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RESUMEN

Introduccion: En la reproduccion sexual un proceso importante es la fecundacion, como la activacion del
ovulo por medio del espermatozoide con la caracteristica de que ambas células deben de tener un estado
maduro para poder llevar a cabo la formacion de una célula que se conoce como huevo o cigoto iniciando
el desarrollo embrionario a través de divisiones de segmentacion logaritmica [1]. Se han realizado estudios
in vitro de fecundacion con organismos que presentan fecundacion externa, como por ejemplo: el erizo de
mar([2]. Estos organismos son de interés econdomico, ya que sus gonadas son altamente cotizadas para el
consumo humano, actualmente en Baja California Norte se explota este recurso y es exportado a Japon [3,
4]

Justificacion: El erizo de mar es un modelo de estudio utilizado en la investigacion desde el punto de
vista reproductivo y en algunos casos este organismo es explotado como una actividad econémica. En el
presente trabajo pretendemos determinar la época reproductiva del erizo de mar de la zona de “Playa
Ventura” Copala Gro. Como un a perspectiva de que este estudio sirva como base para implementar un
proyecto de desarrollo rural sustentable para la comunidad.

Objetivo: Realizar la fecundacion in Vitro en erizo de mar y determinar las diferentes fases del desarrollo
embriologico por microscopia de luz.

Material y Métodos: Se realiza la colecta de organismos en playa Ventura Copala Guerrero. Los erizos
se estimulan con Cloruro de Potasio (KCl) al 0.5 % inyectado en la zona bucal, la colecta por separado de
ovulos y de espermas se lleva a cabo en frascos que contiene agua de mar filtrada, se centrifuga para
obtener un boton celular, para la identificacion de los gametos, las muestras se fijan con Gluteraldehido al
1% y la fecundacion se determina colocando 100 pl de 6vulos y 200 pl de espermatozoides en tubos
ependorf se dejan incubar fijando en intervalos de 30 min. durante 7 hrs. Los dvulos y los espermas no
fecundados son tefiidos con aceto carmin y Wright respectivamente para observar las caracteristicas y
diferencias morfologicas; por otra parte las etapas del desarrollo embrionario son determinadas sin tincion
por Microscopia de luz.

Resultados: Se observaron las diferencias morfologicas de los espermatozoides con ambas tinciones y los
ovulos con aceto carmin y sin tincion. En los 6vulos tefiidos con aceto carmin se observa claramente el
nucleo (Fig. 1), con Wright los 6vulos se sobre tifien por lo que no utilizamos esta tincion. La estructura
de los espermatozoides se observan claramente con Wright ya que se distingue: la cabeza, el flagelo y el
cuello (Fig. 2); sin embargo, con el aceto carmin no se tifie el flagelo, solo se observa la cabeza, ya que es
una tincion especifica para material genético (Fig. 3). Mediante la incubacion de espermatozoides y
ovulos se logro observar las divisiones celulares a partir de dos células hasta la division en mas de 64
células en un tiempo de 7 hr. que nos indica que ambas células se encuentran viables durante este tiempo.
En todos los intervalos de tiempo desde los 30 min. hasta las 7 hr. de incubacion se presentan 6vulos con
las siguientes caracteristicas: células en fase de blastdémeros con 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 divisiones (Fig.
4).



Cabeza

Cabeza esperma Flagelo
normal | anormal | normal | corto | Sin flagelo Flagelo
93% 7% 95% | 3% 2%
Tabla 1. Porcentaje de espermatozoides normales y anormales. (_"2)
Fig. 2 Partes
anatomicas de un
espermatozoide
.A - - -
Fig. 1. Ovulos de erizo A) Tincion de carmin Fig. 3. Espermatozoides de erizo A) Tincioén de carmin
acéticol100x, B) Sin tincion40x. Microscopia de Luz . acético, B) Tincion de Wright. Microscopia de Luz 100

Fig. 4. Ovulos fecundados en segmentacién, A) 6vulo recién fecundado, B) El 6vulo presenta claramente la doble membrana, caracteristica de los primeros
pasos de la fecundacion, C) El 6vulo presenta el polo vegetal polar para iniciar la division, D) Blastomero de 2 células, E) Blastomero de 4 células, F)
Blastomero de 8 células, G) Blastomero de 16 divisiones, H) Blastomero de 32 células, I) Blastomero en 64 células y J) Blastula en 128 células. A-H) 40X,
B) 100X y I-J) 10X. Microscopia de Luz.

Conclusiones: Se logro la fecundacion de erizo de mar en estudios in vitro desde la formacion de la doble
membrana pasando por las divisiones de los blastdomeros hasta formar la blastula.

Se observaron los estadio de segmentacion de los 6vulos hasta la de mas de 64 células en un tiempo de 7
horas.

La técnica de Wright permite observar la morfologia de los espermatozoides pero no las del 6vulo.

La técnica de aceto carmin permite observar las caracteristicas morfologicas del 6vulo no fecundado pero
no las del espermatozoide.

Los 6vulos y los espermatozoides tienen una viabilidad de 7 hrs.
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