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1. RESUMEN
El desarrollo de bancos de gametos es una herramienta Util para la conservacion de
especies amenazadas. La criopreservacion de espermatozoides ha sido estandarizada en
una variedad de organismos pero en anuros continta en fase experimental, a pesar de los
graves declives poblacionales que este grupo ha experimentado. Ecuador tiene un 28.8%
de especies amenazadas, por lo que la elaboracion de estos protocolos es urgente. En este
estudio se criopreservaron los espermatozoides de Rhinella marina a -80°C, mediante un
congelamiento paulatino y con tres concentraciones de Dimetil Sulfoxido (DMSO): 5%,
10% y 15%, como crioprotector. Una alicuota de cada tratamiento se descongel6 después
de una semana y, otra, luego de seis meses. Con la primera se realizaron fertilizaciones in-
vitro y, con la segunda, se evalud el estado de la membrana mediante tintes fluorescentes.
Se encontraron dafios en la membrana plasmatica y reduccion en el nimero de
espermatozoides sometidos a congelamiento/descongelamiento. La concentracion de
DMSO al 10% protegié a una mayor cantidad de espermatozoides de la lisis celular. No se
encontraron diferencias significativas en los porcentajes de fertilizacién entre las tres
concentraciones de DMSO. La concentracion de espermatozoides se mantiene constante
sin importar el tiempo que permanezcan congelados, aunque no asi su funcionalidad. Los
embriones se mantuvieron hasta el estadio 21 para probar la toxicidad del DMSO. En
todos los tratamientos, incluso en el control, se encontraron embriones con
malformaciones, pero la solucion de DMSO al 15% produjo un 2.33% mas de individuos
malformados que el control. Se recomienda realizar experimentos en los que se modifique

la tasa de enfriamiento, pues asi se incrementarian los porcentajes de fertilizacion.

Palabras clave: criopreservacion, DMSO, fertilizacion in-vitro, malformaciones, Rhinella

marina.
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2. ABSTRACT
The development of Sperm Banks is a useful tool for the conservation of threatened
species. Although sperm cryopreservation has been standardized for several organisms, it
is still in experimental phase in anurans, despite the severe population declines that this
group has passed through. Standardization of these techniques in Ecuador should be a
priority because 28.8% of species are threatened. For this investigation, the sperm of
Rhinella marina were cryopreserved by a moderate freezing rate with Dimethyl Sulfoxide
(DMSO) as cryoprotectant at 3 concentrations: 5%, 10% and 15%. One sample of each
treatment was thawed after one week and another after 6 months. In-vitro fertilizations
were achieved only for the first sample, and the second one was assessed for membrane
integrity through fluorescent dyes. There were cells with membrane injuries and reduction
in sperm concentration when the samples were frozen/thawed. The 10% DMSO solution
protected more sperm cells from cryoinjury than the other concentrations of DMSO.
Percentages of fertilization among the three concentrations of DMSO did not present
significative differences. The sperm concentration was constant along the time of
preservation, but not its viability. The embryos were maintained until stage 21 for testing
toxicity of DMSO. There were abnormal embryos in all the treatments, even in control
treatment, but DMSO 15% presented 2.3% more abnormal embryos than the rest of
treatments. Further experiments should modify the cooling rate in order to improve

fertilization rates.

Key words: abnormalities, cryopreservation, DMSO, in-vitro fertilization, Rhinella

marina.
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3. INTRODUCCION
Los anfibios constituyen un grupo muy diverso que, desde mediados del siglo XX, ha
experimentado notables declinaciones poblacionales a nivel mundial (Young et al., 2001).
En la actualidad un tercio del numero total de especies se encuentra amenazado, es decir,
1856 especies de un total de 6300 especies conocidas (AmphibiaWeb, 2009). En 1989 se
acepta formalmente el problema y desde entonces se han buscado las causas y posibles

soluciones frente a esta crisis (Young et al., 2001; Browne y Figiel, 2011).

Las causas son algunas: cambios en temperatura y precipitacion; modificacion y
fragmentacion de habitat; incremento de radiacion UV-B; lluvia &cida; contaminantes
quimicos; e introduccion de especies y enfermedades emergentes; 0 una accion sinérgica

de varios de estos factores (Young et al., 2001).

En Centroamérica y América Latina que albergan, aproximadamente, la mitad de la
diversidad mundial de anfibios, existe un 39% de especies en peligro de extincién, de las
cuales un 12% esta criticamente amenazado (Bolafios et al., 2008). En Ecuador, de un
total de 537 especies, un 12.7% se encuentra en peligro y un 8.6% esta en peligro critico
(Ron et al., 2011). Las medidas en estas regiones han sido: monitoreos constantes en
determinadas areas, busqueda de patrones ambientales e historicos que puedan explicar las
declinaciones, realizacion de una adecuada clasificacién taxondmica para conocer la
verdadera situacion actual del lugar y programas de conservacion ex-situ (Young et al.,

2001).

Segun la IUCN (International Union for the Conservation of Nature) y la WAZA (World
Association of Zoos and Aquariums) una de las medidas prioritarias a nivel mundial para
hacer frente a este problema deber ser la implementacion de Programas de Conservacion

ex-situ (Young et al., 2001; Browne et al, 2011). La meta de estos programas es que
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poblaciones genéticamente representativas se mantengan sanas, con ciclos de reproduccion
normales y con variabilidad genética para, posteriormente, ser reintroducidas (Browne et

al., 2011).

La criopreservacion de gametos masculinos se ha convertido en una herramienta
importante para mantener la variabilidad genética de poblaciones amenazadas de una
manera practica y con la ventaja adicional de minimizar los gastos de manutencién de la
gran cantidad de individuos saludables que requieren los programas de conservacion ex-

situ (Clulow et al., 1999; Browne y Figiel, 2011).

3.1. VARIABILIDAD GENETICA

La pérdida de variabilidad genética en las poblaciones incrementa la susceptibilidad a
enfermedades y afecta la reproduccion, poniendo en peligro los programas no sélo por la
disminucion de la poblacion en cautiverio, sino también porque los individuos a liberarse

resultarian incompetentes genéticamente (Browne y Figiel, 2011; Browne et al., 2011).

La conservacion de la variabilidad genética es la mayor meta de los programas de
conservacion ex-situ y, ademas, es de importancia para la investigacion y el sector
comercial pero, con enfoques distintos: para el campo de la Biologia del Desarrollo y la
Biotecnologia se trata de la fuente potencial de nuevas variantes para su uso en diferentes
areas (Browne y Figiel, 2011). Por ejemplo las especies Gastrotheca riobambae (Moya et
al., 2006), Epipedobates machalilla (del Pino et al., 2004) y Xenopus laevis, que han sido
usadas para describir los patrones de desarrollo en anfibios y, en el caso de la ultima
especie, para proyectos de linea germinal y mapas de destino (Gilbert, 2010; Browne y

Figiel, 2011).

En el &mbito comercial, los criaderos de anfibios con utilidad para el hombre siempre

buscan mejorar las caracteristicas de estos animales para su comercializacion. Las
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especies Rana catesbeiana y Andrias davidianus son usadas para consumo humano
(Browne y Figiel; 2011) y, ademas, son fuente de quimicos antimicrobianos. Para este
ultimo propdsito también se usan las especies Xenopus laevis, Bombina sp. y

Phyllomedusa sp. (Clark et al., 1994).

Como ya se dijo antes, la conservacion de esta variabilidad genética es una de las
principales metas a cumplirse para frenar la pérdida de diversidad que actualmente se
experimenta. Las Tecnologias de Reproduccion Asistida (TRA) han sido muy Utiles para
ello, e incluyen: induccion hormonal para la liberacion de gametos masculinos vy
femeninos; criopreservacion de gametos, embriones y células germinales; androgénesis y

clonacion (Clulow et al., 1999).

Entre las TRA que ha recibido mayor atencién y presentado mas resultados esta la
criopreservacion de gametos masculinos por su beneficios: reduccion en costos de
manutencion, proteccion contra enfermedades, suplementacion continua de gametos y
potencial para mantener la informacion genética de un ndmero representativo de

individuos (Viveiros y Godhino, 2009).

Bancos Genéticos ya cuentan con los espermatozoides de alrededor de 40 especies de
mamiferos (Fickel et al., 2007) y mas de 200 especies de peces de agua dulce y salada
(Tiersch, 2001). En anfibios s6lo se ha tenido éxito en 12 especies, de las cuales 6 estan
restringidas a Australia (Beesley et al., 1998; Browne et al., 1998; Clulow et al., 1999;

Sargent & Mohun, 2005).

3.2. CRIOPRESERVACION
En la naturaleza existen animales poiquilotermos capaces de soportar temperaturas bajo
cero mediante dos estrategias: superenfriamiento o congelamiento de 6rganos internos

(animales tolerantes al congelamiento). Para vertebrados, en el primer caso tenemos a la
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tortuga Chrysemis picta (Lee y Costanzo, 1998); mientras que en el segundo, estan 6
especies de anfibios, 1 especie de serpiente y 3 especies de tortugas tolerantes al

congelamiento (Lee y Costanzo, 1998; Costanzo y Lee, 1994).

La especie mas estudiada ha sido el anuro norteamericano Rana sylvatica, que puede
sobrevivir después de mantenerse por semanas a temperaturas corporales de entre -3°C y -
6°C gracias a varios mecanismos: sobreproduccién de glucosa como crioprotector;
aceleracion y mantenimiento del ritmo cardiaco (una vez iniciado el congelamiento);
deshidratacién de 6rganos y redistribucion del agua hacia sacos linfaticos y cavidad
celomica (Costanzo et al., 1993). Estas estrategias se han reportado en otras especies de
animales, lo que hace especial a R. sylvatica es su tolerancia a la hiperglicemia y a la
hipoxia, y la rapidez con que los mecanismos inician, Unicamente, cuando el

congelamiento ha comenzado (Costanzo y Lee, 1994; Costanzo et al., 1993).

Ejemplos naturales como éste han sido estudiados desde el siglo XIX y han fomentado el
estudio de cualquier material biologico a temperaturas bajo cero (Fuller, 2004; Hoagland y
Pincus, 1945) en una rama conocida como Criobiologia, la cual comprende la
preservacion de tejidos o células por largos periodos, criocirugia, liofilizacion de farmacos
y la comprension de las adaptaciones naturales a bajas temperaturas (Society for

Criobiology, 2013).

El reporte més antiguo de criopreservacion, es el de espermatozoides de rana en 1938
(Arav et al., 2002), en la actualidad la criopreservacion es una técnica usada en laboratorio
para mantener la estructura y funcionalidad de tejidos o células por un periodo de tiempo
indefinido, sometiéndolas a temperaturas inferiores al punto de congelamiento del agua

(Rubinsky, 2003), se usa en algunos tipos celulares de una variedad de organismos (Polge



18

et al., 1949; Browne y Figiel, 2011); pero son las células germinales las que han acaparado

el 70% de publicaciones hasta el afio 2000 (Fuller, 2004).

La base de estos procedimientos es el hecho de que todos los procesos bioldgicos son
reacciones quimicas temperatura-dependientes ya que la temperatura afecta tanto a la
conformacion y funcionalidad normal de las moléculas bioldgicas, como a las tasas
metabdlicas (Hill et al., 2008). Por tanto, al reducir la temperatura también se reduce el

metabolismo, ya sea de un organismo o de una célula (Rubinsky, 2003).

Otro principio para la preservacion de células es que las técnicas son especificas para cada
tipo celular, pues cada célula se ha especializado para diferentes funciones y posee
diferente constitucion. Contemplando esto, se debe trabajar con una solucion salina base
que sea isotdnica al tejido o célula de tal manera que se evite, tanto como sea posible, el

estrés osmotico (Arav et al., 2002; Rubinsky, 2003).

Para considerar que una ceélula ha respondido exitosamente a un tratamiento de
criopreservacion, ésta debe ser capaz de sobrevivir a los procesos de enfriamiento,

congelamiento y descongelamiento (Hammerstedt et al., 1990).

3.2.1. Enfriamiento

Esta fase se caracteriza por la ausencia de cristales de hielo. Dada la reduccion de
temperatura, la célula reduce su metabolismo y consume menor cantidad de energia y de
oxigeno. Sin embargo, puede causar varios desequilibrios en la misma (Rubinsky, 2003).
La membrana plasmatica es la méas afectada bajo estas condiciones, ya que a temperaturas
fisioldgicas se encuentra en un estado fluido pero, con el descenso de temperatura, pasa a
una fase de transicion en la que se alteran las interacciones de sus componentes (proteinas

y lipidos) y, por tanto, su funcionalidad (Rubinsky, 2003; Hammerstedt et al., 1990).
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En la fase de transicion el movimiento de los lipidos se ve restringido y puede haber un
reordenamiento de los componentes, donde los lipidos del tipo hexagonal se aglomeren
afectando la disposicion de las proteinas (Hammerstedt et al., 1990). Esta nueva
disposicion hace permeable a la membrana dejando entrar grandes cantidades de iones,
ocasionando cambios en la composicién y la osmolalidad de la célula que, a su vez, pueden
causar denaturacion de proteinas, edema y dafio al citoesqueleto por la activacion de

fosfolipasas y proteasas (Rubinsky, 2003; Hammerstedt et al., 1990).

Ademas, la hipotermia puede causar un incremento de radicales libres y acidosis
(Rubisnky, 2003). Se cree que estos radicales libres, producto de la respiracion aerobia,
son los responsables de dafios al material genético cuando se produce un desbalance entre
éstos y los antioxidantes, conduciendo a un estrés oxidativo (Agarwal et al., 2006;

Chetverikova, 2012).

A pesar de ser sefializadores quimicos en bajas concentraciones, incluso, cumpliendo un
rol en la maduracion de espermatozoides (D’Autréaux y Toledano, 2007), se ha
relacionado el incremento de radicales libres con la presencia de hileras simples de ADN y
fragmentacion del mismo, aumento de mutaciones en el ADNmt, mayor porcentaje de
metilaciones y pérdida de unos fragmentos con aparecimiento de otros en una variedad de
organismos expuestos a procesos de enfriamiento, congelamiento y descongelamiento

(Chetverikova, 2012).

3.2.2. Congelamiento

Las moléculas de agua forman nucleos de congelamiento de manera aleatoria (un evento
probabilistico dependiente del volumen) a partir de -4°C, Unicamente, en la matriz
extracelular mientras el material citoplasmatico permanece en un estado de

superenfriamiento (Rubinsky, 2003; Lee y Costanzo, 1998). EIl superenfriamiento es un
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estado natural del agua y de soluciones acuosas que permanecen liquidas aun cuando se
encuentran bajo su punto de congelamiento, su limite en la naturaleza es de -40°C, antes de
esta temperatura se puede mantener por largos periodos de tiempo a pesar de que el hielo
puede formarse en cualquier momento y congelar todo el sistema muy rapidamente (Hill et

al., 2008; Lee y Costanzo, 1998).

La formacion de hielo fuera de la célula promueve un gradiente osmético hacia la matriz
extracelular, que se ha vuelto hipertdnica, ya que el hielo capta muy pocos solutos en él
(Rubinsky, 2003). La célula podria perder agua hasta volverse osmoticamente inactiva, a
menos que la tasa de enfriamiento sea lo suficientemente rapida para evitar una pérdida
excesiva de agua, pero sin causar formacion interna de hielo, lo cual también mataria a la

célula (Devireddy et al., 2000; Rubinsky, 2003).

Aparte del desequilibrio osmético, la exposicion a estas formaciones de hielo conocidas
como dendritas es una de las principales causas de lesiones en las membranas (Rubinsky,
2003). Aungue existen pocos reportes de insectos capaces de sobrevivir al congelamiento

de sus células, estos son considerados excepciones (Lee y Costanzo, 1998).

3.2.3. Descongelamiento.

La célula experimenta una rapida ganancia de agua ya que la matriz extracelular se vuelve
hiperosmotica, experimentos en protoplasma indican que una membrana no puede
expandirse mas del 2 al 3% sin romperse, es probable que otra porcién de dafios celulares
se deba a la poca plasticidad de la célula para adaptarse a estos cambios osmaticos. En
respuesta a esto la cola del esperma de ovejas y humanos adopta una forma esférica para

absorber mayor cantidad de agua con menor expansion (Hammerstedt et al., 1990).

También se ha podido documentar el fenémeno de recristalizacion, el cual puede eliminar

las células atrapadas entre los cristales, en la mayoria de casos, tasas altas de
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descongelamiento eliminan los efectos adversos antes mencionados (Rubinsky, 2003;

Devireddy et al., 2000).

3.3. TIPOS DE CRIOPRESERVACION

Se han desarrollado dos tipos de criopreservacion: vitrificacion y congelamiento lento
(Rubinsky, 2003), cada uno ha tenido éxito en algunos tipos celulares. Si bien se ha
intentado predecir la efectividad de estas técnicas para cada tipo de célula a congelar, esto
no ha sido posible hasta la actualidad. La determinacion del tratamiento méas adecuado
para cada tipo celular continua realizdndose de manera empirica, manteniendo el uso del
que evite dafo celular en la mayor cantidad de la muestra (Fuller, 2004; Sargent y Mohun,

2005).

3.3.1. Vitrificacion

La vitrificacion es mas antigua, usa tasas de enfriamiento répidas y consiste en la
exposicion del material bioldgico a gases liquidos como el Nitrogeno liquido, siendo su
punto de ebullicién -196°C, ésta es la temperatura generalmente usada (Polge et al., 1949;
Parkes, 1945; Hoagland y Pincus, 1942; Rubinsky, 2003). La finalidad de esta técnica es
llegar al “estado vidrioso”, un estado sélido amorfo, que conserva las orientaciones
moleculares del estado liquido, evitando formacién de hielo intra y extracelularmente
(Rubinsky, 2003; Fuller, 2004). Es exitosa con oocitos y embriones animales, y cultivos

celulares de plantas (Fuller, 2004).

3.3.2. Congelamiento lento

El congelamiento lento usa tasas de enfriamiento moderadas a lentas y, generalmente se
realiza en camaras de enfriamiento que llegan hasta -80°C (Arav et al., 2002; Rubinsky,
2003). Aqui las células deben enfrentar los problemas osmoticos y estructurales antes

descritos en enfriamiento, congelamiento y descongelamiento. Ya que el “estado vidrioso”
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es dificil de alcanzar para la mayoria de soluciones y no todas las células de origen animal
logran sobrevivir tasas de enfriamiento tan rapidas como las empleadas en la vitrificacion,
el congelamiento lento es el procedimiento mas usado para criopreservar una variedad de

células animales, sin incluir évulos o embriones (Fuller, 2004).

3.3.3. Crioprotectores

En ambas técnicas, ademas de la solucion salina base, se debe tener en cuenta los
crioprotectores (CP) a usar, ya que con su adicion se evitan los dafios celulares, durante el
proceso de enfriamiento, congelamiento y descongelamiento (Rubinsky, 2003). En la
década de 1940 se reporta por primera vez la adicién de glicerol para obtener mejores
resultados en la criopreservacion de semen de ave, a partir de entonces se investiga la
accion crioprotectora de una serie de compuestos polialcohdlicos (Arav et al., 2002;

Browne y Figiel, 2011).

Pero es a partir de 1965 que se usa el término “crioprotector” en la criobiologia moderna,
para definir cualquier sustancia que, afiadida a la solucién base, logre que sobrevivan mas
células al congelamiento/descongelamiento de lo que sobrevivirian sin éste (Fuller, 2004).
Esta amplia definicion hace que una variedad de compuestos organicos sean considerados
CPs, entre los cuales podria hacerse una distincion principal entre compuestos coligativos

y no coligativos (Fuller, 2004; Hill et al., 2008).

Los compuestos coligativos bajan el punto de congelamiento de la solucion, Unicamente,
incrementando su concentracion (Hill et al., 2008) pues, como se sabe, el punto de
congelamiento de una solucion esta en relacion inversa a la concentracion de solutos en
ella (Wolfe y Bryant, 1999), evitando que las sales aumenten hasta una concentracion

nociva mientras el resto del sistema llega al equilibrio térmico (Fuller, 2004).
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Estos compuestos son ampliamente usados en laboratorio y podemos citar como los de
mayor éxito en varios organimos a sacarosa, glicerol, 1,2-propanodiol, etanodiol y Dimetil
Sulfoxido (DMSQ). Otros compuestos de bajo peso molecular y de poca efectividad son
aminoéacidos, otros azucares y amidas (Fuller, 2004). Algunos CPs que son permeables a
la membrana, como el glicerol y el DMSO que a mas de disminuir el punto de
congelamiento de la solucidn, también pueden cumplir su rol reemplazando el volumen de

agua que la célula pierde durante el proceso de enfriamiento (Hammerstedt et al., 1990).

A mas de su capacidad crioprotectora, deberia tomarse en cuenta la toxicidad de estos
compuestos ya que se ha visto que la sola exposicion de células al CP puede causar la

misma cantidad de dafios que la criopreservacion (Fuller, 2004).

El glicerol y la glucosa son los CPs coligativos que se encuentran en la naturaleza y son
empleados por varios insectos y vertebrados poiquilotermos tolerantes al congelamiento
(Lee y Costanzo, 1998). Como el ya mencionado L. sylvaticus que incrementando sus
niveles de glucosa en la sangre hasta 300umol/g (Costanzo y Lee, 1994). Otro anuro, Hyla
versicolor, a mas de la glucosa promueve la sintesis de glicerol como su principal CP,
constituyendo el 30% de los solutos en el plasma sanguineo, concentracion que puede

alcanzarse so6lo por aclimatacion a temperaturas bajas L. sylvaticus (Layne y Jones, 2001).

Los compuestos no coligativos también disminuyen el punto de congelamiento de la
solucion, pero por interacciones quimicas especificas que evitan el crecimiento de cristales
nacientes de hielo al pegarse a su superficie y cambiar la arreglada orientacion de las
moléculas de agua en estado sélido, asi las moléculas de agua liquida no pueden unirse
(Hill et al., 2008; Pough et al., 2005). Se encuentran en peces marinos polares, varios
insectos, plantas, hongos y bacterias con gran capacidad de superenfriamiento (Pough et

al., 2005). Y si bien su uso en laboratorio seria de utilidad, controlar su actividad resulté
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mas complicado de lo que se creia debido a su mecanismo de accion, que reduce solo el

punto de congelamiento y no el punto de fusion, provocando histéresis (Fuller, 2004).

Ya que un CP debe actuar a varios niveles (como ya se describié en los dafios celulares
provocados por el enfriamientos, congelamiento y descongelamiento), es de esperarse que
cada uno presente diferentes resultados en cada tipo celular, considerando ademas sus
posibles efectos toxicos (Fuller, 2004; Rubinsky, 2003; Hammerstedt et al., 1990). Y,
justamente por esto, puede ser que la elaboracion de protocolos especificos continue
desarrollandose de manera empirica en anfibios, sin método sofisticado para predecir la

efectividad de los tratamientos (Fuller, 2004, Sargent y Mohun, 2005).

En las dos ultimas décadas se ha logrado recuperar la motilidad y capacidad de
fertilizacion de espermatozoides después del congelamiento en algunas especies: Bufo
marinus (Browne et al., 1998), Xenopus laevis, Xenopus tropicalis (Sargent y Mohun,
2005), Bufo americanus, L. sylvaticus, Rana pipiens (Beesley et al., 1998) y 6 hilidos

australianos (Clulow et al.,1999), algunos con altos porcentajes de fertilizacion.

En estos protocolos, las soluciones salinas base varian ligeramente en su composicion, las
tasas de enfriamiento mayormente usadas van de moderadas a lentas y como CPs se usan
el DMSO vy el glicerol, adicionados otros CPs impermeables a la membrana como yema de
huevo o sacarosa (Browne et al., 1998; Sargen y Mohun, 2005; Beesley et al., 1998;

Browne y Figiel, 2011).

3.3.4. Estructura general de los espermatozoides

Un protocolo adecuado para la criopreservacion de espermatozoides debe proteger su
estructura y funcionalidad de tal manera que puedan cumplir todos los procesos
involucrados en la fertilizacién, lo cual implica mantener los receptores de membrana que

reconoceran: 1. las proteinas difundibles, liberadas por la capa gelatinosa de los huevos,
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que los llevaran a ellos mediante quimiotaxis e incrementando su motilidad (Al-Anzi y
Chandler, 1998); 2. los azUcares especificos de la gelatina que iniciaran la reaccion
acrosomal (Gilbert, 2010); 3. las glicoproteinas que permitiran la unién del espermatozoide
a la membrana vitelina (Tian et al., 1997); y, 4. las proteinas capaces de promover la fusion

activa de las membranas de ambos gametos (Gilbert, 2010).

El espermatozoide que ha ingresado al huevo, a més del material genético, aportara con su
centriolo, el cual se divide en dos para formar los polos del huso mitético y permitir el
primer clivaje. Se cree que es el mismo contacto del espermatozoide con la membrana del
huevo el responsable por la activacion del metabolismo del zigoto en una cadena que
empieza por la proteina G, continta con la kinasa Src y una fosfolipasa C que libera
Inositol 3-fosfato (IP3), que permite la apertura de las bombas de Ca’ y con ello el

incremento en su concentracion, activando el huevo (Gilbert, 2010).

En la mayoria de las especies, los espermatozoides presentan tres partes: cabeza, cola y
region media. La cabeza estd formada por el nucleo, la vesicula acrosomal (proveniente
del aparato de Golgi) y, en algunas especies, una capa de proteinas de actina que se
encuentra entre éstos y que durante la fertilizacion formaran el proceso acrosomal (Gilbert,
2010). En anfibios la cabeza suele ser alargada y cilindrica (Browne y Figiel, 2011) y, en
la familia Bufonidae, en vez de la capa que formara el proceso acrosomal se encuentra una
estructura llamada perforatorium, de mayor densidad que la vesicula acrosomal, y de
funcién desconocida aunque es una sinapomorfia de la familia, ver Anexo 1 (Lee &

Jamieson, 1993).

En la parte posterior de la cabeza suele estar un centriolo alrededor del cual se ubican los
microtibulos que formaran el axonema, éste constituye la parte principal del flagelo

(Gilbert, 2010). En anfibios el axonema se ancla a dos centriolos y, en la mayoria, esta
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unido a una fibra axial accesoria mediante una membrana ondulatoria, pudiendo haber
variaciones al respecto: dos flagelos simples o dos flagelos con membrana ondulatoria

(Browne y Figiel, 2011).

La estructura del axonema es la misma de todos los linajes eucariotes (9 + 2): un nucleo
central de dos microtubulos rodeado de 9 duplas de microtubulos. Si bien la tubulina es la
proteina principal de la estructura de los flagelos, la dineina es la proteina asociada
responsable de su motilidad. Esta es una ATPasa que hidroliza el ATP y con ello libera la
energia necesaria para deslizar las duplas de microtibulos y hacer que el espermatozoide
se doble y se desplace (Gilbert, 2010). EI ATP necesario para la accion de la ATPasa es
sintetizado por las varias mitocondrias ubicadas en la parte media del espermatozoide

(Gilbert, 2010).

3.4. ORGANISMO DE ESTUDIO

La especie Rhinella marina es considerada un complejo de especies, se encuentra
distribuida desde Texas en EE.UU. hasta las zonas tropicales del norte de Sudamérica, ha
sido ampliamente introducida en algunas islas como Australia, Barbados, Republica
Dominicana, Haiti, Jamaica, Japon, Puerto Rico y Taiwan (Solis et al., 2009). En Ecuador
se encuentra a ambos lados de la cordillera de los Andes, en el lado occidental esta en los
bosques seco y deciduo de la costa, himedo tropical del Chocd, piemontano, montano y en
el matorral internandino; al lado oriental se encuentra en los bosques montano, piemontano
y himedo tropical amazonico (AmphibiaWebEcuador, 2013). Se trata de una especie
nocturna capaz de vivir en una variedad de héabitats tanto himedos como secos, aunque
prefiere permanecer cerca de areas intervenidas y con poblaciones humanas. Sus habitos
reproductivos no tienen muchos requerimientos, sus larvas son acuéticas y venenosas, y

son capaces de tolerar altas temperaturas (Solis et al., 2009).
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En Rhinella marina la cola del espermatozoide mide 50 um (Anexo 2) de largo, esta
anclada al cuerpo mediante la fibra paraxonemal, la cual inicia muy unida al axonema,
posteriormente se diferencia la fibra axial de la fibra juxta-axonemal (unida al axonema),
entre éstas se encuentra la membrana ondulatoria, que al final desaparece y se vuelve a
formar la fibra paraxonemal y una porcion del flagelo queda libre, ver Anexo 1 (Lee y

Jamieson, 1993).

Las mitocondrias en esta especie son ovoides y se ubican en un collar alrededor de la
primera porcion del flagelo (Anexo 1). El collar de mitocondrias junto con la cabeza

miden 18 um de longitud como se muestra en el Anexo 2 (Lee y Jamieson, 1993).

En esta investigacion se criopreservaron espermatozoides de R. marina a -80°C mediante
una técnica de congelamiento lento y el uso del reactivo DMSO a tres concentraciones
(5%, 10% y 15%), esperando que éste proteja los gametos masculinos de los dafios
producidos por el proceso de congelmiento y descongelamiento, también se determind la

concentracion de DMSO maés efectiva para esta funcion.

Los espermatozoides criopreservados fueron usados en fertilizaciones in-vitro para conocer
qué tratamiento preservo la mayor cantidad de espermatozoides viables. Por otro lado,
dados los reportes de toxicidad del DMSO como teratdgeno en humanos (DMSO
Organization, 2012) se control6 el nimero de individuos que llegaron hasta la fase larvaria
(estadio 21) como evidencia para su uso seguro en las fertilizaciones in-vitro de anuros,

para ello se uso el indice Dorsonaterior (IDA) para malformaciones de anuros.
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4. METODOLOGIA

4.1. COLECCCION Y MANUTENCION DE INDIVIDUOS

Se colectaron seis machos adultos de R. marina en la localidad de Canoa en la provincia de
Manabi. Las hembras provenian de otras localidades de la Costa, una se colect en Jama
(Manabi), y otra, en Dos Mangas (Sta. Elena). Todos se colectaron entre enero y febrero
del 2013, durante la época lluviosa. Una vez en el laboratorio, los individuos se
mantuvieron juntos en un terrario plastico grande (68.5 cm x 35.4 cm x 7.1 cm) con malla
plastica suspendida a 5 cm de la base del terrario (para evitar infecciones), ademéas de dos
recipientes con agua reposada. Se aclimataron durante una semana con una dieta a base de

grillos y limpieza de los recipientes con agua de 3 veces por semana.

4.2. SOLUCIONES
Para la cirugia se usé como anestésico una solucion de MS-222 al 0.5% (Wright, 2001), y

para el proceso de recuperacion se usé la solucion salina SAR (Whitaker, 2001).

e MS-222 (Tricaina Metanosulfonato) 0,5% pH

059 MS-222

100ml Agua desstilada

e SAR (Solucién de Ringer para Anfibios)

110mM NaCl

2mM KCI

1.3mM CaC|2
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2.4mM NaHCO;

Para los tratamientos de criopreservacion se usé como solucién salina base la solucién SB,
empleada para los espermatozoides de Rana sylvatica, R. pipiens y Bufo americanus
(Beesley et al., 1998) adicionada HEPES hasta una concentracion de 2.5mM, usado para
controlar los desechos de la respiracion y mantener el pH en soluciones de

espermatozoides de X. laevis (Al-Anzi y Chandler, 1998).

e SB: 104.4mM NaCl

2.0mM KCI
6.1mM Na;HPO,
1.0mM KH,PO4
pH=7.4

A la solucién SB con HEPES 2.5mM se le adicioné el DMSO a la concentracién necesaria:

5%, 10% o0 15%.

4.3. COLECCION Y CRIOPRESERVACION DE GAMETOS MASCULINOS

Se orquidectomiz6 parcialmente a los individuos, retirando un testiculo completo y la
mitad del otro para la aplicacion de tres tratamientos (una mitad correspondiente a cada
uno), los tejidos se mantuvieron en solucion SB con HEPES en hielo, hasta la
criopreservacion. Para la cirugia se utilizé el anestésico MS-222 en concentracion 1%.
Los individuos parcialmente orquidectomizados fueron suturados con hilo Vycril 3-0 y
pasados a un terrario individual que tenia la solucion SAR para su recuperacion. Una
semana después se volvio a operar a los individuos para remover la mitad restante de uno

de los testiculos, ya que esta porcion correspondié al tratamiento control (sin
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congelamiento) para las fertilizaciones in-vitro y la revision del estado de la membrana

plasmatica.

Cada mitad de testiculo extraida en la primera cirugia se pes6 y coloco en un tubo de
microcentrifuga que contenia 1 ml de la solucién base adicionada DMSO a la
concentracion requerida (5%, 10% o 15%). EI tejido se cortdé en varios pedazos, la
solucidn resultante se paso a viales que contenian 1ml de la solucion correspondiente, se
dejo incubar esta mezcla durante 5 minutos. Finalmente, se repartié esta solucion de
espermatozoides en seis alicuotas de 250 ul. Las muestras se mantuvieron a 4°C durante
10 minutos y a —20°C por 1 hora, al cabo de la cual pasaron a la ultracongeladora de -

80°C, donde permanecieron por una semana o Seis meses.

44. DESCONGELAMIENTO Y REVISION DE DANOS EN LOS
ESPERMATOZOIDES

Transcurrida una semana y seis meses de la colocacion de las muestras a -80°C, se
descongeld una de las alicuotas de cada tratamiento a temperatura ambiente (20°C). Se
realizd un recuento de espermatozoides tanto de las muestras descongeladas, como de las
muestras control mediante una cdmara de recuento de Neubauer mejorada (1/400 mm?,

1/10 mm de profundidad) de la marca Propper Lumicyte.

Ya que no se pudo realizar fertilizaciones in-vitro con las muestras descongeladas a los seis
meses, se utilizaron dos tintes fluorescentes para conocer la integridad de las membranas.
Se tomd 30 pl de solucion de espermatozoides y se le coloco 10 pl del tinte Propidium
lodide (PI) 1 uM durante 15 minutos, luego se afiadio 0,5 pl del tinte Hoescht 1,6 mM por
10 minutos, la incubacion de ambos tintes fue a temperatura ambiente. Pl es un tinte
completamente impermeable a la membrana, por lo que solo puede pasar a traves de

membranas dafadas (Beesley et al., 1998), por otro lado, Hoescht es un tinte permeable a
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las membranas y es capaz de pasar células con membranas intactas, de tal manera que Pl
ingrese a las células muertas y, Hoescht, a las vivas. Como un control del funcionamiento
adecuado de ambos tintes, se obtuvo una muestra fresca de espermatozoides en solucion
SB con HEPES, provenientes de un macho fuera del grupo de estudio, pues aquellos
fueron sacrificados para la prueba de fertilidad de los espermatozoides descongelados a la

Semana.

Para las placas se utilizé 15ul de la solucion con los tintes y se las llevo, inmediatamente,
al Microscopio de Fluorescencia Olympus Bx54 con cdmara DP72, para realizar 3
micrografias de cada placa: una con el filtro FITC (rango de excitacién: 450 — 490nm) para
ver las células muertas tefiidas con Pl (rojo), otra con el filtro DAPI (excitacion: 365nm)
para visualizar las células vivas (azul) y una con luz normal para controlar que entre ambos
tintes se logre el nimero total de espermatozoides. Posteriormente las micrografias fueron

editadas con el programa Photoshop v8.

En las micrografias del tratamiento control se tomaron las medidas del cuerpo y la cola de

los espermatozoides mediante el programa Cell*F version 2.4.112-240608 de Olympus.

4.5. FUNCIONALIDAD DE ESPERMATOZOIDES EN FERTILIZACIONES IN-VITRO
Para conocer la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides, se descongelaron
después de una semana, dos alicuotas de cada tratamiento. Una se descongel6 a
temperatura ambiente, y otra, a 4°C, donde permanecié por una hora antes de realizar la
fertilizacion in-vitro. Para cada alicuota se usaron los huevos de una hembra diferente.
Los huevos se obtuvieron mediante induccion hormonal con macerados de pituitarias
frescas de hembras de la misma especie. Se colocaron hileras de huevos de 10 cm en cajas
Petri, en cada una se adicionaron 100 pl de una de las soluciones de espermatozoides, al

cabo de un minuto, las cajas Petri se llenaron con agua filtrada. Se calculé un porcentaje
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de fertilizacion por cada caja Petri, contando los embriones en gastrula temprana (Bautista,

2012) como fertilizaciones exitosas.

4.6. EFECTO DEL DMSO EN EL DESARROLLO DE LOS EMBRIONES

Los embriones se mantuvieron hasta que llegaron a su etapa larvaria en cajas Petri de
90.2cm de didmetro, sin tapa y llenas de agua reposada. Se uso la tabla del desarrollo de R.
marina (Bautista, 2012) para conocer si los embriones obtenidos siguieron un desarrollo
normal (Anexo 3). Se tomaron fotografias de los embriones y las malformaciones
encontradas fueron comparadas con las descritas en el indice Dorsoanterio (IDA) para
Xenopus laevis (Anexo 4). Este indice va del 0 al 10, donde el 5 representa el embrion
normal, los inferiores se caracterizan por la pérdida de estructuras dorso-anteriores, y los

superiores, por la presencia excesiva de estas estructuras (Sive et al., 2000).

También se mantuvieron unas cuantas larvas hasta su desarrollo en metamorfos para
conocer si lograban completar el proceso, mas no se crié a todas hasta este estado por
limitaciones con el espacio, la manutencion y el hecho de que su muerte podria ser
explicada por otros factores como la alimentacién, y no necesariamente por efectos del

DMSO.

4.7. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realiz6 un Analisis de Varianzas (ANOVA) con el programa SPSS 20. Los
tratamientos fueron 4: tres tratamientos de espermatozoides congelados/descongelados,
cada uno con una concentracion de DMSO (5%, 10% y 15%); y un tratamiento control que
consistio en espermatozoides extraidos el dia de la fertilizacion in-vitro, que no fueron

congelados/descongelados, ni adicionados DMSO.

El ANOVA se realizdé mediante el Disefio de Bloques Completamente al Azar (DBCA), ya

que éste permite eliminar la variancia entre individuos y poder determinar:
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a. Si el proceso de congelamiento/descongelamiento tuvo efectos en la concentracion de

espermatozoides y si las concentraciones de DMSO evitaron estos dafios.

b. El mejor tratamiento de DMSO para proteger la funcionalidad de los espermatozoides y

lograr fertilizaciones exitosas.

c. La tasa de enfriamiento que conserve la funcionalidad de una mayor cantidad de

espermatozoides capaces de fertilizar.

d. La influencia de la concentracion de DMSO en el porcentaje de malformaciones, este
analisis solo pudo ser realizado con las larvas obtenidas con espermatozoides

descongelados a 4°C.

Cuando los datos no cumplieron con los requisitos del ANOVA, éstos fueron
transformados a la funcion (logaritmica o arcoseno) que si se ajustara a los requerimientos
del ANOVA. Los subgrupos se compararon mediante la prueba de rango mdltiple de

Duncan.

Para comparar la concentracién de espermatozoides descongelados a la semana con los
descongelados a los 6 meses, se aplico la prueba de Wilcoxon (de rangos con signo) ya que
se trata de muestras dependientes con sélo seis pares de datos. La cantidad de rangos
positivos y negativos obtenidos se comparan con los valores criticos de la prueba de

Wilcoxon para obtener la significacion.
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5. RESULTADOS

5.1. EFECTOS DEL CONGELAMIENTO Y DE LOS TRATAMIENTOS EN LA
ESTRUCTURA Y CONCENTRACION DE ESPERMATOZOIDES

Con luz visible, las muestras descongeladas luego de una semana y de seis meses
presentaron cambios en varios espermatozoides. Algunos mostraban dafios severos en la
superficie de la membrana plasmaética, ésta se volvié irregular y, en ciertos puntos, parecia

discontinua (Fig. 1).

Para las muestras procesadas a los seis meses (en las que se usaron los tintes), se realizd un
control con espermatozoides frescos (extraidos ese dia en SB) provenientes de un macho
aparte de los usados para el congelamiento. Este control permitid ver los espermatozoides
vivos tefiidos con Hoescht y, los muertos, con PI a través de los filtros DAPI y FITC (Fig.
2), ningun espermatozoide tefiido de rojo tenia motilidad, los tefiidos de azul si
presentaban algun tipo de motilidad. En las muestras descongeladas a los seis meses, a
mas de las lesiones visibles en el microscopio normal (Fig. 1), la luz fluorescente reveld
que los espermatozoides en todos los tratamientos sélo estaban tefiidos con el tinte PI (Fig.

3).

La concentracion de espermatozoides, para las muestras descongeladas a la semana, fue
menor de manera altamente significativa (p = 0.007, gl = 15, F = 4.77) en todos los
tratamientos sometidos al congelamiento/descongelamiento, en comparacion con el
tratamiento control, que tuvo una concentracion (media + desviacion estandar) de 2.29
+1.49 x 10’ espermatozoides/ml (Tabla 1, Fig. 4). El analisis post-hoc evidencié que de
las soluciones crioprotectoras, las de DMSO al 10% y 15% (p = 0.36) mantuvieron una

mayor concentracién de espermatozoides, 1.15 + 0.86 x 10" y 094 + 0,79
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espermatozoides/ml, respectivamente (Tabla 1, Fig. 4). Para el ANOVA los datos fueron

transformados a logaritmo ya que no cumplian con homogeneidad de variancias (Anexo 5).

En las muestras descongeladas a los seis meses se vio la misma tendencia (Fig. 5), con una
significacion p = 0.008 (gl = 15, F = 6.15). La concentracion de espermatozoides (media +
desviacion estandar) més alta se dio con los tratamientos DMSO al 10% y al 15%: 1.39 +
1.32 x 10" y 1,17 + 1,01 espermatozoides/ml, respectivamente. Segun los analisis post-
hoc, hubo diferencias entre estos tratamientos (p = 0.54), pero si con el tratamiento DMSO
5% (Tabla 2). Cuando las concentraciones de espermatozoides descongelados a la semana
y a los 6 meses se compararon mediante la prueba de Wilcoxon, no se encontraron

diferencias significativas en ningan tratamiento (Tabla 3).

Las medidas del cuerpo (cabeza y collar de mitocondrias) y la cola tomadas en las
micrografias de los espermatozoides del tratamiento control indicaron que la primera parte

midi6 en promedio 47.2um, mientras que la segunda, 90.31um (Fig. 6).

5.2. EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS EN LA FUNCIONALIDAD DE LOS
ESPERMATOZOIDES

Espermatozoides descongelados a temperatura ambiente. Las fertilizaciones logradas por
los espermatozoides del tratamiento control tuvieron una media de 91.28 + 7.58%, siendo
diferentes de manera altamente significativa a las medias del resto de tratamientos (p <
0.0001, gl = 15, F = 93.97). Entre los tratamientos de DMSO no se encontraron
diferencias mediante los analisis post-hoc (Tabla 4, Fig. 7). Para el analisis se
transformaron los datos a funcion arcoseno ya que no contaban con homogeneidad de

varianza, ni normalidad (Anexo 6).

Espermatozoides descongelados a 4°C. De igual manera, el porcentaje de fertilizacion de

los tratamientos congelados/descongelados fue significativamente inferior (p < 0.0001, gl
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= 15, F = 20.94) a la media del control (Tabla 5). Los analisis post-hoc tampoco indicaron
diferencias entre los tratamientos de DMSO sometidos a congelamiento/descongelamiento

(Tabla 5, Fig. 8).

En cuanto al efecto de la tasa de descongelamiento, la media en el porcentaje de
fertilizacion de todos los tratamientos de DMSO fue mayor cuando los espermatozoides se
descongelaron a 4° que a temperatura ambiente (p = 0.02, gl = 40, F = 5.82), con los
porcentajes (media + desviacion estandar) 35.9 £ 2.67% y 26.93 + 2.62%, respectivamente.

Ver figura 9.

5.3. EFECTO DEL DMSO EN EL DESARROLLO DE LOS EMBRIONES

El andlisis estadistico s6lo pudo realizarse con las larvas obtenidas con los
espermatozoides descongelados a 4°C, ya que la mayoria de embriones provenientes de
espermatozoides descongelados a temperatura ambiente murieron, quedando para al menos

2 tratamientos s6lo una repeticion.

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p = 0.015, gl = 15, F =
8.25). Segun los andlisis post-hoc, tratamiento control y el de DMSO al 10% representan
un subgrupo (p = 0.1) con los menores porcentajes (media + desviacion estandar) de
individuos malformados, 8 + 3.74% y 10.43 + 4.64% (Tabla 6). Mientras que el
tratamiento de DMSO al 15% tiene un 10% mas de larvas mal formadas que el control,
formando un subgrupo aparte segun los analisis post-hoc (Tabla 6, Fig. 10). Los datos
empleados en este analisis fueron transformados a logaritmo de base diez, ya que no

cumplian con homogeneidad de varianzas (Anexo 7).

Ya que los porcentajes de fertilizacion logrados con estos ensayos en general son bajos

(Tablas 4 y 5), el nimero de embriones en la mayoria de casos no llego al estadio 20. Asi
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que el porcentaje de sobrevivientes y el tipo de malformaciones encontradas no fueron

sometidos a analisis estadisticos.

Al comparar los tiempos de desarrollo de los embriones obtenidos con la Tabla de
Desarrollo de R. marina (Bautista, 2012) no se encontraron diferencias en los tiempos de
desarrollo, ni en las caracteristicas externas. En los embriones de la fertilizacion con
espermatozoides descongelados a 4°C, en el estadio 19 (a los 7 dias), cuando el cuerpo de
la cola desarrolla las glandulas de cemento (Bautista, 2012), hubo un 2.19% de individuos
con malformaciones de tipo 2, 7y 8 (Fig. 11, Tabla 7) y un 2.23% de larvas con reduccién,
unicamente, en el tamafio de la cola (Fig. 12). En el estadio 21 (a los 11 dias), cuando las
branquias se externalizan (Bautista, 2012), hubo un 3.63% de larvas con malformacién de

tipo 6 (Fig. 13B) y, un 2.23%, con edema en el lado ventral (Fig. 13A, Tabla 7).

En los embriones de fertilizaciones con espermatozoides descongelados a temperatura
ambiente, en el estadio 19 so6lo se identifico un 5.59% de larvas con reduccion en el

tamafio de la cola. Y, en el estadio 21, un 5.59% con malformacion de tipo 6.

El tratamiento control también presenté malformaciones: en el estadio 19 hubo un 2.05%
de especimenes con malformaciones de tipo 7 y 8, y un 3.95% que presentaban reduccion
en el tamafio de la cola. En el estadio 21 se encontr6 un 2.63% de larvas con

malformacion de tipo 6, y un 0.11% con edema (Tabla 7).

Ningun individuo con estas malformaciones pasaron del estadio 25, donde el opérculo
cubre las branquias (Bautista, 2012), a excepcion de los que presentaron disminucion en el
tamafio de la cola, los cuales pudieron continuar su desarrollo, aparentemente sin

repercusiones.

Adicionalmente, se fijaron 22 metamorfos de diferentes tratamientos, 11 de cada

fertilizacion (espermatozoides descongelados a 4°C y a temperatura ambiente). 12
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corresponden al tratamiento DMSO al 5%; 2, al DMSO 10%; y 8 al DMSO 15% (Tabla 8).
El primer metamorfo se obtuvo a los 54 dias a partir de la fertilizacion. En ninguno de
estos metamorfos se encontr6 algun tipo de malformacion o anomalia, todos poseian su

cabeza y sus extremidades completas. Se vio que varios fueron capaces de alimentarse.
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6. DISCUSION
La disminucion en la concentracion de espermatozoides frente al control, tanto en los
espermatozoides descongelados a la semana, como en los descongelados a los 6 meses
(Figs. 4 y 5), indica que hubo lisis celular durante el proceso de
congelamiento/descongelamiento, esto podria deberse al modo en que se congelaron las
muestras, pues al permanecer por 20 minutos a -20°C debieron superenfriarse a esta
temperatura y, con su paso a -80°C, la presencia de hielo en la ultracongeladora pudo haber
iniciado un congelamiento extremadamente rapido que promovié la formacion de hielo

intracelular (Lee y Costanzo, 1998).

Aparte de la lisis celular, hubo dafios evidentes en la estructura de los espermatozoides, de
los cuales el méas conspicuo fue el rompimiento de la membrana plasmaética, como se ve en
las micrografias con luz normal y fluorescente (Fig. 1, C y D). Ademas de esta notable
diferencia frente a los espermatozoides sanos, los espermatozoides descongelados a los seis
meses con forma normal, pero tefiidos con PI (Fig. 3) nos permiten inferir que hubo otro
tipo de cambio en la membrana plasmética que disminuyé su permeabilidad y maté a los
espermatozoides, en respaldo a esto, no hubo motilidad alguna en ninguno de los

espermatozoides.

La transicion de los lipidos de disposicién bicapa a fase hexagonal Il (no detectable a
simple vista) podria ser la causante de esto, pues esta nueva disposicidn es la responsable
de la pérdida de fluidez en la membrana y del incremento en su permeabilidad (Wolfe y
Bryant, 1999). Como consecuencia de la pérdida de fluidez, también puede haber un
reordenamiento de los componentes proteicos (Hammerstedt et al., 1990) incrementado las

deficiencias en el transporte normal de sustancias a través de la membrana.
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A pesar de la notable pérdida de espermatozoides en todos los tratamientos de
congelamiento/descongelamiento, podemos decir que hubo los suficientes para lograr
varias fertilizaciones exitosas, comprobando el papel crioprotector del DMSO en los
espermatozoides de R. marina, seguramente, bajando el punto de congelamiento de la
solucion (Hill et al., 2008) gracias a su caracter altamente hidrofilico que lo hace capaz de
formar puentes de hidrégeno con el agua. Ademas que, al reducirse el volumen del agua
(por el congelamiento), el DMSO también puede interactuar con los fosfolipidos de la

bicapa y mantener su estado fluido (Sum y Pablo, 2003).

La concentracién de DMSO al 10% es més efectiva que la de 5% en reducir la lisis celular
en espermatozoides congelados/descongelados (Fig. 4 y 5), a diferencia del ensayo
realizado por Browne y colegas con la misma especie en Australia, donde la concentracion
mas alta fue la méas exitosa. Sin embargo, estos resultados no pueden ser comparables
porque la técnica de congelamiento fue diferente, el otro estudio us6 una camara de
enfriamiento en la que se puede regular la tasa de congelamiento, lo cual influye en todos

los aspectos del proceso.

Sabiendo que R. marina es un complejo de especies de amplia distribucion geografica, la
diferencia en las medidas obtenidas de los espermatozoides en este estudio con las medidas
resultantes del estudio de Lee y Jamieson sobre la estructura del espermatozoide en la
misma especie, donde la cabeza del espermatozoide mide 18um vy, la cola, 50um (Anexo
2), podrian indicarnos que los individuos ecuatorianos provenientes de la localidad de
Canoa (Manabi), en los que la cabeza del espermatozoide mide 47.2um, y la cola, 90.31um

(Fig. 6), son una especie diferente a la encontrada en Australia.

De ser de esta manera, los desacuerdos en resultados de este estudio frente al realizado por

Browne y colegas en la supuesta misma especie (Browne et al., 1998), tendrian su origen
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en que se trata de poblaciones diferentes, sugiriendo incluso, que se trate de especies
diferente. Sin embargo, deberian tomarse mas medidas de espermatozoides y con una
técnica similar a la usada en el estudio de Lee y Jamieson en 1993, donde el tejido fue

fijado y examinado en un microscopio de barrido electronico.

Otro dato importante es que la concentracion de espermatozoides permanece constante sin
importar el tiempo que permanezca a -80°C, ya que no se encontraron diferencias
significativas entre las muestras descongeladas a la semana y a los 6 meses (Tabla 3) como
se esperaba, pues se plantea que el tiempo de permanencia de las muestras no deberia
influir en ningln aspecto una vez que las células sobrevivieron al proceso de
congelamiento y descongelamiento (Hammerstedt et al., 1990). Aunque, el ingreso del
tinte Pl en todos los espermatozoides indicaria muerte celular, corroborando el efecto
protector del DMSO sobre la estructura de los espermatozoides, pero no en su

funcionalidad.

En relacion a los porcentajes de fertilizacion, primero se encuentran diferencias
significativas entre la capacidad de fertilizacién de los espermatozoides descongelados a
temperatura ambiente, frente a los descongelados a 4°C (Fig. 9) que, incluso, fueron
mantenidos a esa temperatura por una hora antes de ser usados. En la mayoria de articulos
referentes a criopreservacion se recomienda el descongelamiento a temperatura ambiente a
altas temperaturas como 30°C (Sargent y Mohun, 2005), en R. marina de Australia se
descongelaron a 21°C (Browne et al., 1998), similar a la temperatura ambiente del

laboratorio (20°C).

Con estas temperaturas de descongelamiento se propicia una tasa de enfriamiento rapida
que evitarian los dafios por recristalizacion o desequilibrio osmético (Hammerstedt et al.,

1990), como la desintegracion del cuerpo o la dislocacion de flagelos (Browne et al.,
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1998). Pero, el descongelamiento a temperatura ambiente en este ensayo (20°C) produjo,

en todos los tratamientos, menores porcentajes de fertilizacion (Fig. 9).

Las diferentes concentraciones de DMSO no tuvieron diferencias significativas entre si en
los porcentajes de fertilizacion alcanzados (Figs. 7 y 8), aunque si hubo diferencias
significativas en la concentracion de espermatozoides entre las concentraciones de DMSO
del 10% y 5%. Esto nos indica que no todos los espermatozoides sobrevivientes a los
dafos estructurales pudieron preservar su funcionalidad, como se ven en la Figura 7,
concentraciones similares de espermatozoides no produjeron la misma cantidad de
fertilizaciones, habiendo un control con concentracién menor a 1 x 10’ espermatozoides/
ml que alcanz6 mayor porcentaje de fertilizacion que los congelados/descongelados de

mayor concentracion.

Como vya se indicd antes, el enfriamiento de por si tiene efectos perjudiciales sobre las
membranas, pues el descenso de temperatura disminuye la actividad de las bombas i6nicas
y provoca un incremento en la concentracion de Na', K*, ATPasa, Mg y Ca"™
(Hammerstedt et al., 1990). Si el estado de superenfriamiento fue, en efecto, muy
prolongado, en esos 20 minutos a -20°C, la concentracion de ATPasa pudo haberse
incrementado lo suficiente para acabar con el ATP de las células y causar la deficiencia en
actividad mitocondrial, incluso antes de que la parte acuosa del sistema llegue a congelarse

a-80°C, lo que implicaria una falla desde el inicio del proceso.

El DMSO parece tener un efecto positivo en la parte estructural de los gametos
masculinos, evitando los dafios en las membranas. Pero, por otro lado, la facilidad que el
DMSO tiene para acumularse en las bicapas lipidicas, que se incrementa
proporcionalmente con la temperatura, hace que este se vuelva nocivo (Sum y Pablo,

2003), incluso, se ha reportado toxicidad de este reactivo en oocitos de mamiferos (Fuller,
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2004). Sin embargo, en los gametos masculinos de anuro no causa dafios a las
concentraciones usadas (2 — 20%), como el caso de la R. marina australiana, cuyos
espermatozoides no presentaron dafios con una hora de exposicion al reactivo (Browne et

al., 1998), al igual que los pertenecientes a nuestra R. marina.

Ademaés este reactivo ha sido usado para criopreservar los espermatozoides de todas las
especies de anuros hasta ahora estudiadas sin presentar problemas de toxicidad (Browne et
al., 1998; Beesley et al., 1998; Clulow et al., 1999), a excepcion de Xenopus laevis y X.
tropicalis, donde este reactivo no es efectivo, pero tampoco es toxico (Sargent y Mohun,

2005).

Por tanto, los efectos tdxicos del DMSO no podrian ser los responsables por las bajas tasas
de fertilizacion, aunque si podria estar involucrado en ello de diferente manera. Como lo
reportado para el esperma del pez Morone saxatilis, donde el incremento en la
concentracion de DMSO mantiene integras una mayor cantidad de membranas, pero
reduce el contenido de ATP y la funcion mitocondrial (He y Woods Ill, 2004), que
concuerda con la activacion de la sintesis de ATP con DMSO al 15% en membranas de
sarcoplasma (The y Hasselbach, 1977). En este estudio, el tratamiento que presenta el
menor porcentaje de fertilizacion sin ser el de menor concentracion de espermatozoides es,

justamente, el que usa DMSO al 15%.

Como los porcentajes de fertilizacion parecen estar mas influenciados por la actividad
mitocondrial que por la concentracion de espermatozoides, puede ser que el
descongelamiento a 4°C mantuvo una baja tasa metabolica y evitd que se gastara todo el

ATP, logrando asi el incremento en los porcentajes de fertilizacion de este tratamiento

(Fig. 9).
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Finalmente, en lo referente a los embriones obtenidos, las malformaciones estan presentes
en todos los tratamientos, incluido el control, donde representan un 4.7% (Fig. 10). En las
poblaciones naturales de anfibios existe un 2% de individuos con anormalidades (Paskova
et al., 2011), lo cual podria identificarse con el porcentaje obtenido en este ensayo. Como
puede verse en la figura 11, este porcentaje incrementa en los tratamientos sometidos a
congelamiento/descongelamiento, con un 8.65% de especimenes anormales en la
fertilizacion con esperma descongelado a 4°C y, un 5.6% en la proveniente del esperma

descongelado a temperatura ambiente (Tabla 7).

Las malformaciones determinadas de manera externa segin el IDA (Anexo 4)
corresponden a irregularidades en la formacion de ejes del embrién, que pueden ser
inducidas desde el primer clivaje hasta estadios avanzados como el cuerpo de la cola, y ser
identificadas desde la gastrula temprana (Sive et al., 2000). La malformacion mas
abundante, tanto en controles como en los otros tratamientos, fue la de tipo 6 que implica
un doblamiento del eje, las malformaciones mas severas en las que hay carencia de

estructuras dorsales o ventrales como los tipos 2, 7 y 8 no fueron tan abundantes (Tabla 7).

Estas anormalidades se producen por problemas en la sefializacion temprana, como en las
vias B-catenina o Kinasa glicogeno sintasa - 3 (GSK-3pB) para la dorsalizacion del
embrion (Sive et al., 2000). Existen varios factores naturales capaces de producir
malformaciones como la luz UV excesiva o pH extremos (Paskova et al., 2011), de entre
estos factores la concentracion de amonio en el medio puede alterar vias de sefializacion en
embriones de salmonidos, perjudicando las comunicaciones célula-célula y produciendo
dafos en el tejido nervioso. Las altas concentraciones de amonio también aumentan la

formacion de NO y disminuyen la sintesis de ATP (Finn, 2007).
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Otros factores influyentes en las anormalidades de embriones son las Especies Reactivas
de Oxigeno, de las cuales ya se menciond que, si bien son sefializadoras importantes en
algunos procesos (D’Autréaux y Toledano, 2007), entre ellos el transcurso normal del
clivaje, pueden causar anormalidades en los embriones si no se controla efectivamente su
concentracion. En estadios tempranos de algunas larvas acuéticas la concentracion de
antioxidantes aumenta y puede mantenerse hasta que terminen la metamorfosis, sugiriendo

que necesitan proteccion de estos radicales de oxigeno (Paskova et al., 2011).

El DMSO demuestra tener acciones antioxidantes frente al radical hidroxilo, una de las
especies reactivas de oxigeno mas abundantes y nocivas (Chetverikova, 2012), explicando
porque no existen diferencias significativas entre los tratamientos de DMSO al 5 y 10%
frente al control (Fig. 10). Por otro lado, la evidencia antes mencionada, sobre los efectos
nocivos en los microtibulos de oocitos de mamiferos, podria haber afectado el proceso de
rotacion cortical (determinante del lado dorsal) que depende de estas estructuras (Sive et
al., 2000), pero al parecer deberia estar en concentraciones mas altas, como el tratamiento

de 15% DMSO que presento diferencias significativas respecto al control (Fig. 10).

Considerando que el andlisis estadistico, unicamente, fue realizado para el tratamiento de
descongelamiento a 4°C por ser el que presentaba un N mayor, que en ambos tipos de
descongelamiento hubo un N muy reducido frente al control (debido a las bajas tasas de
fertilizacion en ambos casos), y que las anormalidades podrian ser causadas por altas
concentraciones de amonio u otros elementos producidos por los mismos embriones, los
resultados referentes al efecto del DMSO en las malformaciones de los embriones hasta el

estadio 21, no podrian considerarse del todo concluyentes.

Los 22 metamorfos obtenidos, si bien no son un niimero considerable en relacién con el

total de los embriones fertilizados, pueden indicarnos, que una vez pasados los estadios
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iniciales del desarrollo, los sobrevivientes pueden desarrollarse normalmente hasta ranas
juveniles normales. Lo cual podria dar un referente sobre la calidad del material genético
proveniente de espermatozoides congelados por una semana a -80°C con DMSO. Como
ya se dijo antes, este reactivo es un eficaz antioxidante y, gracias a ello, parece evitar los
dafos al ADN (Chetverikova, 2012), por lo que lo mas seguro es que las reducidas tasas de

fertilizacion se deban al agotamiento de ATP antes discutido.

En este punto, sabiendo la variedad de dafios que los radicales libres pueden causar y la
importancia de los antioxidantes, pues su suplementacion reduce la concentracion de las
especies reactivas de oxigeno y los dafios al ADN (Chetverikova, 2012), a mas del
DMSO, la solucion base contenia HEPES, el cual es comlUnmente usado para la
criopreservacion de esperma humano, justamente por su funcién antioxidante (Devireddy
et al, 2000; Agarwal et al, 2006). Si bien deberian hacerse mas pruebas al respecto,
exclusivamente en anuros, se puede recomendar su uso en la criopreservacion de

espermatozoides de este grupo.

El presente estudio permitio validar y ampliar el conocimiento sobre ciertos aspectos de la
criogenia de espermatozoides de anuros y sobre el uso del DMSO. Se confirmaron los
efectos protectores del DMSO sobre la membrana plasmatica de los espermatozoides de R.
marina sometidos a un proceso de congelamiento y descongelamiento, aunque éste podria
activarlos prematuramente y, en consecuencia, reducir su capacidad de fertilizacion una
vez descongelados. La concentracion de DMSO al 10% fue la mas efectiva en preservar la
estructura de los espermatozoides. Todas las concentraciones de DMSO mantuvieron una
capacidad de fertilizacion similar. También deberian hacerse méas pruebas sobre la
importancia del uso de HEPES como antioxidante protector del material genético en los

espermatozoides de anuros.
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Ya que la tasa de congelamiento usada en este experimento no fue la Optima y es,
probablemente, la responsable de la mayor cantidad de lisis celular y de la reduccién de
actividad mitocondrial, se deberia probar una tasa de enfriamiento méas uniforme y
moderada. Por otro lado, la tasa de descongelamiento (resultante de colocar las muestras a
4°C) empleada en este estudio resulta mas efectiva que la usualmente empleada con otras

especies de anuros.

Los embriones de R. marina obtenidos mediante fertilizacion in-vitro y mantenidos en
laboratorio pueden presentar un 8% de especimenes malformados hasta la estadio 21 sin la
adicién de quimico alguno o la realizacion de algun tipo de tratamiento especial. Pudiendo
desarrollarse con normalidad hasta metamorfos bajo condiciones Optimas que eviten el
estrés osmatico o cambios extremos de pH. Si se logra mantener la funcionalidad de una
mayor cantidad de espermatozoides se obtendrian mas embriones fertilizados y, con esta
poblacion mas grande, evaluar de manera mas concluyente el efecto del DMSO en el

desarrollo normal de los embriones.
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Figura 1. Efectos del congelamiento en espermatozoides de R. marina descongelados
luego de seis meses. La solucion contenia los tintes Propidium lodide (PI) y Hoescht. Ay
B. Espermatozoides que no han sido congelados/descongelados. C y D. Espermatozoides
congelados/descongelados. A y C. Micrografia con luz normal. B y D. Micrografia con
filtros fluorescentes DAPI y FITC. La barra que indica referencia de medida sirve para

todas las micrografias.
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Figura 2. Espermatozoides provenientes de una muestra fresca en solucion SB e incubada
con los tintes Pl y Hoescht. A. Luz normal. B. Luz fluorescente (filtros FITC y DAPI), el

tinte P1 s6lo penetré la membrana de uno de estos espermatozoides. La barra indica la

medida en ambas micrografias.
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Figura 3. Espermatozoides de R. marina descongelados a los seis meses incubados con los
tintes Pl y Hoescht. A. Micrografia con luz visible. B. Micrografia bajo filtro de luz FITC

y DAPI, sélo puede verse el tinte Pl. La barra indica la medida en ambas partes.
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Figura 4. Concentracién de espermatozoides descongelados a la semana en relacion con la

concentracion de DMSO. Las letras indican los subgrupos formados en el andlisis post-

hoc (para ello se usaron transformaciones logaritmicas).
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Figura 5. Concentracién de espermatozoides descongelados a los seis meses en relacion

con la concentracion de DMSO, el control es el mismo que el usado en febrero. Las letras

indican los subgrupos obtenidos en los analisis post-hoc.



Figura 6. Medidas de espermatozoides de R. marina que no han sido sometidos

congelamiento/descongelamiento.
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Figura 7. Porcentajes de fertilizaciones exitosas (gastrulas) mediante fertilizaciones in-
vitro con espermatozoides descongelados a temperatura ambiente en relacion a la
concentracion de DMSO. Las letras indican los subgrupos obtenidos mediante el analisis

post-hoc. Datos del porcentaje de fertilizacion transformados a funcion arcoseno.
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Figura 8. Porcentajes de fertilizaciones exitosas (gastrulas) mediante fertilizaciones in-

vitro con espermatozoides descongelados a 4°C en relacion a las concentraciones de

DMSO.
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Figura 9. Porcentajes de fertilizacion obtenidos con espermatozoides descongelados a

temperatura ambiente y a 4°C segun el porcentaje de DMSO.
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Figura 10. Porcentaje de malformaciones en larvas de R. marina obtenidas mediante

fertilizacion in-vitro con espermatozoides descongelados a 4°C en relacion a la

concentracion de DMSO. Gréfico obtenido con datos transformados logaritmicamente.
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Figura 11. Malformaciones encontradas durante el estadio 19 en embriones de R. marina
segun el IDA. Ay C. tipo 7. B. tipo 2. D. tipo 8. La barra en C es referencia para todas las

fotos.
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Figura 12. Malformaciones encontradas embriones de R. marina en estadio 19. A. colas de
tamanio reducido. B. embriones sanos y uno con cola reducida. La barra en A es referencia

para ambas fotos.
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Figura 13. Malformaciones en embriones de R. marina en estadio 21. A. Edema. B.

malformacién de tipo 6 segln IDA.
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Tabla 1. Concentracion de espermatozoides descongelados después de permanecer una
semana a -80°C comparados con un control que no fue sometido al
congelamiento/descongelamiento. M = media, DE = desviacion estandar, esprmtzds =

espermatozoides.

ANOVA Anélisis post-hoc

Tratamiento M + DE

P gl F Subgrupos P

(1 x 107 esprmtzds/ml)

Control 2,29+1,49 a 1.00
DMSO 5% 0,65+ 0,39 b 0.16

0.007 15 4.77
DMSO 10% 1,15+ 0,86 c 0.36
DMSO 15% 0,94 £ 0,79 b,c

Tabla 2. Concentracién de espermatozoides descongelados a los 6 meses comparados con

los datos control. M = media, DE = desviacion estandar, esprmtzds = espermatozoides.

ANOVA Analisis post-hoc

Tratamiento M + DE

P gl F Subgrupos P

(1 x 107 esprmtzds/ml)

Control 2,29 +£1,49 a 1.00
DMSO 5% 0,49 + 0,59 b 0.05

0.007 15 6.15
DMSO 10% 1,39+1,32 c 0.54

DMSO 15% 1,17+1,01 b,c
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Tabla 3. Diferencias entre concentracion de espermatozoides descongelados a la semana
(D1) y a los 6 meses (D2). Valores de P obtenidos mediante la prueba de Wilcoxon para 6
pares de datos. M = media, DE = desviacion estandar, esprmtzds = espermatozoides, w* =

rangos positivos, w™ = rangos negativos.

D1 D2

Tratamiento M + DE M + DE P w w

(1 x 10" esprmtzds/ml) (1 x 10" esprmtzds/ml)

DMSO 5% 0,65+0,39 0,49 + 0,59 0.46 14 7
DMSO 10%  1,15+0,86 1,39+1,32 0.60 8 13
DMSO 15% 0,94 +0,79 1,17+1,01 0.11 3 18

Tabla 4. Porcentaje de fertilizaciones exitosas (gastrulas) mediante fertilizaciones in-vitro

con espermatozoides descongelados a temperatura ambiente. M = media, DE = desviacion

estandar.
ANOVA Anélisis post-hoc
Tratamiento M + DE
P gl F Subgrupos P
%
Control 91,28 + 07,58 a 1.00
DMSO 5% 03,26 + 04,00 b 0.07
<0.001 15 93.97
DMSO 10% 10,73 + 13,14 b

DMSO 15% 02,44 + 03,13 b
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Tabla 5. Porcentaje de fertilizaciones exitosas (gastrulas) mediante fertilizaciones in-vitro

con espermatozoides descongelados a 4°C después de una semana.

ANOVA Analisis post-hoc
Tratamiento M + DE

P gl F Subgrupos P

%

Control 91,28 + 07,58 a 1.00
DMSO 5% 19,48 + 21,73 b 0.17

<0.001 15 20.94
DMSO 10% 23,17 £ 27,13 b
DMSO 15% 07,90 + 08.96 b

Tabla 6. Porcentaje de malformaciones en larvas de R. marina obtenidas mediante
fertilizaciones in-vitro con espermatozoides descongelados a 4°C después de una semana.

M = media, DE = desviacion estandar.

ANOVA Analisis post-hoc
Tratamiento M £ DE

P gl F Subgrupos P

%

Control 08,00 + 03,74 a 0.1
DMSO 5% 10,99 + 02,98 a,b

0.015 15 8.25
DMSO 10% 10,43 + 04,64 a
DMSO 15% 18,52 + 10,76 b 0.05
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Tabla 7. Porcentajes de malformaciones en embriones de R. marina obtenidos con espermatozoides descongelados a 4°C. El total son los
embriones fertilizados. F 4°C son las fertilizaciones con espermatozoides descongelados a 4°C, y FTA, con los descongelados a temperatura

ambiente.

Embriones malformados Total %
Total
Tipo2 Tipo6 Tipo7 Tipo8 Edema anormales

Control 834 22 15 2 1 40 4.79
F4°C DMSO5% 165 1 6 1 1 6

DMSO 10% 132 1 3 1 2

DMSO 15% 61 3 4 2

Total 358 5 13 4 1 8 31 8.65
FTA DMSO 5% 38 4

DMSO 10% 93 3

DMSO 15% 30 2

Total 161 9 9 5.59
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Tabla 8. Metamorfos obtenidos en las repeticiones de cada tratamiento.

Tratamiento
Macho Metamorfos

DMSO

Descongelamiento 5% 1 2
temp. ambiente 5% 3 2
5% 5 2

10% 4 1

15% 2 3

15% 3 1

Total 11
Descongelamiento 5% 1 2
4°C 5% 3 1
5% 4 3

10% 6 1

15% 4 2

15% 5 1

15% 1 1

Total 11
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10. ANEXQOS
Collar de Base de
Fibra axial mitocondrias vesicula acrosomal

Nucleo

Fibra juxta 1 (Fibra mayor)
(Fibra menor)

Membrana

Base de

perforatorium Vesicula

acrosomal  Perforatorium
conico

Fosa nuclear

Membrana plasmatica

Mitocondria

Anexo 1. Diagrama de espermatozoide consenso de la familia Bufonidae-Pelodriadae (Lee

y Jamieson, 1993).

Anexo 2. Tamafio del espermatozoide de R. marina de Australia descrito por Lee y
Jamieson en 1993. av = vesicula acrosomal, n = ndcleo, mc = collar de mitocondrias, u

=membrana ondulatoria, a = axonema, af = fibra axial.
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Tiempo post fertilizacion: Estadio
Eventos del desarrollo temprano Hevias Dias R X G B
Fertilizacion - - 1 1 Lt
Media luna gris (no se pudo fotografiar) 1 hora: 40 minutos - 2 1+ 2 52
Primer clivaje: 2 células 2 horas: 15 minutos - D, 33
Segundo clivaje: 4 células 2 horas: 25 minutos - 3 3 4 4
Tercer clivaje: 8 células 2 horas: 35 minutos - 4 4 SEMES
Cuarto clivaje: 16 células 4 horas: 45 minutos - 5 5 6 6
Quinto clivaje: 32 células 5 horas: 5 minutos - 6 6 7 ==
+ 32 células 5 horas: 25 minutos - 7 7 8 =47
Blastula + 64 células 6 horas: 40 minutos - 8 8 8+ 8
Blastula media 9 9 O RS0
Inicio de la gastrula (apareci6 labio del blastoporo) 1 dia: 11 horas 10+ 10 10 10
Géstrula temprana (tapén de yema) 1 dia: 19 horas 11 11 11
Gastrula media (reduccién tapon de yema) 2 dias: 2 horas 12 12 12 11
Gastrula media (reduccion tapén de yema) 2 dias: 17 horas 19+ 198081
Gastrula tardia (muy reducido tapén de yema) 3 dias: 4 horas 13 13 13512
Géstrula tardia (cierre del blastoporo) 3 dias: 18 horas 13+ 14 14 12
Inicio neurula: placa neural 3 dias: 23 horas 14 15 14 13
Neurula media: Pliegues neurales inicio 4 dias: 2 horas 15 17 15 14
Neurula media: Surco neural 4 dias: 6 horas 16 20 16 15
Neurula media: Tubo neural 4 dias: 9 horas 177 24 17 16
Neurula tardia: tubo neural completo, abultamiento de futuras branquias 6 dias: 00 horas 18 26 18 16
Cuerpo de la cola: formacién de glandula de cemento 7 dias: 17 horas 19 - - 17
Primeros nacimientos 8 dias :10 horas 19+ 33 19817
Contracciones musculares, arcos branquiales, fosas nasales 10 dias:6 horas 20 40 20 18
Comienzo de latidos del corazén, externalizan las branquias 11 dias: 6 horas 21 40+ 20+19
Se abre -la_ boca, se trz}nspa:enta la cérnea, se elonga la cola e inicia la 12 dins: Thoes® | 32 41 21 21
desaparicion de la glandula de cemento
Desarrollo del ojo, ramifican las branquias, circulacién en el ala de la cola 13 dias: 14 horas 23 42 22 22
Opérculo cubren la base de las branquias, desarrollo de los denticulos 14 dias: 14 horas 24 43 23 24
Opéreulo encierra a las branquias derecha, 41 dias: 14 horas 25 44 24 25
Desarrollo del espiraculo 77 dias: 14 horas 26 48 25 25
Patas traseras 89 dias: 14 horas 27+ - 26 26
Patas delanteras 41 5 41 40
Primer subadulto 46 66 46 46

R: estadios de Rhinella marina

X: estadios embrionarios segiin la tabla normal del desarrollo de Xenopus laevis (Nieuwkoop y Faber, 1994)

G: estadios embrionarios segin la tabla normal de desarrollo de Gosner (1960)

B: estadios embrionarios identificados en el desarrollo temprano de Bufo valliceps (Limbaugh y Volpe, 1957)

Anexo 3. Tabla parcial de desarrollo de Rhinella marina (Bautista, 2012).
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Anexo 4. Indice dorsoanterior (IDA) para malformaciones en embriones de Xenopus laevis

(Sive et al., 2000).
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Levene dfl df2 Sig.
Statistic
Concentra 18,592 3 40 ,000
Log ,538 3 40 ,659

Anexo 5. Test de homogeneidad de varianzas para datos correspondientes a la
concentracion de espermatozoides de muestras descongeladas en febrero. Datos sin

transformar (Concentra) y datos transformado logaritmicamente (Log).
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Levene dfl df2 Sig.
Statistic
Fertlzcns 7,705 3 18 ,002
Log 5,914 3 18 ,005
Raiz 5,185 3 18 ,009
Arsin 2,344 3 18 ,107
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
Fertlzcns Log Raiz Arsin
N 22 22 22 22
ab Mean 21.0795 , 7940 3,5191| 21,6841
Normal Parameters Std. Deviation | 34.85112 71417 3,18699| 26,83952
Most Extreme Absolute ,345 ,158 ,262 271
. Positive ,345 ,158 ,262 271
Differences Negative -,273 -,133 -,215 -,210
Kolmogorov-Smirnov Z 1,618 ,739 1,228 1,271
Asymp. Sig. (2-tailed) ,011 ,646 ,098 ,079

Anexo 6. Pruebas de homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos

correspondientes a porcentajes de fertilizacion obtenidos con espermatozoides

descongelados a temperatura ambiente. Datos sin transformar (Fertlzcns) y datos

transformados a Logaritmo (Log), Raiz cuadrada (Raiz) y funcion Arcoseno

(Arsin).

Test of Homogeneity of Variances

Levene dfl df2 Sig.
Statistic
Porcentaje 4,923 3 10 ,024
Log 2,078 3 10 ,167

Anexo 7. Prueba de homogeneidad de varianzas para datos de porcentaje de
malformaciones en embriones con espermatozoides descongelados a 4°C en cada

tratamiento. Datos sin transformar (Porcentaje) y transformados a Logaritmo (Log).



