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RESUMEN

La disminucion de la poblacién de anfibios cada vez toma més relevancia, ya que el 44.8% de
sus especies (164) de anfibios ecuatorianos estan amenazados con extinguirse, por lo que se
deberia hacer un enfoque en la criopreservacion de anfibios para contrarrestar la pérdida de su
genética utilizando las técnicas de reproduccion asistida. En el presente trabajo se muestra los
resultados de la comparacion de dos crioprotectores (Dimetilsulfoxido y Dimetilacetamida) en
la congelacién de espermatozoides de Atelopus bomolochos. Para la congelacion se utiliz6 una
concentracion del 10% en ambos tratamientos. En la primera variable evaluada sobre las
anormalidades se observo resultados bajos para ambos tratamientos siendo 47,5% para el
DMSO y 31,5% para DMA demostrando una ineficacia en la proteccion de la calidad
espermatica. En la integridad de la membrana plasmatica el DMSO obtuvo un porcentaje de
76,25% frente al 100% de DMA. En la funcionalidad mitocondrial tanto el DMSO y DMA
obtuvieron resultados negativos con un 100% de espermatozoides no funcionales para ambos

tratamientos.

Palabras clave: Dimetilsulféxido, Dimetilacetamida, Funcionalidad de la mitocondria,

Morfologia, Integridad de la membrana plasmatica, Anuros, Atelopus.
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ABSTRACT

The decline of the amphibian population is becoming increasingly relevant since 44.8% of
Ecuadorian amphibian species (164) are in danger of extinction. Therefore, a focus should be
made on the cryopreservation of amphibians to counteract the loss of their genetics using
assisted reproductive techniques. The current research shows the results of comparing two
cryoprotectants, Dimethyl sulfoxide (DMSQO) and Dimethylacetamide (DMA), in the freezing
of spermatozoa of Atelopus bomolochos. A concentration of 10% was used for freezing in both
treatments. The results for the first variable assessing abnormalities showed ineffectiveness in
protecting sperm quality for both treatments. Specifically, DMSO had a 47.5% ineffectiveness
rate, while DMA had a 31.5%. Regarding plasma membrane integrity, DMSO obtained a
percentage of 76.25% versus 100% for DMA. Both DMSO and DMA showed negative results
regarding mitochondrial functionality, with 100% of the spermatozoa being non-functional for

both treatments.

Keywords: Dimethyl sulfoxide, Dimethylacetamide, Mitochondrial functionality,

Morphology, Plasma membrane integrity, Anuros, Atelopus.
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1. INTRODUCCION

La disminucién de la poblacion de anfibios empez6 hace algunas décadas cuando
cientificos observaron que muchas especies de anfibios que antes eran comunes, faciles de
hallar o abundantes de la zona de pronto habian desaparecido sin alguna razén aparente, incluso
los que se encontraban en zonas protegidas (Blaustein y Wake, 1990). Ron et al. (2000),
mencionan que el hongo quitrido (Batrachochytrium dendrobatidis) es el causante de la
quitridiomicosis, mismo que afecta a tres 6rdenes de anfibios (anura, urodela y gymnophiona),
mismo que produjo una significativa mortandad masiva en América del sur a mediados de la
década de los 2000 este evento afecto profundamente a Ecuador representando un total de
44,8% de anfibios amenazados por extinguirse, lo que llevo a reconocer al hongo quitrido como
una gran amenaza para las poblaciones de anfibios locales, siendo los Atelopus unas de las

especies mas afectadas por este patdgeno.

La especie Atelopus bomolochos se lo registrd por ultima vez el 29 de abril de 1990, lo
que indica que su poblacion cada vez es menor y continuamente va disminuyendo debido a
diversos factores y su principal amenaza es la quitridiomicosis, pero también la degradacion
de su habitat debido a los cambios climaticos, la agricultura, ganaderia, desarrollo urbano y
especies introducidas como es la trucha, eucalipto y pino juegan un papel importante en la

amenaza de extincion de la especie (Ron et al., 2000).

Por ende, las técnicas de reproduccion asistida tienen un gran potencial para mejorar la
propagacién y el manejo de especies amenazadas, se ha visto esto ya en mamiferos y hace poco
tiempo ha tomado importancia en anfibios, hasta el momento en varias especies se han
desarrollado técnicas de estimulacion hormonal para la recuperacion de gametos,

criopreservacién espermatica y fertilizacion in vitro (Silla et al., 2021).

La criopreservacion de esperma en anfibios todavia esta por detras de la de otras clases
de vertebrados (Clulow et al., 2014), aunque existen varias publicaciones con Pipi-dae (Sargent
y Mohun, 2005), Bufonidae (Browne et al.,, 1998), Ranidae (Mugnano et al., 1998),
Eleuthero-dactyliade (Michael y Jones, 2004), Hylidae y Myo-batrachidae (Browne et al.,
2002), miembros de la familia. Los espermatozoides mantenidos en almacenamiento
criogénico pueden permanecer congelados durante varios afios y posteriormente pueden
descongelarse para usarse en la generacion de poblaciones futuras, asi como para recuperar
linajes genéticos perdidos, sin embargo, durante la congelacion, los espermatozoides

experimentan estrés osmotico, nucleacion de hielo, efectos de la solucion y toxicidad



12

crioprotectora, todos ellos factores estresantes fisicos que resultan en la degradacion y muerte
celular (Yanez et al., 2021).

Los crioprotectores utilizados en la criopreservacion se clasifican en permeables y no
permeables, los cuales han demostrado que aumentan la fluidez de la membrana y reducen la
retencion de agua dentro de la célula, minimizando la formacion de cristales de hielo y su dafio
posterior (Kouba et al., 2003).

Segun Proafio Olmos (2013), en un estudio realizado sobre la criopreservacion de
espermatozoides en la especie Rhinella marina, utilizando como crioprotector el DMSO al 5%,
10% y 15%, menciona que el 10% protegié un mayor porcentaje de espermatozoides de la lisis
celular. Y los embriones con anormalidades se pudieron evidenciar en cada uno de los
tratamientos, pese a lo cual, en la solucion de DMSO del 15% produjo un 2,33% mas de

individuos con anormalidades que el control.

Como menciona Rivera Pacheco et al. (2021) en su trabajo, el dimetilacetamida al 6%
utilizado como crioprotector para la criopreservacion de espermatozoides de la especie
Ambystoma mexicanum, demostro ser eficiente manteniendo pardmetros de viabilidad e

integridad membranal.

En el presente proyecto, se utilizO como experimento de laboratorio a la especie
Atelopus bomolochos, para realizar la criopreservacion de sus espermatozoides utilizando dos
crioprotectores (DMA, DMSO) en la que se cree que el uso del dimetilsulfoxido en
comparacion con dimetilacetamida actdan de igual forma como crioprotectores favoreciendo
la conservacién de las caracteristicas cinéticas y morfologicas post congelacion de
espermatozoides de Atelopus bomolochos. Por lo cual, para evaluar la eficacia de los
crioprotectores se analizo en el esperma fresco, la motilidad, motilidad progresiva, volumen,
concentracion, pH, y, en el esperma congelado — descongelado se evalué la morfologia
(anormalidades), integridad de la membrana plasmatica y funcionalidad mitocondrial, con el
fin de evaluar la eficacia de cada crioprotector en la conservacion de las caracteristicas cinéticas

y cualitativas de los espermatozoides.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Atelopus bomolochos

Figura 1. Atelopus bomolochos

Fuente: (Ron et al., 2000)
2.1.1. Distribucién

El Atelopus bomolochos es endémico de Ecuador y su habitat natural incluye
montanos secos, praderas tropicales o subtropicales a gran altitud, rios, y tierras de pastos
y paramos del sur del Ecuador (Cafiar, Azuay y Loja) entre los 2.500 y 2.800 m s. n. m. en

la localidad de Cuenca y estos anfibios tienen actividad diurna (Siavichay et al ., 2016).
2.1.2. Descripcion General

Es una rana mediana de color amarillo, amarillo con café o verde amarillento,
generalmente con puntos negros en el dorso y vientre amarillo o naranja. Presenta verrugas
en los flancos, patas cortas y el primer dedo de la mano no tiene membrana. (Ron et al.,
2000). El vientre puede ser amarillo entero con manchas mas oscuras en el pecho y cloaca.
Su cabeza es pequefia, plana y lisa, caracteristico del grupo de los jambatos o ranas
arlequines de alta montafia. Sus extremidades son cortas y gruesas, con las delanteras méas
cortas que las traseras y el macho posee el antebrazo mas ancho que la hembra, el iris es

completamente negro (Siavichay et al., 2016).
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Figura 2. Caracteristicas fenotipicas de Atelopus bomolochos

Fuente: (Ron et al., 2000)
2.1.3. Alimentacion
Se basa en insectos pequefios, hormigas, grillos y artropodos.
2.1.4. Amenazas y Conservacion

Siavichay Pesantez (2018) menciona que esta especie se encuentra en peligro
critico, pudo haber sido afectada por patdégenos como el hongo quitrido y el cambio
climético, entre otras amenazas estan: degradacion de su habitat, agricultura, ganaderia,
desarrollo urbano, mineria, especies introducidas como trucha, pino, eucalipto, en 2015
aparecio una poblacién nueva en los paramos del canton Sigsig en la provincia del Azuay
(Ecuador), después de no ser visto ningun individuo desde 1990. Esta rana se maneja ex
situ en el Zool6gico Amaru. Las poblaciones estan siendo estudiadas para evaluar su estado

de conservacion y planificar estrategias para garantizar su supervivencia.
2.2.Sistema Reproductor

El macho posee dos testiculos, los machos tienen el conducto de Wolff que permite que
el esperma viaje desde los testiculos hasta la cloaca (Wright K, 2001). Los bufénidos presentan
una caracteristica especial al tener el érgano de Bidder. Es un tejido ovarico que se localiza en
los testiculos, sin embargo, esto no es un indicador de hermafrodismo (Green D, 2001). El
tamafio y la actividad de las gonadas varian con el estado reproductor. Factores como la
temperatura, la lluvia o los cambios en la duracién del dia pueden influir la estacion
reproductora del anuro y otro punto importante es la vocalizacion de otros individuos que

también puede contribuir a la sincronizacion reproductora entre los anuros. (Stebbins y Cohen,
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1995). Los machos carecen de 6rgano penetrador y depositan paquetes de esperma, o
espermatoforos, sobre el sustrato. La hembra recoge estos espermatdforos por la abertura

cloacal y los almacena en la cloaca hasta que pone los huevos. (Wright K, 2001).

El numero y tamafio de los huevos varia enormemente en las distintas especies. Los
huevos suelen estar rodeados por una envoltura trasltcida gelatinosa y se depositan en grupos
en agua dulce o en habitats terrestres himedos, ademas, se cree que la pigmentacion melénica
de los huevos los protege de la radiacion UV y ayuda a concentrar el calor para calentarlos
(Stebbins y Cohen, 1995). La incubacion se prolonga por espacio de horas (24 horas en los
sapitos arlequines (Atelopus spp.) o durante varios meses). En el momento de la eclosién, las
glandulas del hocico de las larvas producen enzimas que disuelven la capsula del huevo, La

duracion de la etapa larvaria depende de la especie y de la temperatura (Wright K, 2001).

Figura 3. Vista dorsal de larva de Dendropsophus labialis
Fuente: (Sarria, 2010)
2.3.Criopreservacion

Existen cientos de especies anfibios amenazados cuya supervivencia depende de los
programas de cria de conservacion (CBP) (Burger et al., 2023). Pero desafortunadamente
muchos programas de cria de conservacion estdn experimentando una baja produccién
reproductiva despues de los intentos de cria natural, en parte debido a la falta de sefales
ambientales que son dificiles de replicar en cautiverio; para evitar este desafio, se han
desarrollado y aplicado tecnologias de reproduccién asistida (ART) a las colonias de anfibios
en cautividad para gestionar el nimero de poblaciones y la variacion genética (Burger et al.,
2021; Kouba y Vance, 2009).
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El reporte mas antiguo de criopreservacion, de espermatozoides de rana fue en1938
(Arav et al., 2002), actualmente la criopreservacion es una técnica para mantener productos
bioldgicos a temperaturas extremadamente bajas, por lo general a -80 °C 0 menos, durante
periodos prolongados (de dias a afios), empezando con una exposicion hipotérmica, ya que
normalmente se agrega una solucion de crioconservacion fria y se equilibra con el sistema
celular para posteriormente, enfriar el sistema a través del continuo hipotérmico hacia su
temperatura de punto final y finalmente, alcanzar el equilibrio cuando el sistema alcanza un
estado vitreo o vitrificado, luego, el sistema experimenta una reversion del proceso a medida
que se descongela después de su intervalo de almacenamiento, es importante mencionar que
incluso con la formacion de hielo extracelular, las células sobrevivientes estan siendo expuestas
a un estado de hipotermia cada vez mas profundo hasta que el sistema alcanza el estado de

transicion vitrea del medio de conservacion (Moo Young, 2019).
2.4.Crioprotectores

Desde los primeros estudios sobre el uso del glicerol como crioprotector (CPA) efectivo
tanto en espermatozoides aviares como en eritrocitos humanos, se han identificado numerosos
agentes para su uso como CPA. En la actualidad, los CPA empleados incluyen una diversidad
de compuestos penetrantes (permeables a la membrana) y no penetrantes utilizados en un

medio electrolitico tamponado (Baust, 2005).

Bioguimicamente se puede caracterizar tres tipos de crioprotectores, los azlcares
(glucosa, lactosa, sucrosa, sacarosa), alcoholes (metanol, etanol, propanol, 1-2 propanediol y
glicerol) y el dimetilsulfoxido; ademas pueden clasificarse también en agentes penetrantes y
no penetrantes de acuerdo a la permeabilidad celular ya mencionado anteriormente (Garcia,
1984; Porcu, 2001).

Una alternativa para la preservacion de estos anfibios que estdn amenazados por
extinguirse es hacer uso de las técnicas de reproduccion asistida para asi intentar es su genética.
Un estudio realizado en la especie Rhinella marina hizo uso del Dimetil sulféxido como
crioprotector en concentraciones del 5%, 10% y 15%, siendo la concentracion del 10% la que
protegié un mayor porcentaje de espermatozoides de la lisis celular. Los embriones con
malformaciones se pudieron evidenciar en cada uno de los tratamientos, sin embargo, en la
solucion de DMSO del 15% produjo un 2.33% mas de individuos malformados que el control
(Proafio Olmos, 2013).
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El dimetilacetamida ha sido utilizada como crioprotector en la especie Ambystoma
mexicanum haciendo uso de una concentracion del 6%, utilizando su respectivo protocolo de
congelaciéon para posteriormente ser descongelado y evaluado, demostrando ser eficiente
manteniendo parametros de viabilidad e integridad membranal, por lo cual este estudio aporta
herramientas y conocimientos para la reproduccion asistida en cautiverio del Ambystoma

mexicanum (Rivera et al., 2021).
2.4.1. Agentes crioprotectores penetrantes

Son de bajo peso molecular y permeables a través de la membrana celular. Los méas
utilizados son: el glicerol, el dimetilsulféxido (DMSO) y el propanediol (PROH).

El dimetilsulfoxido es un solvente bipolar aprotico, hidrosoluble, de bajo peso
molecular; desde el descubrimiento de sus propiedades criprotectoras por Lovelock en
1959, el DMSO se ha utilizado como CPA. Su accion crioprotectora se atribuye sobre todo
a su habilidad de prevenir la acumulacion excesiva electrolitos y otras sustancias durante
el proceso de congelamiento, y la creacion de cristales de hielo que rompen la estructura de
la membrana, su bajo peso molecular permite la entrada rapida a través de la membrana
celular (Garcia, 1984), modula la estabilidad y fases de la bicapa de los fosfolipidos, asi
como también afecta los procesos de solvatacién de agua. EI 1-2 propanediol ha sido
utilizado principalmente para la congelacion de blastocistos y embriones en estado

preimplantacion de humanos y otras especies (Porcu, 2001).
2.4.2. Agentes crioprotectores no penetrantes

A diferencia de los CPA penetrantes, estos son sustancias de alto peso molecular,
efectivas a velocidades altas de congelacion, son importantes por realizar su accion
crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacion celular y suelen usarse asociados a los
agentes penetrantes. Los mas usados son: sacarosa, glucosa, dextrosa y dextrano. Estos
compuestos por lo general son polimeros que forman puentes de hidrégeno con el agua,
reduciendo la actividad del agua a una magnitud mucho mayor que la que se predeciria por su

concentracion molar (no obedecen a la ley de Raoult) (Avila Portillo et al., 2006).
2.5.Andlisis de la Orina Espermatica

A diferencia de otras especies en los anuros se obtienen espermatozoides en conjunto
con la orina mismos que utilizan la miccion espontanea como un mecanismo de defensa frente

a los depredadores. El volumen de muestra se mide con un instrumento de 100 pL micropipeta.
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La concentracion de espermatozoides se evalia mediante hemocitometria con 10 yL de orina
espermatica siendo afiadido a la camara de Neubauer. El valor de pH se obtiene utilizando tiras
indicadoras de pH 5.0-10.0. El porcentaje de motilidad de los espermatozoides es determinado
contando todas las células como movimiento flagelar. El porcentaje de motilidad progresiva
hacia adelante (fpm) se obtiene contando todas las células con motilidad hacia adelante en
relacion con 100 células que fueron expresando cualquier movimiento flagelar (Della Togna et
al., 2017).

Para la evaluacion de la integridad de las membranas se utiliza dos tinciones. Se afiade
1 microlitro de tinte Propidium lodide a los 50 ul de solucién de espermatozoide durante 15
minutos, para el tinte Rodamina se realiza el mismo procedimiento y se deja reposar a
temperatura ambiente hasta lograr una adecuada incubacién, para posteriormente ser llevado a
un microscopio de fluorescencia. El PI tiene la capacidad de ingresar a las células muertas
debido a su impermeabilidad a la membrana atravesando asi solo las membranas que presenten
dafios (Proafio Olmos, 2013). La Rodamina ingresa en las mitocondrias con actividad
respiratoria acumulandose dentro de la misma, al colocar la luz laser sobre los espermatozoides
teflidos con Rodamina provocara que la pieza intermedia con mitocondrias activas emita una

fuerte fluorescencia verde (Ericsson et al., 1993).

3. MATERIALES Y METODOS
3.1.Seleccidn de las especies y consideraciones a tomar

El presente trabajo se realizo en la provincia del Azuay en el Centro de Conservacion
de Anfibios que forma parte del Zool6gico de Cuenca y Bioparque Amaru, dedicada al
monitoreo y manejo in situ y ex situ de anfibios del Ecuador. Ubicada en la Autopista Cuenca

— Azogues Km 10 ¥ (sector hospital del rio).

Py =
isne Cerro Cabullin
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Figura 4. Mapa topografica cuenca
Fuente: (topographic-map,2024)

Los anuros y las instalaciones donde estuvieron alojados fueron provistos por el Centro
de Conservacion de Anfibios CCA-AMARU, lugar en el que se realizo el trabajo con una
temperatura de alrededor de 15 °C. En la que se escogio 4 individuos de la especie Atelopus
bomolochos aptos para realizar el tratamiento hormonal para la obtencion de espermatozoides
se colecto 3 muestras de cada individuo con un descanso de al menos 15 dias entre colecta,
para su posterior evaluacion pre y post congelacion utilizando como crioprotectores el
dimetilsulfoxido (DMSO) 10% y el dimetilacetamida (DMA) 10%, siendo los 4 individuos la

unidad experimental.

3.2.Tratamiento Hormonal

Previo al al tratamiento hormonal los 4 anuros fueron pesados en una balanza tomando
en cuenta las técnicas de manejo, posterior a esto se calculo la dosis a administrar (5 UI/G de

peso) para cada uno de ellos.

La hormona hCG (gonadotropina coridnica humana) se administré por la via
intraperitoneal utilizando una jeringuilla BD Ultra Fine 0.5 ml 31 g x 6 mm. Una vez aplicada
la hormona los individuos se colocaron en recipientes de plastico individuales con 0,5 cm de

agua en el fondo para asegurar la hidratacion.
3.3.Colecta de la orina espermética

En los intervalos de recoleccion (2 h 30 min y 3h 30 min) después de la inyeccion, se
uso una punta plastica delgada como catéter para recolectar la muestra de orina espermatica, la
punta plastica se colocé entre 3y 5 mm en la cloaca y se movié suavemente hacia adentro y
hacia afuera para facilitar la recoleccion de orina. La muestra se transfirié a un tubo Eppendorf
de 1,5 ml y se mantuvo en hielo de forma indirecta hasta que se pudo determinar el volumen,
motilidad, y la concentracion del esperma. Los analisis de motilidad se realizaron
inmediatamente despueés de la recoleccion para reducir los posibles efectos del tiempo posterior

a la recoleccion.
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3.4.Andlisis y evaluacion de las muestras

La concentracion (células/mL) de espermatozoides en muestras de orina se evalué con
una Camara de recuento celular, Hemocitometro Neubauer en cada intervalo de recoleccion.
Se pipetearon 10 microlitros en una de las camaras, y se contd y utilizé el nimero de
espermatozoides en al menos 5 cuadrantes secundarios para calcular el total de
espermatozoides por mililitro. Debido a los pequefios volumenes de muestra solo se pudo

realizar un recuento repetido por muestra.
3.5.Criopreservacion de la Orina Espermatica (Atelopus bomolochos)

Se diluyd la orina espermatica 1:1 con Amphibian Ringer’s solution (ARS) para
posteriormente diluir en 1:1 con el crioprotector apropiado utilizando una concentracion del 10
% de (DMA) y 10% de (DMSO) y posteriormente cargarlo en pajuelas de Cassow de 0,25 ml
en un volumen de entre 115 pL a 240 uL por pajuela. Se produjeron 3 réplicas de pajuela por

tratamiento. Las pajuelas se congelaron en un termo con nitrégeno liquido.

Las pajuelas fueron descongeladas en agua a 5 °C para su posterior evaluacion.
Brevemente, la motilidad se evalud colocando 5 L de la muestra en un portaobjetos en el

microscopio con el lente de 40x.

Figura 5. Espermatozoide de Atelopus bomolochos. Cabeza(A), Vesicula mitocondrial(B),
cola(C)

Fuente: Del autor

La integridad de la membrana plasmatica se evalud con un ensayo de exclusién del
colorante loduro de Propidio, se utilizé 50 pL de muestra para mezclar con 1 pL del colorante,
una vez mezclado se tomo solo 15 pL que se coloco entre cubre y porta objetos para evaluar

bajo el microscopio de fluorescencia. Los espermatozoides con citoplasma claro (excluyendo
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el tinte) se calificaron como vivos y los espermatozoides tefiidos de rosa se calificaron como

muertos (membrana permeable al tinte).

Para evaluar la funcionalidad mitocondrial en anfibios se utilizo el medio de tincion
fluorescente rodamina 123, asi mismo mezclando 50 pL de muestra con 1 pL de la tincion,
utilizando de igual manera 15 pL para ser evaluado en el microscopio de fluorescencia. Los
espermatozoides con citoplasma claro (excluyendo la fluorescencia) se calificaron como no
funcionales y los espermatozoides con tincion positiva se calificaron como funcionales

(membrana permeable a la fluoresencia).

Para la evaluacion de la morfologia del espermatozoide se utilizd la tincion azul
commasie en la que se analizo el acrosoma, cabeza, pieza intermedia y cola (figura 6). Todas
las recolecciones de esperma para este experimento se realizaron en diferentes fechas:
11/12/23; 22/01/24: 19/02/24, fechas en las que se realizd una evaluacion previa a la
congelacion, y posteriormente a los 4 meses de crio almacenamiento se realizé una evaluacion

posterior a la descongelacién en los meses de marzo y abril del 2024.

Figura 6. Evaluacién de la Morfologia del Espermatozoide
Fuente: Del autor
3.6.Estadisticas

Se utilizd6 ANOVA para pruebas de diferencias estadisticas en el peso de los cuatro
individuos usados en el experimento, en la evaluacion espermatica precongelacion de las
muestras colectadas y la evaluacion post congelacion de los espermatozoides criopreservados
con DMSO y DMA de Atelopus bomolochos.
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Se realizaron pruebas de chi-cuadrado para determinar si existe diferencia estadistica
entre los resultados del nimero colectas efectivas y en la comparacion de la recuperacion de

espermatozoides luego de la criopreservacion con cada crioprotector.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Los cuatro individuos de la especie Atelopus bomolochos usados en el experimento de
criopreservacion de espermatozoides, tienen una edad de entre cuatro a cinco afios. Desde el
punto de vista de Bernardo (1993), argumenta que el alcanzar la madurez sexual en una especie
se controla genéticamente, no obstante, los factores ambientales también influyen en su
maduracion debido a los cambios climaticos y gradientes de contaminacién, mismos factores
que han sido controlados en el centro de conservacion de anfibios, creando asi un ambiente
apto para su desarrollo y reproduccion, teniendo ejemplares con una madurez sexual éptima

para la criopreservacion.

Tabla 1.- Peso de los animales usados en el experimento y proporcion de colectas efectivas

Individuo N Peso (gramos) Colectas efectivas % (n)
1 3 3,35+0,18°¢ 33,3 (1/3)
2 3 4,01+0,14° 33,3 (1/3)
3 3 4,35+0,09 ® 33,3 (1/3)
4 3 4,73+0,10° 66,7 (2/3)
Total 12 4,34 +1,22 41,7 (5/12)

N= numero de repeticiones. Los datos mostrados son X + EE. Letras diferentes en la misma

columna muestran diferencias estadisticas significativas p<0,05 @ ?-©),

En la Tabla 1. se muestran diferencias significativas entre los pesos, evidenciando que
el individuo cuatro es el que mayor peso tiene a diferencia del individuo uno, teniendo una
diferencia numérica de 1,38 g. En cambio, los individuos dos y tres no muestran una diferencia

significativa al igual que entre el individuo cuatro y tres.

En la variable numero de colectas efectivas se observa que solo el 41,7% (5/12) es el
total de orina espermatica que se pudo colectar, siendo esto no tan favorable. Ademas, se
muestra que los individuos uno, dos y tres solo dieron una colecta efectiva que representan el
33,3% (1/3). Por lo tanto, el individuo nimero cuatro que es el que mayor peso tiene fue al que

mejor se le pudo colectar orina espermatica con un resultado de 66,7% (2/3).
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Debido a la falta de informacién y estudios relacionados sobre la orina espermatica de
anfibios se tomd en cuenta un estudio acerca de la caracterizacion de semen de trucha arcoiris
de diferentes edades que se realiz6 a lo largo de un afio reproductivo, evaluando a los mismos
ejemplares, mostrd que los machos con la edad mas alta y asi mismo con un mayor peso, dieron
un volumen total anual de 113,10 mL siendo significativamente mas alto que los machos con
edades mas bajas, observandose una relacion entre el peso y edad del individuo con el volumen
de muestra (Bastardo et al., 2004). Como lo hace notar Bastardo (1992), planteando que los
machos jovenes presentan un volumen de semen mas bajo que los machos que alcanzaron una

madurez sexual optima.

Para evaluar la orina espermatica, se administré previamente la hormona hCG, en la
que se esperd 2 h 30 miny 3 h 30 min para realizar la colecta, tomando en cuenta que el esperma
colectado de los cuatro individuos fue mezclado en un solo tubo eppendorf de las tres

repeticiones que se realizé en total.

En la presente tabla se puede observar los promedios de las diferentes variables
evaluadas, siendo la primera la motilidad total la cual presentd un porcentaje menor al 50%
siendo su promedio de 38,75 + 2,22, en segundo lugar, esta la motilidad progresiva con un
porcentaje de 40,83 + 0,86 manteniéndose de igual manera con valores por debajo del 50%,
continuando con el volumen, que se mide en L, se pudo obtener como méax., 67,20 pL y un
min., 04,57 uL, teniendo un promedio de 35,88 + 13,24, en penultimo lugar esta la
concentracion (spz/ mL) con un promedio de 23666,67 + 18162,79. Finalmente para el valor
del pH, utilizando las tiras indicadoras nos proporciond un resultado de 7 en todos los

individuos.

Tabla 2.- Evaluacion espermatica precongelacion de las muestras colectadas

Variable N X +DE Min Max
Motilidad Total (%) 4 38,75+ 2,22 33,51 43,99
Motilidad Progresiva (%) 4 40,83 £ 0,86 38,79 42,87
Volumen (microlitros) 4 35,88 £ 13,24 04,57 67,20
Concentracion (spz/ mL) 4 23666,67 + 18162,79 1928151 66614,84
pH 4 07,00 £ 0,00 07,00 07,00

N= numero de repeticiones.

Se debe tomar en consideracion que existen causas que perjudican la motilidad de los

espermatozoides, entre ellos esta la osmolalidad del medio, la composicién iénica, el pH y la



24

temperatura (Vieira Browne et al., 2015). Como menciona Alavi y Cosson (2006), la
concentracion extracelular de electrolitos influye en la motilidad de los espermatozoides de
algunos peces. Ademas, la motilidad de los espermatozoides se activa cuando los mismos
experimentan un cambio, es decir, que pasen de la alta osmolalidad de los testiculos a la baja

osmolalidad del ambiente de agua dulce (Clark, 1997).

Se ha demostrado que el uso de tratamientos hormonales para inducir la produccion de
gametos ha dado resultados muy eficaces, como es el uso de la hormona hCG en la especie
Rhaebo guttatus. Como base en el estudio realizado por Hinkson et al., (2019) sobre la
criopreservacion e induccion hormonal de orina espermatica, ellos evidenciaron que las
comparaciones por pares revelaron diferencias estadisticas significativas entre los tres
tratamientos en las variables de motilidad total y movimiento progresivo hacia adelante, con
10 Ul/gdp de hCG superando las 7,5 Ul/gdp de hCG y GnRH, y 7,5 Ul/gdp de hCG que
exceden la GnRH. Ademas 10 Ul/gdp de hCG provocé la liberacion de esperma
significativamente mas concentrado que 7,5 Ul/gdp de hCG y GnRH, pero no existieron
diferencias entre estos ultimos tratamientos. Aunque estos resultados en conjunto muestran que
de los tres tratamientos, la administracion de 10 Ul/gdp de hCG es el método maés eficaz para

recolectar esperma de buena calidad de R. guttatus.

En otro estudio de la especie Litoria booroolongensis realizado por Hobbs et al. (2023),
muestran que el pH de la orina espermatica se mantiene en un rango de 7.3 — 7.4 después de
haberse administrado la hormona de hCG. Ademas, evalu6 la calidad espermatica de un grupo
de individuos machos, teniendo como resultados del cuarto grupo conformado por tres
individuos, arrojo en las variables de concentracion 17.9x108/mL, motilidad progresiva 80%y,
motilidad total 84%.

Tabla 3.- Comparacion de la recuperacion de espermatozoides luego de la criopreservacion

con cada crioprotector

Tratamiento Pajuelas N %
DMSO 9 4 44,4
DMA 9 2 22,2
Total 18 6 33,3

Pajuelas = Numero de pajuelas que fueron congeladas/descongeladas.

El numero total de pajuelas congeladas son dieciocho, en la que posterior a su

descongelacion se procedio a centrifugar las muestras de orina espermatica con el objeto de



25

que los espermatozoides se precipiten, y faciliten una mejor evaluacion en la calidad
espermatica post descongelacion. Como sefialan Proafio y Pérez (2017), la centrifugacion es
empleada para concentrar los espermatozoides de la orina espermaética, para eliminar los
componentes proteicos y lipidicos de las suspensiones de espermatozoides frescos. En cuanto
la centrifugacion después de la descongelacion segin Upton et al. (2018) mencionan que sirve

para eliminar los criodiluyentes.

Una vez analizadas se determind que seis de las dieciocho pajuelas contenian
espermatozoides para poder realizar su respectiva evaluacién, siendo cuatro pajuelas del
tratamiento con DMSO representando el mayor porcentaje de 44,4% y dos pajuelas del
tratamiento con DMA expresando un menor porcentaje de 22,2%, dejando de lado al 77,7%
del total de pajuelas que no se pudo analizar debido a la ausencia de espermatozoides en las
muestras. Corroborando el por qué no hubo presencia de espermatozoides, segun Bailey et al.
(2003); Vajta y Kuwayama (2006), indican que los procesos de congelacion y descongelacion
efectuados durante la criopreservacion pueden provocar dafios funcionales y morfoldgicos al
espermatozoide, perjudicando asi, la supervivencia post descongelacién y la posterior
fertilizacion. Ademas, en el dafio celular, implica incluso la degradacion de la membrana, el
desprendimiento o deterioro de la cabeza y/o la cola y la fragmentacion del ADN, hecho que
puede ser causado por factores estresantes fisicos de la formacion de cristales de hielo y shock
osmético, o factores estresantes quimicos de la apoptosis inducida por el shock frio y
generacidn de especies reactivas de oxigeno (Fitzsimmons et al.,2009; Kopeika et al., 2015;
Vajta y Kuwayama, 2006). Para esto, el uso de agentes crioprotectores penetrantes como es el
DMSO y DMA es fundamental para viabilidad post descongelamiento de los espermatozoides,
dado que disminuye la generacion de hielo intracelular, no obstante, la introducciéon y

sustraccion de estos agentes crioprotectores pueden afectar a la célula (Canorio et al., 2015).
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Figura 1.- Evaluacién post congelacién de los espermatozoides criopreservados con DMSO

y DMA de Atelopus bomolochos

En la figura 1. se distingue los efectos de los tratamientos con DMSO Y DMA en los
espermatozoides como es la morfologia, en la que el DMA presento menor porcentaje de
anormalidades con un valor de 31,5 % a diferencia del DMSO que tiene un valor de 47,5%, lo
que se manifiesta como una diferencia numérica, sin embargo, no existe diferencia
estadisticamente significativa. En el experimento realizado por Shishova et al. (2011) en la
especie Fowler de nombre cientifico Anaxyrus fowleri, indica en sus resultados que en
comparacion de las muestras de semen fresco con las muestras con tratamiento de esperma con
DMSO Y DMFA en cuanto a la morfologia, las muestras con tratamiento congeladas-
descongeladas arrojaron un numero significativamente mayor de espermatozoides con
anormalidades en las cabezas (df =9, t = 3,7, P = 0,005), colas (df =9,d = 3,4, P =0,002) o en
ambas (df =9,t=7,2, P <0,001) en comparacion con muestras frescas de esperma (23 £+ 1 %,
37+2%y27+2%frenteald £2 %, 11 +3 %y 10 £ 2 %, respectivamente).

En la integridad de la membrana plasmatica los resultados muestran que el tratamiento
con DMA conservo el 100 % de su membrana plasmatica a diferencia del tratamiento con
DMSO que presento una cifra de 76,25 %, esto a su vez expone una diferencia numérica
23,75% pero no se halla diferencia estadistica significativa. Es importante mencionar que la
evaluacion de la membrana plasmatica es fundamental para determinar la viabilidad del
espermatozoide. Dicho esto, comparando los resultados del presente experimento con el
estudio desarrollado por Mugnano et al. (1998) en la rana maderefia norteamericana Lithobates

sylvaticus se evaluo el uso del DMSO vy el Glicerol en los espermatozoides de testiculos
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congelados-descongelados, mostrando que los testiculos que fueron tratados con DMSO,
produce recuentos de espermatozoides intactos significativamente superiores que los 6rganos

tratados con glicerol, conteniendo méas espermatozoides viables.

Finalmente se observa en la funcionalidad mitocondrial que ambos tratamientos no
mantuvieron la viabilidad dando un valor del 100 % de espermatozoides no funcionales,
ademas de que no existe diferencia estadistica significativa. En el trabajo efectuado por Varela
Junior et al. (2012), mencionan que los porcentajes méas bajos de funcionalidad mitocondrial
(P 0.001) se presentaron en muestras congeladas con glicerol, DMSO, MF 8%, DMA 11%, y
con todos los 3 amidas probados al 2%.

5. CONCLUSIONES

El DMSO y DMA al 10% no protege a los espermatozoides de los dafios estructurales
al momento de la congelacion ya que en ambos tratamientos se observé que los
espermatozoides que presentaron anormalidades abarcan valores superiores al 50% del total de
muestras evaluadas, por lo que se sugiere realizar mas investigaciones en la crio preservacion
de anfibios utilizando concentraciones diferentes, debido a que la eficacia del crioprotector
varia segun la especie tratada y su concentracion. Sin embargo, en cuanto a la integridad de la
membrana plasméatica ambos crioprotectores actuaron eficazmente protegiendo a los
espermatozoides del dafio celular con una ligera diferencia en el DMSO pero que a su vez no
presenta una relevancia importante, pudiendo decir que el DMSO Y DMA son aptos para
proteger la membrana plasmatica. En comparacién, con la funcionalidad mitocondrial, estos
crioprotectores no ayudaron a evitar la lisis celular de los espermatozoides de Atelopus

bomolochos.
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