ovocitos

Concentracion Crioprotectores (ACP)
DMSO Glicerol
0,5M 73,8 +7,7° 323+1,2°
IM 72,4 +1,5¢ 27,5+ 1,4°
1,5SM 49,5 + 0,84 26,9 + 3,14
2M 29+£0,7° 12,2 £6,0°

Nota. la tabla muestra los porcentajes de fecundacion promedios. Las letras “b, ¢, d y e” representan las
diferencias significativas DVS-Tuckey (p0,05) en las comparaciones entre los crioprotectores para cada

una de las concentraciones ensayadas.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se ha utilizado como temperatura de ensayo la temperatura
ambiente del laboratorio buscando la exigencia de las pruebas. Lin y Chao (2011), indican que
a temperaturas fisiologicas se presenta la toxicidad de los crioprotectores y que disminuye a
temperaturas bajas. Los resultados obtenidos a esta temperatura podran ser potenciados

facilmente a las temperaturas bajas de la criopreservacion.

Los rangos de temperaturas (15.9°C — 18.5°C) en los cuales se desarrolld la experiencia
estuvieron de acuerdo con las condiciones naturales y con otros trabajos de reproduccion
realizados con 7. niger (Barros y Fuentes, 2000; Zamora y Stotz, 1993a). El erizo negro exhibe
un ciclo reproductivo anual con una ausencia temporal de gametogénesis, una breve
recuperacion post desove y un extenso periodo reproductivo aproximadamente de 9 meses, no
presentandose una secuencia estacional como en otros erizos; llegando a finales del invierno
con un desove total (Zamora y Stotz,1993a). Se cree que lo mas probable para justificar esta
diferencia con otros erizos con relacion a la liberacion de gametos durante todo el afio,
adicionalmente a la temperatura, fotoperiodo y productividad primaria, es la ocurrencia de
desoves parciales. Por lo expuesto se entiende porque en nuestra experiencia, a pesar de que
los erizos se encontraban en época de reproduccion, se presentd una gran variacion en los

volimenes de desove, asi como volimenes muy reducidos que no permitio cuantificar.

Esto nos indica de todos modos la estacionalidad de la disponibilidad del recurso para
fines de experimentacion, como organismos modelo y también en los bioensayos
toxicoldgicos, resaltando la importancia del desarrollo de crio-bancos de especies de
importancia ecoldgica, farmacéutica, toxicologica, genética, que ponga a disposicion los

gametos para las experiencias requeridas y del desarrollo de protocolos de criopreservacion
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para cada especie de modo que asegure contar con gametos de calidad en cualquier época del

ano.

El éxito en la criopreservacion de gametos y estadios de desarrollo larval depende de la
seleccion de los agentes crioprotectores CPA adecuados considerando la toxicidad que puedan
ejercer a las células como su eficiencia para evitar o minimizar la formacion de cristales de
hielo durante el proceso, pero manteniendo intacta su capacidad fertilizadora (Rahman et al.,
2008). En este estudio se ha evaluado el efecto de dos CPA permanentes DMSO y Glicerol en

el esperma y ovocitos.

5.1. Efecto del crioprotector DMSO sobre los gametos de 7. niger a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion

Los porcentajes de fecundacion promedio para esperma (97,5% - 88,2%) estuvieron
muy cercanos a los valores obtenidos con el control (100% - 97.1%) para ambas
concentraciones, 0,5M y 1M, demostrando que utilizar DMSO a estas concentraciones y a
tiempos de exposicion de hasta 20 minutos no afectara el porcentaje de fecundacion y pueden
considerarse condiciones adecuadas para una posterior crioconservacion de T.niger. Este
resultado es muy similar al obtenido por Barros et al. (1996) quienes utilizando DMSO 1M y
15 minutos de exposicion encontraron para esperma de 7. niger, porcentajes de fecundacion

del 100%.

Adams et al. (2004) concluy6 que concentraciones bajas de DMSO (0,35 — 1,06M) son
mas efectivas en preservar la habilidad fertilizadora, mientras que altas concentraciones
preservan mejor la funcion mitocondrial y la integridad de la membrana, caracteristicas
determinantes en la motilidad espermatica y reconocimiento esperma- ovocito. En este estudio

se encontrd que es posible utilizar hasta una concentraciéon de 1,5M DMSO y 5 min de
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exposicion para la criopreservacion del esperma del erizo ya que constituye el valor NOEC,
siendo fundamental buscar un balance en donde el ACP tenga una mayor concentracion para
que ejerza su efecto protector, pero al mismo tiempo no cause dano celular (Paredes y Bellas,
2009; Paredes, 2014). A mayores tiempos y concentraciones ensayados, los porcentajes de
fecundacion fueron disminuyendo, resultados que aparecen similares con los obtenidos por

Barros et al. (1996).

DMSO es un crioprotector que ha sido utilizado para la criopreservacion de esperma en
diferentes especies de erizo de mar, (Barros et al.,1996; Asahina y Takahashi,1979; Fabroccini
et al., 2014; Adams et al.,2004) y en condiciones muy similares a las ensayadas en el presente
trabajo. Por lo que se sugiere que DMSO a 1,5M y 5 min no ejerce efecto dafiino al esperma
en su capacidad fertilizadora y puede ser empleado para los procesos de criopreservacion de T

niger con éxito.

En relacion al efecto de DMSO en los ovocitos, los porcentajes de fecundacion
promedio obtenidos (73,5% - 73,2%) estuvieron muy cercanos a los valores obtenidos con el
control (79,6%) para la concentracion de 0,5M, demostrando que utilizar DMSO a esta
concentracion y a tiempos de exposicion de hasta 20 minutos no afectara el porcentaje de
fecundacion y puede considerarse como condicion adecuada para una posterior
crioconservacion de T.niger. Para las soluciones ensayadas de 1M, 1,5M y 2M, los porcentajes
de fecundacion fueron significativamente menores que el control, indicando que el DMSO no

es un buen crioprotector para ovocitos, excepto a 0,5M.

Los valores de NOEC y LOEC encontrados en el presente trabajo para ovocitos de T
niger fueron mas altos (0,5M y 1M) en comparacion con los encontrados para Sphaerechinus
granularis (OM y 0.05M) por Paredes et al. (2021) e iguales a los valores para Paracentrotus

livitus encontrados por Paredes y Bellas (2009). En varias investigaciones con otros erizos se
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ha encontrado que los ovocitos y huevos fertilizados tienen menor resistencia y tolerancia a los
ACPs que otros estadios de desarrollo como la blastula o larvas (Paredes, 2016; Campos et al.,
2021). En este trabajo los ovocitos de 7 niger mostraron una mejor tolerancia a DMSO 0,5M,
de hasta 20 minutos de exposicion y con porcentajes de fecundacion similares al control. Este
resultado puede ser el punto de partida para iniciar el proceso de criopreservacion de ovocitos

y evaluar su sobrevivencia y capacidad fertilizadora después el proceso.

5.2. Efecto del crioprotector GLICEROL sobre los gametos de 7 niger a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion

Con la finalidad de iniciar bancos de esperma de invertebrados principalmente de
interés comercial y ecologico se han realizado muchas investigaciones ensayando varios ACP
como Glicerol y DMSO encontrando un alto grado de proteccion a temperaturas muy bajas.
Chow et al. (1985) preservo exitosamente espermatdforos de langostinos usando Glicerol y
nitrogeno liquido a temperaturas de -196 °C. En abalones también se ha ensayado Glicerol en
la conservacion del esperma, encontrandose baja o ninguna motilidad cuando se usé en un
rango de 5% a 25% (1M- 5M) (Gwo y Lei, 2023). En nuestros ensayos de toxicidad con erizo
T.niger, el Glicerol fue un buen agente crioprotector solo a tiempos de exposicion y
concentracion bajos (0,5M - 10min) indicando que no se podria utilizar con éxito para
posteriores ensayos de criopreservacion dado que a tiempos y concentraciones mayores no se
logr6 buenos porcentajes de fecundacion. En estudios con abalones de borde verde y negro se
encontro también efectos toxicos en el esperma a concentraciones tan bajas como 4% y mas
aln a una concentracion del 5% el glicerol era el responsable del 25% de la disminucion en la

motilidad del esperma (Gwo et al., 2002).

Para el caso de los ovocitos tratados con Glicerol, se encontrd que ejerce un efecto

dafiino al ovocito siendo este muy sensible en todas las concentraciones y tiempos ensayados
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ya que los valores encontrados de porcentaje de fecundacion fueron significativamente
menores que el control. Estos resultados concuerdan con los encontrados por Paredes et al.
(2022), en ensayos de toxicidad con Glicerol para los erizos Paracentrotus lividus y
Sphaerechinus granularis, siendo igualmente los ovocitos significativamente sensibles a todas

las concentraciones ensayadas (0,5M — 2M).

Los valores NOEC y LOEC para esperma y ovocitos en respuesta al Glicerol han sido
bajos en comparacion con los encontrados para DMSO, resaltando que los ovocitos se han

mostrado muy sensibles a este CPA.

5.3 Evaluacion de los crioprotectores DMSO y Glicerol para los gametos

Encontrar el CPA apropiado que tenga un poder protector al dafio por la formacion de
hielo en el proceso de criopreservacion y que al mismo tiempo no ejerza un efecto toxico a
las células es indispensable para lograr un éxito en el proceso de criopreservacion dado que
ello se logra con niveles altos de crioprotector, pero al aumentar la concentracion el CPA se

incrementa su toxicidad (Best, 2015).

En el trabajo se ha encontrado que para el esperma de T niger, el DMSO a una
concentracion de 1,5M y 5 minutos es el mas apropiado para ser utilizado en el proceso de

criopreservacion.

Para ovocitos el CPA mas apropiado para uso en los protocolos de criopreservacion es
el DMSO a concentraciones de 0,5M y hasta 20 minutos. Este es un avance importante dado

que los ovocitos son estructuras muy sensibles a los CPAs.
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Es importante considerar que para desarrollar criobancos hay que establecer protocolos
para cada uno de los pasos de la criopreservacion (Heres at al., 2019), en este trabajo se ha

abordado la eleccion del crioprotector adecuado.

Castro (2021) menciona la importancia del equilibrio entre la salida de agua del interior
de la célula y el ingreso del crioprotector hasta que la célula alcance el balance osmotico para
que el CPA ejerza una accion crioprotectora optima. Es por ello que la seleccion del CPA y su
concentracion, donde se halle un balance entre toxicidad y proteccion, es fundamental antes de
iniciar procesos de congelamiento para permitir a los crioprotectores el tiempo adecuado para

el ingreso a la célula.

Las técnicas de criopreservacion se pueden utilizar para la acuicultura como un medio
para obtener una copia de seguridad de referencia de una familia u organismo reproductor, para
realizar un cruce selectivo mejorando la flexibilidad del disefio reproductivo, teniendo en
cuanta la estacionalidad, permitiendo suministrar repetidamente los gametos de un individuo
especifico. Asi mismo refuerza el aspecto de la conservacién de especies a través de los
criobancos que facilitan el acceso a los recursos para ser estudiados y utilizados (Paredes,

2022).

En este trabajo se aporta conocimiento importante sobre el efecto de dos conocidos
agentes crioprotectores en el porcentaje de fecundacion del erizo de mar Tetrapigus niger
determinando que el DMSO es el més apropiado para esperma y ovocitos, del mismo modo se
presenta el manejo apropiado de los especimenes para llevar a cabo este procedimiento siendo
un aporte para iniciar el desarrollo de criobancos de especies acuaticas tanto de interés

comercial como ecologico.
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VI. CONCLUSIONES

Con CPA-DMSO se obtienen porcentajes altos de fecundacion de 94,8 % utilizando
hasta 1M por 20 minutos para esperma de 7. niger.

El DMSO utilizado a concentraciones de hasta 1,5M y con tiempo de exposicion de 5
minutos no afecta el porcentaje de fecundacion cuando son tratados los espermas.
Para esperma se obtiene un mayor porcentaje de fecundacion de 89,9 % con DMSO en
comparacion con el porcentaje de fecundacion de 7,9% obtenido con Glicerol a una
misma concentracion de 1,5M .

Para los ovocitos se obtiene un mayor porcentaje de fecundacion de 73,8% con DMSO
en comparacion con el porcentaje de fecundacion de 32,3% obtenido con Glicerol.
Para los ovocitos de 7. niger, el DMSO utilizado a una concentracion de 0,5M y hasta
20 minutos no disminuye el porcentaje de fecundacion.

Utilizando Glicerol para esperma a una concentracion de 0,5M y hasta 10 min de
exposicion, no afecta significativamente el porcentaje de fecundacion.

Para los ovocitos el Glicerol presenta un mayor efecto dafiino en los porcentajes de

fecundacion.
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VII. RECOMENDACIONES
Realizar las pruebas de criopreservacion utilizando los resultados obtenidos en este
trabajo (CPA-DMSO, con concentraciones hasta 1,5M) vy establecer protocolos de
congelacion y descongelacion.
Continuar las pruebas de citotoxicidad con los CPAs permeables, DMSO, incluyendo
combinaciones con CPAs no permeables para mejorar la respuesta a la
criopreservacion.
Hacer pruebas de citotoxicidad y criopreservacion con otros estadios embrionarios
como larvas y embriones.
Utilizar el procedimiento desarrollado para la colecta, transporte, acondicionamiento
de los erizos y manejo para el proceso de fertilizacion en el laboratorio para facilitar la

obtencion de huevos y esperma de buena calidad para trabajos de investigacion.
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Efecto de dos agentes crioprotectores, Dimetilspulfoxido (DMSO) y Glicerol sobre la

fertilizacion del erizo peruano Tetrapygus niger con fines de desarrollo de un banco de

germoplasma
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES
(Cual es el efecto de los agentes crioprotectores Evaluar el efecto de los agentes crioprotectores, Hipotesis nula: La Independiente:
(DMSO y Glicerol) sobre el porcentaje de dimetilspLféxido (DMSO) y Glicerol, sobre el aplicacion del crioprotector | Crioprotector

fecundacion del erizo peruano 7. niger?

porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7.

niger

(Qué concentracion del agente crioprotector
DMSO puede utilizarse que permita un porcentaje
de fecundacion del erizo peruano 7. niger

comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejercen las diferentes
concentraciones de DMSO sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

(Qué concentracion del agente crioprotector
Glicerol puede utilizarse que permita un porcentaje
de fecundacion del erizo peruano 7. niger

comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejercen las diferentes
concentraciones de Glicerol sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

(Qué tiempo de exposicion al agente crioprotector
DMSO puede utilizarse que permita un porcentaje
de fecundacion del erizo peruano 7. niger

comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejercen los diferentes tiempos
de exposicion a DMSO sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

;Qué tiempo de exposicion al agente crioprotector
Glicerol puede utilizarse que permita un porcentaje
de fecundacion del erizo peruano 7. niger

comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejercen los diferentes tiempos
de exposicion a Glicerol sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

(Qué tipo de gameto tratado con el agente
crioprotector DMSO puede utilizarse que permita
un porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7.

niger comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejerce el tipo de gameto
tratado con DMSO sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

(Qué tipo de gameto tratado con el agente
crioprotector Glicerol puede utilizarse que permita
un porcentaje de fecundacion del erizo peruano 7.

niger comparable con el control?

Evaluar el efecto que ejerce el tipo de gameto
tratado con Glicerol sobre el porcentaje de

fecundacion del erizo peruano T niger.

DMSO sobre los gametos
de erizo permitira obtener
un porcentaje de
fecundacion igual al
porcentaje de fecundacion
obtenido utilizando como

crioprotector Glicerol.

H alterna: La aplicacion del
crioprotector DMSO sobre
los gametos de erizo
permitira obtener un mayor
porcentaje de fecundacion
en comparacion con el
porcentaje de fecundacion
obtenido utilizando como

crioprotector Glicerol

-Tipo de crioprotector
-Concentracion

-Tiempo de exposicion

Dependiente:
porcentaje de
fecundacion
1. Ovocito
tratado
2. Esperma
tratado
3. Ambos
gametos

tratados
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PRUEBAS ESTADISTICAS PARA COMPARACION DE TIEMPOS DE EXPOSICION

ESPERMA

HO =el % de fecundacidn a diferentes tiempos deexposicion DMSO 0.5M es igual al control
H1=el % de fecundacién a diferentes tiempos de exposicion DMSO 0.5M es diferente del control

a: 0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico =Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 292.5 97.5 3.25
10 min 3 275.4 91.8 1.27
15 min 3 286.2 95.4 28.81
20 min 3 264.7 88.2333333 98.9433333
control 3 291.3 97.1 2.59
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio
las Sumade  Gradosde de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 185.742667 4 46.4356667 1.72158234 0.221339021 3.478049691
Dentro de
los grupos 269.726667 10 26.9726667
Total 455.469333 14
Pruebade HO=p5min = p control Ha= p5min es diferente p control
Tuckey
a=0.05 u5min - pcontrol > Tuckey calculado se rechaza
Tuckey
TABLA 4.65
k =5 (tratam con control)
n=15(numero de muestras totales)
n-K 15-5=10
Tuckey calculado =DVS
Prueba de Tuckey Ho: u5min = 110 min Ha: p5min * 110 min
Ho: pu5min = u 15min Ha: p5min * w 15min
a=0.05 Ho: pu5min = u 20 min Ha: p5min * 1 20 min
Ho: u5min = W control Ha: u5min * W control
Ho: p10min = 1 15min Ho: p10min * K 15min
Ho: @ 10min = WU 20 min Ho: @ 10min + W 20 min
Ho: p10min = W control  Ho: pw10min * W control
Ho: w15min = K 20 min Ho: p15min * 1 20min
Ho: W 15min = WU control  Ho: w15min # W control
Ho: p20min = WU control  Ho: W 20min * W control

Si la diferencia de medias de cada tiempo de exposicién es mayor a DVS (Tuckey)calculado se rechaza Ho




15 min 20 min control

para 0.5M

0.4

n Tuckey tabla suma cuadrados/GL DVS
3 4.65 26.97 13.94
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HO =el % de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion DMSO 1 M es igual al control
Hl=el % de fecundacion a diferentes tiempos de exposicion DMSO 1M es diferente del control
a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se aceptala H1

F<Fc..Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 274.1 91.3666667 43.1433333
10 min 3 273 91 19.99
15 min 3 284.3 94.7666667 16.2033333
20 min 3 269.7 89.9 142.87
control 3 300 100 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Promedio
las Sumade  Gradosde de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre
grupos 202.716 4 50.679 1.14035733 0.39199679 3.478049691
Dentro de
los grupos 444.413333 10 44.4413333
Total 647.129333 14

control

Tuckey suma
n tabla cuadrados/GL _|DVS
3 4.65 26.97 13.94
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HO =el%de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion DMSO 1.5 M es igual al control
H1=el%de fecundacion a diferentes tiempos de exposicion DMSO 1.5M es diferente del control

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
5min 3 269.7 89.9 78.93
10 min 3 244 81.3333333 4.84333333
15min 3 240.2 80.0666667 0.90333333
20min 3 226.3 75.4333333 0.58333333
control 3 298.6 99.5333333 0.06333333
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Origendelas  Suma de Grados de los
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F

4 273.157667
10 17.0646667

Entre grupos 1092.63067
Dentro de lo 170.646667

16.0072079  0.000239487

3.478049691

Total 1263.27733 14

5min 10 min 15min 20 min control
5min 8.6 9.8 14.5 -9.6
10 min 13 5.9 -18.2
15 min 4.6 -19.5
20 min -24.1

suma

n Tuckey tabla|cuadrados/GL [DVS

3 4.65 17.06 11.09




a: 0.05 5%

F >Fc... se rechaza Ho

Andlisis de varianza de un factor

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

HO =el%de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion DMSO 2 M es igual al control
H1=el%de fecundacién a diferentes tiempos de exposicion DMSO 2M es diferente del control

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 4 230.933333 57.7333333 179.635556
10 min 4 190.133333 47.5333333 40.7022222
15 min 4 119.2 29.8 23.18
20 min 4 110.8 27.7 32.7466667
control 4 400 100 0
ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas Suma de Grados de Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 13754.4853 4 3438.62133 62.2342361  3.68561E-09 3.055568276
Dentro de lo 828.793333 15 55.2528889
Total 14583.2787 19
para2 M
15 min 20 min control
27.9 30.0 -42.3
10 min 19.8 -52.5
15 min -70.2
20 min
control
suma
n Tuckey tablafcuadrados/GL |DVS
4.65 55.25 19.96
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HO =el%de fecundacién a diferentes tiempos de exposicion GLICEROL 0.5M es igual al control
H1l=el%de fecundacién adiferentes tiempos de exposicion GLICEROL 0.5M es diferente del control

a: 0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc.. Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 291.9 97.3 1.12
10 min 3 288.3 9%6.1 4.12
15 min 3 235.3 78.4333333 85.7733333
20 min 3 2119 70.6333333 5.96333333
control 3 295.1 98.3666667 5.80333333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de
variaciones cuadrados

Grados de Promedio de

libertad los cuadrados F

Probabilidad

Valor critico para F

Entre grupos  1957.65333

Dentro de los

4 489.413333

23.8087825 4.2807E-05

3.478049691

grupos 205.56 10 20.556
Total 2163.21333 14
5min 10 min 15 min 20 min control

10 min

26.7 -1.1

25.5 -2.3

15 min -19.9
20 min
control
Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL |Tuckey
3 4.65 20.56 12.17
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a: 0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1
F<Fc.. Se acepta Ho

HO =el%de fecundacién a diferentes tiempos deexposicién GLICEROL 1M es igual al control
H1l=el%de fecundacién adiferentes tiempos de exposicion GLICEROL 1M es diferente del control

Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
5min 3 223.6 74.5333333 21.3433333
10 min 3 179.1 59.7 2.59
15 min 3 157 52.3333333 37.6133333
20 min 3 135.3 45.1 15.19
control 3 295.1 98.3666667 5.80333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 5351.08933 4 1337.77233 81.03782 1.4043E-07 3.478049691
Dentro de lo 165.08 10 16.508
Total 5516.16933 14
5min 10 min 15 min 20 min control

14.8 22.2 29.4 -23.8
10 min 14.6 -38.7
15 min -46.0
20 min
control

Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL [Tuckey
3 4.65 16.51 10.91
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a:0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico =Se rechaza la Ho; se acepta la H1
F<Fc..Se acepta Ho

HO =el%de fecundacién a diferentes tiempos deexposicion GLICEROL 1.5M es igual al control
H1=el%de fecundacién a diferentes tiempos de exposicién GLICEROL 1.5M es diferente del control

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 23.7 7.9 6.52
10 min 3 4.7 1.56666667 1.56333333
15 min 3 2.6 0.86666667 0.05333333
20 min 3 3 1 0.04
control 3 291.6 97.2 7.84
ANALISIS DE VARIANZA
Origen delas Suma de Gradosde Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 21475.676 4 5368.919 1676.04131 4.3919E-14 3.478049691
Dentro de los
grupos 32.0333333 10 3.20333333
Total 21507.7093 14
para 1.5M
15 min 20 min control
6.9 -89.3
10 min 0.6 -95.6
15 min -96.3
20 min
control
Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL [Tuckey
3 4.65 3.20 4.81
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a:0.05

5%

HO =el%de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion GLICEROL 2M es igual al control
H1=el%de fecundacion adiferentes tiempos de exposicion GLICEROL 2M es diferente del control

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1
F<Fc..Se acepta Ho

Anadlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 14.2 4.73333333 5.50333333
10 min 3 5.5 1.83333333 3.36333333
15 min 3 3.6 1.2 0.37
20 min 3 2.2 0.73333333 1.04333333
control 3 291.6 97.2 7.84
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de

las Suma de Promedio de los
variaciones  cuadrados 1dos de libert cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre
grupos 21723.256 4 5430.814 1498.56898 7.6779E-14 3.478049691
Dentro de
los grupos 36.24 10 3.624
Total 21759.496 14
Para 2M

15 min 20 min control
3.5 4.0 -92.5
10 min 11 -95.4
15min -96.0
20 min
control
Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL |Tuckey
3 4.65 3.62] 5.11
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PRUEBAS ESTADISTICAS PARA COMPARACION DE TIEMPOS DE EXPOSICION

OVOCITOS
Ho: Todos los tiempos de exposicion para DMSO 0.5Mtienen igual efecto en el porcentaje de fecundacion
Ha: alguno de los tiempos de exposicion para DMSO 0.5M tienen un efecto diferente en los porcentajes de fecundacion

a:0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 219.5 73.16666667  80.02333333
10 min 3 219.5 73.16666667  12.65333333
15 min 3 2215 73.83333333  59.32333333
20 min 3 220.6  73.53333333  23.54333333
control 3 2389 79.63333333  190.8933333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 93.44 4 2336  0.318745395 0.85910638 3.478049691
Dentro de los
grupos 732.8733333 10 73.28733333
Total 826.3133333 14
prueba Tuckey Para 0.5M
5min 10 min 15 min 20 min control
0.0 -0.4 -6.5
10 min -0.4 -6.5

15 min 0.3 -5.8
20 min
control
Tuckey suma DVS/HSD
tabla cuadrados/GL |Tuckey
4.65 73.29 22.98
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HO =el%de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion DMSO 1M es igual al control

H1=el%de fecundacion adiferentes tiempos de exposicion DMSO 1M es diferente del control

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico =Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc.. Se acepta Ho

Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
5min 3 217.2 72.4 2.28
10 min 3 196.6 65.5333333 0.30333333
15min 3 185.9 61.9666667 2.17333333
20 min 3 161.3 53.7666667 0.92333333
control 3 238.8 79.6 0.39
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 1169.77733 4 292.444333 240.893191  6.801E-10 3.478049691
Dentro de lo 12.14 10 1.214
Total 1181.91733 14
Tuckey-DVS
5min 10 min 15 min 20min control
smin [l 69 [ 04 [ 186 | 72
10 min 3.6 11.8 -14.1
15min 8.2 -17.6
20 min -25.8
Tuckey suma DVS/HSD
tabla cuadrados/GL |Tuckey
4.65 121 2.96
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a:0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1
F<Fc.. Se acepta Ho

HO =el%de fecundacion a diferentes tiempos deexposicion DMSO 1.5M es igual al control
H1=el%de fecundacion a diferentes tiempos de exposicion DMSO 1.5M es diferente del control

Andlisis de varianza de un factor

15 min

20 min

Tuckey
n tabla

suma
cuadrados/GL

DVS/HSD
Tuckey

3 4.65

1.96

3.76

-32.7

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
5min 3 148.5 49.5 0.67
10 min 3 140.6 46.8666667 1.10333333
15 min 3 140.7 46.9 4.03
20 min 3 136.1 45.3666667 3.61333333
control 3 238.8 79.6 0.39
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Origen de las Suma de Grados de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 2552.444 4 638.111 325.345513 1.5372E-10 3.478049691
Dentrode lo 19.6133333 10 1.96133333
Total 2572.05733 14
Tuckey
5min 10 min 15 min 20 min control
4.1 -30.1
1.5 -32.7
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a: 0.05 5%

F<Fc.. Se acepta Ho

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se aceptala H1

HO =el%de fecundacién a diferentes tiempos deexposicion DMSO 2M es igual al control
H1=el%de fecundacién a diferentes tiempos de exposicion DMSO 2M es diferente del control

Analisis de varianza de un factor

15min
20 min
control
Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL [Tuckey
3 4.65 11.04 8.92

-64.1

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 86.1 28.7 53.41
10 min 3 87 29 0.49
15min 3 46.5 15.5 0.57
20 min 3 36.5 12.1666667 0.36333333
control 3 238.8 79.6 0.39
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Entre grupos 8838.98267 4 2209.74567  200.07355 1.7E-09 3.478049691
Dentro de lo 110.446667 10 11.0446667
Total 8949.42933 14
prueba Tuckey
5min 10 min 15 min 20 min control
16.5 -50.9
10 min 16.8 -50.6




Todos los tiempos de exposicion para GLICEROL 0.5Mtienen igual efecto en el

Ho: porcentaje de fecundacion

alguno de los tiempos de exposicion para GLICEROL 0.5M tienen un efecto diferente en
Ha: los porcentajes de fecundacion
a:0.05 5%

F<Fc..Se acepta Ho

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

Analisis de varianza de un factor

15 min

20 min

Tuckey
tabla

suma
cuadrados/GL

DVS/HSD
Tuckey

3 4.65

18.64

11.59

-60.4

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5min 3 96.9 323 1.33
10 min 3 88  29.33333333  49.70333333
15 min 3 81.1 27.03333333  2.893333333
3 86.8  28.93333333  5.843333333
control 3 262.3  87.43333333  33.42333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 8125.582667 4  2031.395667 108.9882502  3.33821E-08 3.478049691
Dentro de los
grupos 186.3866667 10 18.63866667
Total 8311.969333 14
prueba Tuckey Para 0.5M
5min 10 min 15 min 20 min control
5.3 3.4 -55.1
0.4 -58.1
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Todos los tiempos de exposicion para GLICEROL 1 Mtienen igual efecto en el porcentaje de

Ho: fecundacion

Alguno de los tiempos de exposicion para GLICEROL 1M tienen un efecto diferente en los
Ha: porcentajes de fecundacion
a:0.05 5% | |

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5 min 3 82.2 27.4 19.63
10 min 3 82.4  27.46666667  1.923333333
15 min 3 83 27.66666667  35.62333333
20 min 3 77.4 25.8 13.08
control 3 262.3  87.43333333  33.42333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 8747.797333 4  2186.949333 105.4663066  3.91695E-08 3.478049691
Dentro de los
grupos 207.36 10 20.736
Total 8955.157333 14
prueba Tuckey Para 1M
5min 10 min 15 min 20 min control
-0.1 -0.3 1.6 -60.0
1.7 -60.0
15 min -59.8
20 min
Tuckey suma DVS/HSD
n tabla cuadrados/GL Tuckey
3 4.65 20.74 12.23
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Todos los tiempos de exposicion para GLICEROL 1,5 Mtienen igual efecto en el porcentaje

Ho: de fecundacion

Alguno de los tiempos de exposicion para GLICEROL 1,5M tienen un efecto diferente en los
Ha: porcentajes de fecundacion
a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5 min 3 74.6  24.86666667 32.50333333
10 min 3 80.6 26.86666667  9.743333333
15 min 3 80.3 26.76666667  23.70333333
20 min 3 80.8  26.93333333  17.00333333
control 3 262.3 87.43333333  33.42333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 8961.316 4 2240.329  96.25335835 6.10706E-08 3.478049691
Dentro de los
grupos 232.7533333 10  23.27533333
Total 9194.069333 14

prueba Tuckey

10 min 15 min 20 min control

-1.9 -2.1 -62.6
-0.1 -60.6
-60.7

10 min

15 min

20 min

control

Tuckey [suma DVS/HSD
tabla cuadrados/GL|Tuckey

3 4.65 23.28 12.95
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Todos los tiempos de exposicion para GLICEROL2 Mtienen igual efecto en el porcentaje de

Ho:

Alguno de los tiempos de exposicion para GLICEROL 2Mtienen un efecto diferente en los
porcentajes de fecundacion

Ha:

a:0.05 5%

fecundacion

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5 min 3 35.2 11.73333333  14.24333333
10 min 3 33.8 11.26666667  20.76333333
15 min 3 36.6 12.2 35.49
20 min 3 33 11 1.47
control 3 262.3  87.43333333  33.42333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 13822.38933 4 3455597333  163.9433216  4.52949E-09 3.478049691
Dentro de los
grupos 210.78 10 21.078
Total 14033.16933 14
prueba Tuckey
10 min 15 min 20 min control
-0.5 0.7 -75.7
0.3 -76.2
15 min -75.2
20 min

Tuckey
tabla

suma

DVS/HSD

cuadrados/GL|Tuckey

4.65

21.08

12.33
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PRUEBAS ESTADISTICAS COMPARANDO LAS CONCENTRACIONES DE LOS CPA

DMSO Y GLICEROL PARA ESPERMA

a:0.05

F<Fc..Se acep

5%

ta Ho

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

HO =el%de fecundacion a diferentes concentraciones de DMSO son iguales

H1l=el%de fecundacién a diferentes cponcentraciones DMSO son diferentes

Analisis de va

rianza de un factor

Si la diferencia de medias de cada concentracién es mayora DVS (Tuckey)calculado se rechaza Ho

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

0.5M -5 min 3 292.5 97.5 3.25

1M - 15 min 3 284.3  94.76666667  16.20333333

1.5M -5 min 3 269.7 89.9 78.93

2M-5min 3 173.2  57.73333333  269.4533333

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 3057.349167 3 1019.116389  11.08227081 0.003200445 4.066180551

Dentro de los ~ 735.6733333 8  91.95916667

Total 3793.0225 11

Prueba de Tuckey Ho: w0.5M = uim Ho: n0.5M % 1M
Ho: p0.5M = u 1.5M Ho: p0.5M # u 1.5M

a=0.05 Ho: p0.5M - pu2M Ho: p0.5M # u2M
Ho: p 1M = u 1.5M Ho: p 1M # u 1.5M
Ho: p 1M = W 2M Ho: p 1M # u2M
Ho: u1.5M = u2M Ho: p1.5M # u2M

Tuckey TABLA 4.53
k =4 (tratam con control)
n=12(numero de muestras totales)
n-K 12-4=8
tuckey calculado = DVS
0.5M M 1.5M 2M

suma

Tuckey tabla |cuadrados/GL

DVS

4.53 91.96

25.08




a:0.05

F<Fc..Se acepta Ho

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

HO =el%de fecundacién a diferentes concentraciones de GLICEROLson iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes concentraciones GLICEROL son diferentes

5%

Analisis de varianza de un factor

n Tuckey tabla suma DVS
u
Y cuadrados/GL
3 4.53 11.39 8.83

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0.5M -5 min 3 291.9 97.3 1.12
1M -5 min 3 223.6  74.53333333  21.34333333
1.5M-5min 3 23.7 7.9 6.52
2M -15min 3 51.6 17.2 16.57
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 17055.22 3  5685.073333 499.201522  1.95745E-09  4.066180551
Dentro de los
grupos 91.10666667 8 11.38833333
Total 17146.32667 11
0.5M imM 1.5M 2M
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PRUEBAS ESTADISTICAS COMPARANDO LAS CONCENTRACIONES DE LOS CPA

DMSO Y GLICEROL PARA OVOCITOS

HO =el%de fecundacién a diferentes concentraciones DMSO son iguales

a:0.05 5%
Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

H1l=el%de fecundacién a diferentes cponcentraciones DMSO son diferentes

Analisis de varianza de un factor

suma
Tuckey tabl DVS
n uckeytabla cuadrados/GL

3 4.53 15.69 10.36

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0.5M -15 min 3 221.5 73.83333333  59.32333333
1M -5 min 3 217.2 72.4 2.28
1.5M -5 min 3 148.5 49.5 0.67
2M-10 min 3 87 29 0.49
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4074.31 3 1358.103333  86.55393276  1.94025E-06 4.066180551
Dentro de los  125.5266667 8 15.69083333
Total 4199.836667 11
0.5M M 1.5M 2M
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a:0.05

5%

F<Fc..Se acepta Ho

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

HO =el%de fecundacién a diferentes concentraciones de GLICEROL son iguales

H1l=el%de fecundacién a diferentes concentraciones GLICEROL son diferentes

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0.5M -5 min 3 96.9 32.3 1.33
1M - 10 min 3 82.4  27.46666667  1.923333333
1.5M-10 min 3 80.6 26.86666667 9.743333333
2M - 15 min 3 36.6 12.2 35.49
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 679.0758333 3 226.3586111 18.67388515 0.000569187  4.066180551
Dentro de los
grupos 96.97333333 8 12.12166667
Total 776.0491667 11

Tuckey
tabla

suma
cuadrados/GL

DVS

4.53

12.12

9.11
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PRUEBAS ESTADISTICAS COMPARANDO LOS CPA DMSO Y GLICEROL PARA los

GAMETOS

PARA ESPERMA
ESPERMA 0,5M
HO =el%de fecundacién con diferentes CRIPROTECTORES es igual
H1=el%de fecundacion con diferentes CRIOPROTECTORES es diferente
a:0.05 5%
Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1
F<Fc..Se acepta Ho
Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DMSO 3 292.5 97.5 3.25
GLICEROL 3 291.9 97.3 1.12
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.06 1 0.06 0.027459954 0.876423073 7.708647422
Dentro de los
grupos 8.74 4 2.185
Total 8.8 5
Tuckey TABLA d
— Sk GLICEROL
k = 2 (N2 TRAT)
n=6(numero de muestras totales) DMSO 0.2
n-K 6-2= 4
suma
n de rep Tuckey tabla DVS
tuckey calculado = DVS cuadrados/GL
3 3.93 2.19 3.35




ESPERMA 1M

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DMSO 3 284.3 94.76666667  16.20333333
GLICEROL 3 223.6 74.53333333  21.34333333
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 614.0816667 1 614.0816667 32.71031605 0.004624603 7.708647422
Dentro de los  75.09333333 4 18.77333333
Total 689.175 5
suma
GLICEROL n TUCKEY tabla DVS
cuadrados/GL
DMSO 20.2 3 3.93 18.77 9.83
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ESPERMA 1,5M
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HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales

H1l=el%de fecundaciéon a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

Anadlisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DMSO 3 269.7 89.9 78.93
GLICEROL 3 23.7 7.9 6.52
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 10086 1 10086 236.067876  0.000104691  7.708647422
Dentro de los 170.9 4 42.725
Total 10256.9 5
GLICEROL n TUCKEY tabla suma DVS
cuadrados/GL
DMSO 82.0 3 3.93 42.73 14.83
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ESPERMA 2M

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05

5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
39 2 134.2 67.1 12.5
5.5 2 8.7 4.35 10.125
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de
Origen de las Suma de Grados de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3937.5625 1 3937.5625 348.0718232  0.002860648  18.51282051
Dentro de los 22.625 2 11.3125
Total 3960.1875 3
suma
GLICEROL Tuckey tabl DVS
n uckeytabla cuadrados/GL
DMSO 53.0 3 3.93 11.31 7.63




PARA OVOCITOS

OVOCITOS 0.5M

a:0.05

F<Fc .. Se acepta Ho

5%

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DMSO 3 221.5 73.83333333  59.32333333
GLICEROL 3 96.9 323 1.33
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 2587.526667 1 2587.526667 85.32182897 0.000763549  7.708647422
Dentro de los
grupos 121.3066667 4 30.32666667
Total 2708.833333 5
Tuckey suma
GLICEROL n tabla cuadrados/GL DVS
DMSO 41.5 3 3.93 30.33 12.50
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OVOCITOS 1M

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
DMSO 3 217.2 72.4 2.28
GLICEROL 3 82.4 27.46666667 1.923333333
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3028.506667 1 3028.506667 1441.002379 2.87617E-06  7.708647422
Dentro de los  8.406666667 4  2.101666667
Total 3036.913333 5
GLICEROL n TUCKEY tabla suma DVS
cuadrados/GL
DMSO 44.9 3 3.93 2.10 3.29
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OVOCITOS 1,5M

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc..Se acepta Ho

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

48.8 2 99.7 49.85 0.605

28.2 2 52.4 26.2 16.82
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 559.3225 1 559.3225 64.19770445 0.01522212  18.51282051
Dentro de los 17.425 2 8.7125
Total 576.7475 3
TUCKEY
GLICEROL n suma cuadrados/GL DVS
tabla

DMSO 22.6 3 3.93 8.71 6.70
OVOCITOS 2M

HO =el%de fecundacién a diferentes CRIPROTECTORES son iguales
H1l=el%de fecundacién a diferentes CRIOPROTECTORES son diferentes

a:0.05 5%

Si F es mayor que Fcritico = Se rechaza la Ho; se acepta la H1

F<Fc .. Se acepta Ho

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

DMSO 3 87 29 0.49
GLICEROL 3 36.6 12.2 35.49
ANALISIS DE VARIANZA

Origen delas Suma de Grados de Promedio delos Valor critico

variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 423.36 1 423.36 23.53307393 0.008332841 7.708647422
Dentro de los grt 71.96 4 17.99
Total 495.32 5

n suma
GLICEROL TUCKEY tabla |[cuadrados/GL DVS

DMSO 16.8 3 3.93 17.99 9.62
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