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RESUMEN

La citogenética clasica desempefia un rol fundamental en la comprension genética y la
conservacion de especies, Considerando esto se llevo a cabo un estudio citogenético a partir
de cromosomas en estado metafasico obtenidos de embriones en desarrollo de Echinometra

vanbrunti, producidos por fecundacién in vitro.

Durante el proceso de colecta y transporte de los erizos de mar, se evaluaron varias
herramientas y recipientes con el objetivo de minimizar el estrés y las lesiones en los
especimenes. Se encontrd que las espatulas céncavas y las tarrinas plasticas son efectivas
para mantener la integridad de los erizos. En el entorno de aclimatacion, se analizaron
diversos sustratos con el proposito de permitir una circulacion de agua adecuaday facilitar

la limpieza del acuario, determinando que las piedras de acuario proporcionaron el soporte
necesario para mantener condiciones Optimas y adecuadas para los organismos.

A lo largo del proceso deinvestigacion, se analizaron varios reactivos y concentraciones para
debilitar tanto la membrana de fertilizacién como la membrana del nicleo celular, induciendo
ala liberacion decromosomas. En la debilitacion de la membrana de fertilizacion, se constatd
que la urea resulto efectiva en comparacion con el PABA. En cuanto a la ruptura del nicleo
celular, se realizaron pruebas con cloruro de potasio y citrato de sodio, ambos con resultados
positivos, sin embargo, la concentracién de citrato de sodio al 7% demostré un rendimiento
superior en términos de liberacion de cromosomas al citoplasma celular, permitiendo una

visualizacion més nitida de los mismos.

Siguiendo la metodologia establecida, se logro identificar la presencia de cromosomas de
tipo metacentricos submetacentricos y acrocéntricos de Echinometra vanbrunti analizados.
Los resultados obtenidos no solo amplian el conocimiento sobre E. vanbrunti, sino que

también contribuyen al avance de la investigacion en citogenética en general.

Palabras claves: Erizos de mar, embriones, protocolo, cromosomas.



ABSTRACT

Classical cytogenetics plays a fundamental role in genetic understanding and species
conservation. Taking this into consideration, a cytogenetic study was carried out using
chromosomes in a metaphase state obtained from developing embryos of Echinometra

vanbrunti, produced through in vitro fertilization.

During the process of collecting and transporting sea urchins, various tools and containers
were evaluated with the aim of minimizing stress and injuries to the specimens. Concave
spatulas and plastic containers were found to be effective in maintaining the integrity of the
sea urchins. In the acclimatization environment, different substrates were analyzed to allow
proper water circulation and facilitate aquarium cleaning. It was determined that aquarium
stones provided the necessary support to maintain optimal and suitable conditions for the

organisms.

Throughout the research process, various reagents and concentrations were analyzed to
weaken both the fertilization membrane and the nucleus membrane, inducing the release of
chromosomes. In the weakening of the fertilization membrane, it was found that urea was
effective compared to PABA. Regarding the rupture of the nucleus membrane, tests were
conducted using potassium chloride and sodium citrate, both yielding positive results.
However, a concentration of 7% sodium citrate demonstrated superior performance in terms

of releasing chromosomes into the cell cytoplasm, allowing for a clearer visualization of the
same.

Following the established methodology, the presence of metacentric, submetacentric, and
acrocentric chromosomes in analyzed Echinometra vanbrunti embryos was successfully

identified. The obtained results not only expand the knowledge about E. vanbrunti but also
contribute to the advancement of research in cytogenetics as a whole..

Keywords: Sea urchins, embryos, protocol, chromosomes.
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GLOSARIO

Bioerosion: Es el proceso mediante el cual organismos vivos, como bacterias, algas o

animales, desgastan o erosionan material inorganico, como rocas o conchas, a través de su

actividad bioldgica.

Etapa de escision: Es una fase en el desarrollo embrionario donde ocurre la divisién celular,
conocida como segmentacion, en la cual el cigoto se divide en varias células mas pequefias

llamadas blastémeras.

Heterocromatina: Es una forma de empaquetamiento de la cromatina en el nucleo celular,
caracterizada por ser mas densa y compacta. Contiene regiones genéticas inactivas y

generalmente se encuentra en las regiones centroméricas y teloméricas de los cromosomas.

In vitro: En el contexto cientifico, se refiere a experimentos o procesos que se realizan enun

entorno controlado fuera del organismo o células vivas, generalmente en un laboratorio.

Luz UV: La luz ultravioleta (UV) es una forma de radiacion electromagnética que se

encuentra en el espectro de la luz, pero con longitudes de onda mas cortas que la luz visible.

Membrana de fertilizacion: Es una capa protectora que rodea al 6vulo o huevo en las
hembras de muchas especies, y debe ser atravesada por el espermatozoide para permitir la
fecundacion. La membrana de fertilizacién previene la entrada de multiples espermatozoides

y ayudaa regular la fertilizacion.



Metafases: Es una etapa especifica en la mitosis o meiosis donde los cromosomas se alinean
en el plano ecuatorial dela célula. En esta fase, los cromosomas estan altamente condensados

y son visibles bajo un microscopio.

Mitosis: Es un proceso dedivision celular en el cual una célula madre se divide en dos células
hijas genéticamente idénticas. La mitosis es esencial para el crecimiento, desarrollo y

reparacion de tejidos en los organismos multicelulares.

Solucién hipotonica: Es una solucion en la cual la concentracion de solutos es menor que la
concentracién desolutos dentrode una célula o un compartimento celular. Cuandouna célula
se expone a una solucion hipotodnica, puede provocar la entrada de agua a la célula por

0SMOSis.



1 INTRODUCCION

Los erizos de mar regulares son miembros del Phylum Echinodermata y se han registrado
850 especies a nivel mundial (Sun & Chiang, 2015). Este grupo de organismos ha despertado
un gran interés en diversos sectores, como la produccion acuicola, la industria farmacéutica
y la investigacion en biologia molecular y desarrollo, debido a su relevancia filogenética con

los cordados (Duffy et al., 2007).

Dentro deeste contexto, el erizo Purpureo del Pacifico (Echinometra vanbrunti) se distribuye
desde la parte superior del Golfo de California hasta Peru, pasando por las Islas Galapagos
(Brusca, 1980). Esta especie ha captado la atencion en los sectores acuicola y farmacéutico
debido a su abundancia y distribucion geografica. Ademas, durante su etapa reproductiva,
posee niveles significativos de acidos grasos esenciales omega-3, como el acido
eicosapentaenoico y el docosahexaenoico (DHA), los cuales desempefian un papel

importante en la nutricion humana (Villalba-Villalba et al., 2021).

A pesar de su importancia, los estudios citogenéticos en los erizos de mar regulares, en
particular en el erizo Purpureo del Pacifico, son escasos. EI conocimiento del cariotipo, que
incluye el nimero y la morfologia de los cromosomas, es fundamental para comprender la
genética y la biologia de estas especies. Sin embargo, la falta de protocolos estandarizados

para la obtencion de metafases de calidad a partir de embriones de equinodermos ha

dificultado los estudios y mejora genética de estos organismos.

Hasta ahora, Unicamente se ha examinado un pequefio porcentaje de las mas de 7,000

especies de equinodermos que existen actualmente, aproximadamente el 1.1% de las especies
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conocidas (Vargas, 2012). En el caso de los erizos de mar (clase Echinoidea), los primeros
estudios cromosdmicos se realizaron mediante cortes histologicos de dvulos fertilizados,
pero esta técnica no se utiliza actualmente debido a su falta de confiabilidad. Por lo tanto, es
crucial llevar a cabo estudios citogenéticos exhaustivos, incluyendo la estandarizaciéon de

protocolos, para comprender la organizacion del genoma, basandose en especies como

Echinometra vanbrunti.

Por lo cual este trabajo de investigacion , busca ampliar el conocimiento sobre Echinometra
vanbrunti al establecer un protocolo para obtener preparaciones metafasicas a partir de

embriones de E. vanbrunti, lo que facilitara futuros estudios citogenéticos.



2 PLANTEAMIENTODEL PROBLEMA

En las diferentes areas de produccion, el mejoramiento genético esta en crecimiento. Los
paises desarrollados han logrado avances significativos en este campo, utilizando protocolos
estandarizados basados en el analisis de los cromosomas como base para lograr una
produccion de alta calidad. En Ecuador, el cultivo de erizos de mar con miras a la produccion
acuicola y desarrollo de sustancias nutracéuticas se limita a las provincias de Manabi y Santa

Elena.

Sin embargo, a pesar de ser un grupo de gran interés comercial, carecen de estudios
citogenéticos, hasta el momento, no se ha registrado ningun esfuerzo en el pais para
implementar la mejora genética en este &mbito. Ademas, es necesario contar con protocolos

estandarizados y fiables para obtener metafases de alta calidad en equinodermos.

Una revision bibliogréafica exhaustiva (del 2018 a 2023), nos demuestra que existen escasos
estudios acerca de los cromosomas en este filo. Es decir que de las 7000 especies de
Equinodermos sélo en 80 taxones se han realizado estudios citogenéticos, es decir alrededor

del 1,1% de las especies descritas.

Es importante resaltar que los protocolos de obtencién cromosémica también desempefian
un papel crucial en la proteccion y conservacion de especies; al comprender la composicién
cromosomica de los organismos y su variabilidad, se pueden establecer estrategias de
conservacion mas efectivas y tomar medidas para proteger y preservar la diversidad bioldgica

de manera adecuada.



3 JUSTIFICACION

El Phylum Echinodermata es un grupo que despierta gran interés tanto en el ambito de la
investigacion en biologia molecular y en la biologia del desarrollo, debido a su interesante
relacién filogenética con los cordados, como en la produccion acuicola y los servicios
ecosistémicos que ofrece.

En Ecuador, la estandarizaciéon de protocolos para la obtencién de cromosomas en los erizos
de mar, tendria un impacto positivo en maltiples aspectos. En primer lugar favoreceria a la
acuicultura al asegurar una produccion de alta calidad; ademas de contribuir a la
conservacion de la biodiversidad al preservar la variedad biolégica en los ecosistemas
marinos del pais; por ultimo, promoveria la investigacion cientifica al abrir nuevas
oportunidades de estudio en los campos de la genética y la biologia marina, estos estudios
son fundamentales para mejorar el manejo, la conservacion y el aprovechamiento sostenible
de los erizos de mar.

Ante la limitante que genera la falta de informacion referente a los estudios citogenéticos en
el Phylum Echinodermata, es de especial interés conocer los aspectos fundamentales de la
geneética de estos organismos, permitiendo ampliar su campo de estudio. Debido a esto con
el propdsito de aumentar el conocimiento en Echinometra vanbrunti este estudio se centra en
analizar las técnicas utilizadas en la colecta y aclimatacion de la especie, asi como en la
evaluacion de los protocolos existentes para obtener cromosomas en metafase, examinando

su aplicabilidad en estudios citogenéticos.



Con base en referencias bibliograficas, utilizar embriones de equinodermos obtenidos
mediante fecundacion in vitro en estudios citogenéticos, en lugar de ejemplares adultos es
una practica menos invasiva y mas respetuosa con el ecosistema; la produccion de embriones
tiene un impacto menor en la poblacién de erizos, que la captura y sacrificio de individuos
adultos, ya que tras el desove, los ejemplares pueden devolverse a su
habitat, contribuyendo a preservar el equilibrio natural de los ecosistemas marinos, ademas
de obtener muestras méas puras y representativas, lo que permite proporcionar resultados

cientificos confiables, sostenibles y de fécil replicacion en laboratorios.



4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
» Realizar un estudio citogenético a partir de cromosomas en estado metafasico

obtenidos de embriones en desarrollo de Echinometra vanbrunti producidos por

fecundacién in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Analizar técnicas de colecta y aclimatacion de Echinometra vanbrunti

estableciendo condiciones Optimas de mantenimiento en el laboratorio.

» Evaluar protocolos de obtencion de cromosomas en Echinometra vanbrunti

analizando su aplicabilidad en estudio citogenéticos.

» Estandarizar el protocolo para la obtencién de cromosomas en estadio de metafases

a partir de embriones de Echinometra vanbrunti fecundados in vitro.

5 HIPOTESIS

Hi: La aplicacion de soluciones hipotonicas en la obtencion de cromosomas en estado

metafasico de embriones de E. vanbrunti produce preparaciones cromosdmicas de callidad



6 MARCOTEORICO

6.1 Echinometra vanbrunti

6.1.1 Descripcion Morfoldgica
El erizo Purpureo del Pacifico (Echinometra vanbrunti) es una especie que se distribuye
desde la parte superior del Golfo de California, pasando por las Islas Galapagos, la zona
continental del Ecuador hasta Per( (Brusca, 1980). E. vanbrunti se caracteriza por tener un
didmetro maximo de 8 cm y presenta espinas de color purpura oscuro 0 rojo pardusco; su
forma es globosa, achatadaen los polos, y la superficie oral esta orientada hacia abajo, donde
se encuentra la boca; el aparato masticador, conocido como la "linterna de Aristételes”, esta
compuesto por cinco dientes duros, alrededor de los dientes, se encuentra un labio que rodea
el peristoma, el cual esté provisto de diminutas espinas y pequefios pedicelarios de cuatro
clases distintas: globiferos, oficéfalos, tridentados y trifoliados (Caso, 1961; Benitez y

Martinez, 1986; Fischer et al., 1995).

Las espinas primarias del erizo varian en longitud de 8 a 38 mm y son robustas, en algunos
casos, pueden ser igual o mas largas que el diametro del caparazén. Estas espinas presentan
estrias longitudinales y tienen una forma puntiaguda, siendo mas delgadas en su extremo que
en la base. Por otro lado, las espinas secundarias son similares a las primarias, pero mas

delgadasy miden alrededor de 18.5 mm de largo (Caso, 1961; Benitez y Martinez, 1986).



llustracion 1 Ejemplarde Echinometravanbrunti.

Autor: Zambrano-Segovia, 2023

Clasificacién Taxondmica

Reino: Animalia.
Filo: Echinodermata.
Subfilo: Echinozoa
Clase: Echinoidea
Subclase: Echinacea
Orden: Camarodonta
Infraorden: Echinidea

Superfamilia: Odontophora

Familia: Echinometridae

Género: Echinometra

Especie: Echinometra vanbrunti A. Agassiz, 1863

6.1.2 Reproduccion

El erizo de mar E. vanbrunti es una especie dioica en la que no se observan diferencias
visibles entre machos y hembras, en su ambiente natural, la proporcion de organismos es
equilibrada, con una relacién de 1:1 entre sexos (Soriano, 2014). Son reproductores de

difusion y su reproduccion ocurre mediante fecundacion externa, donde los 6vulos y
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espermatozoides son liberados en la columna de agua, permitiendo la fecundacion y el
posterior desarrollo larval pelagico. Durante este proceso, se estima que se liberan entre

100.000 y 20 millones de évulos (Zhadan, et al., 2017).

Los ovulos de E. vanbrunti son esféricos y tienen un tamafio promedio de 65,8 + 2,1 um
estan envueltos por una capa gelatinosa que rodea la membrana vitelina. Por otro lado, los
espermatozoides estan compuestos por una cabeza en forma de cono con una longitud media
de 5,2 + 0,3 um, ademas de la cabeza, los espermatozoides tienen un acrosoma, que es una
estructura intermedia o central que esta penetrada en el centro por una porcion proximal del

flagelo (Villalba et al., 2021).

6.1.3 Importancia
Los erizos de mar (Echinodermata: Echinoidea) son un grupo de invertebrados marinos
ampliamente distribuidos que poseen una gran importancia ecologica, cientifica y economica

(Villalba, y otros, 2021)

Desde una perspectiva ecologica, los erizos de mar desempefian un papel crucial en el
equilibrio de la dinamica poblacional de las comunidades bentonicas, asi como en la
regulacién, distribucion y abundancia de macroalgas en habitats marinos poco profundos,
ademas de una participacion activa en los procesos de bioerosion del ecosistema, su actividad
de pastoreo contribuye en la proliferacion de corales y el asentamiento de la epifauna

(Steneck, 2020), por esta razon son considerados un grupo importante a tener en cuentaen el

monitoreo de arrecifes (Segovia et al., 2017).

En el ambito cientifico, estos organismos son utilizados como especies bioindicadoras en

estudios de toxicologia ambiental, su presencia o ausencia permiten evaluar los efectos de
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la contaminacion y el cambio climético en las funciones bioldgicas de los organismos, asi
como la calidad del agua en la que habitan (Zhadan et al., 2017). Ademas, en la biologia
reproductiva y del desarrollo los gametos de los equinoideos son ampliamente utilizados
como células modelo en la investigacion de las propiedades mecanicas y biofisicas celulares,
deformacion celular, el comportamiento de fuerza-deformacién y cambios de rigidez de la
membrana durante la fecundacion, explorando estudios fundamentales del desarrollo
(Villalba, y otros, 2021) (Zhadan, Vaschenko, & Almyashova, 2017). Estas celulas
reproductivas son faciles de obtener y manipular en condiciones de laboratorio, lo que las

hace especialmente adecuadas para estos estudios

Ademas de su importancia ecoldgica y cientifica, las gonadas de los erizos de mar son
consideradas un exquisito manjar de gran importancia econémica y nutricional que tiene un
buen mercado internacional con potencial para ingresos de divisas por concepto de
exportaciones, Japon es su principal consumidor de estas huevas, seguido de varios paises de
Europa, las huevas frescas pueden alcanzar un valor de entre 40-100€/ kg (Rocha, y otros,
2019) (Archana & Babu, 2016). Segun la FAO (2021), el volumen global de capturas de

erizos de mar y otros equinodermos en el 2019 alcanz6 un total de 129.052 toneladas.

6.2 Citogenética
La citogenética es una rama de la genética que se dedicaal estudio de los cromosomas, que
son las estructuras que contienen el material genético en las células, esta disciplina se enfoca
en analizar las caracteristicas morfoldgicas, el nimero y la estructura de los cromosomas, asi

como su comportamiento durante la division celular.
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Dentro de la citogenética, una de las ramas principales es la citogenética clasica, esta técnica
se basa en la observacion microscopica de los cromosomas tefiidos con colorantes
especificos, lo que permite identificar su morfologia y bandeo cromosomico, de esta manera,
se pueden detectar alteraciones estructurales o numéricas en los cromosomas, COmo
translocaciones, inversiones, duplicaciones o deleciones, estas anomalias cromosémicas
pueden estar asociadas con enfermedades genéticas y anormalidades del desarrollo (Nikoloff

& Arcaute, 2021).

6.2.1 Importancia de los estudios citogenéticos
La citogenética es una disciplina de gran importancia en la ciencia y la investigacion, ya que
proporciona informacién fundamental sobre la organizacion y el funcionamiento del material
genético en los organismos, a través de los estudios citogenéticos, se pueden comprender las
bases genéticas de diversas enfermedades, identificar alteraciones cromosdmicas relevantes
para lasalud y la reproduccién, y estudiar la evolucién de las especies (lannuzzi, 2007; Torres

et al., 2018).

En el campo de la produccion animal, los estudios citogenéticos son herramientas
importantes. Mediante el analisis cromosdmico, es posible seleccionar animales libres de
anormalidades citogenéticas que puedan ser responsables de malformaciones, baja tasa de
fertilidad o esterilidad, lo cual es crucial para garantizar la supervivencia de las especies
(lannuzzi, 2007). Ademas, la citogenética también se utiliza para analizar ambientes
contaminados con diferentes tipos de sustancias, utilizando las aberraciones cromosémicas
como indicadores del grado de dafio que tienen sobre el ADN animal. Estos estudios también
contribuyen a dilucidar relaciones filogenéticas y, por lo tanto, contribuyen al estudio

evolutivo de las especies (NI1H, 2019).
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Las anomalias cromosomicas pueden ser numéricas o estructurales, y se producen durante la
meiosis debido a segregaciones cromosomicas erroneas de los gametos. Estas anomalias
resultan en cigotos y embriones defectuosos, que generalmente mueren en las etapas
tempranas de desarrollo embrionario o pueden causar problemas de fertilidad en los

organismos adultos (Torres et al., 2018).

La citogenética evolutiva permite el estudio de los cambios cromosémicos a lo largo del
tiempo, lo que proporciona valiosos aportes para resolver problemas taxonémicos, evolutivos
y aplicados. Los cromosomas son guias filogenéticas e indicadores de la clasificacion
sistematica de especies, lo que contribuye al conocimiento del origen y la evolucion de
diferentes grupos taxonomicos. En este sentido, las técnicas de citogenética clasica y
molecular proporcionan informacion sobre caracteristicas como la posicién del centromero,
el numero, tipo y posicion de las zonas organizadoras del nucléolo, el tamafio absoluto y
relativo de los cromosomas, la cantidad y distribucion de heterocromatina, la composicion

del ADN repetidoy el contenido total de ADN (Poggio et al, 2008; Torres et al., 2018)

Ademas, los cromosomas son uno de los mejores materiales bioldgicos para evaluar los dafios
causados por la exposicion natural o in vitro a mutagenos ambientales. Una amplia variedad
de compuestos fisicos y quimicos pueden causar dafios cromosémicos, que se visualizan
como roturas de cromosomas, roturas de cromatidas, lagunas, microcromosomas Yy
fragmentos, estos dafios pueden afectar la vida de una sola célula o dar origen a procesos de
mutacion a nivel de ADN, una alta frecuencia de dafio cromosémico aumenta la posibilidad

de mutacion a nivel somatico y meidtico (lannuzzi, 2007).
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6.2.2 Técnicas aplicadas para estudios de la citogenética

Las técnicas utilizadas en los estudios de citogenética se centran en examinar la estructura,
funcion y comportamiento del ADN que se compacta durante la division celular y conforma
los cromosomas (NIH, 2023). Estas técnicas permiten analizar el nimero y la forma de los
cromosomas. La citogenética clasica se basa en el uso de técnicas de bandeo cromosémico
para observar y analizar la estructuray los patrones de bandas de los cromosomas por otro
lado, la hibridacion in situ fluorescente (FISH)emplea sondas marcadas con fluor6foros para
identificar y mapear regiones especificas del ADN en los cromosomas, la citogenética
molecular, por su parte, se apoya en técnicas de biologia molecular como la PCR para
amplificar y detectar secuencias de ADN especificas, ademas del analisis de la longitud de

los telomeros para evaluar la estabilidad cromosémica (Castellano, 2015).

6.3 Citogenética en equinodermos
La citogenética en los erizos de mar (clase Echinoidea) ha experimentado avances
significativos a lo largo del tiempo. En los primeros estudios cromosomicos realizados a
finales del siglo X1Xy principios del siglo XX, se utilizaron técnicas obsoletas como cortes
histologicos de dvulos fertilizados y el montaje de embriones enteros tefiidos y aplanados
ligeramente con cubreobjetos. Sin embargo, estos métodos no proporcionaban una
distribucion adecuadade los cromosomas Y, por lo tanto, los datos obtenidos se consideran

poco confiables en la actualidad (Saotome, 1982).

A partir del afio 1952, se introdujeron técnicas mas fiables en la investigacion citogenética,

como el choque hipotonico, la utilizacion de cultivos celulares y la aplicacion de colchicina,

13



estas técnicas han permitido obtener datos mas precisos y confiables en los estudios

citogenéticos de los erizos de mar (Castellano, 2015).

A pesar de los avances, todavia tenemos un conocimiento limitado sobre los cromosomas de
los equinodermos en general. De las aproximadamente 6000 especies de equinodermos
vivos, solo se han obtenido datos carioldgicos de alrededor de 47 especies (McClanahan &
Muthiga, 2020). En el caso de los erizos de mar, la mayoria de los estudios citogenéticos se
han centrado en determinar el nimero cromosémico de las especies analizadas. Hasta el
momento, se ha elaborado el cariotipo de cuatro especies de erizos de mar: Arbacia

punctulata, Pseudocentrotus depressus, Paracentrotus lividus y Strongylocentrotus

purpuratus (Auclair, 1965; Yamanaka et al., 1989; Lipani et al., 1996; Eno et al., 2009).

La aplicacion de la citogenética en los erizos de mar se ha vuelto relevante en los estudios
ambientales y ecotoxicoldgicos. Los gametos, embriones y larvas de los erizos de mar se
consideran modelos biolégicos comunes para evaluar las respuestas fenotipicas de los
organismos a los cambios ambientales y los efectos de diversos compuestos. Estos estudios
permiten determinar la reduccion de los procesos de desarrollo a través de la alteracion de la
morfologia, la expresion génica y los mecanismos de respuesta al estrés (Mazur et al., 2021;

Martino et al., 2022).

En investigaciones recientes, se ha analizado el impacto de los microplasticos en el desarrollo
embrionario temprano del erizo de mar Sphaerechinus granularis, observando efectos
citogenéticos y genotdxicos (Trifuoggi et al., 2019). Ademas, se ha estudiado la toxicidad
asociada con elementos de tierras raras (REE, por sus siglas en inglés) en los erizos de mar,

evidenciando efectos en procesos como la fertilizacion, el metabolismo redox, la
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embriogénesis, la esqueletogénesis y la regulacion de la expresion génica embrionaria. Estos
estudios resaltan la importancia de investigar la toxicidad de los REE en la supervivencia de
la vida silvestre y plantean la necesidad de futuros estudios en esta area (Martino et al., 2022;

Rezg et al., 2022).

En términos de evolucidn, los estudios citogenéticos en los equinodermos han revelado la
conservacién del nimero cromosémico en el phylum Echinodermata. Sin embargo, esto no
descarta la posibilidad de cambios cromosémicos a lo largo de la evolucion de estos
organismos. Es importante destacar que el analisis genético, el desarrollo de marcadores
cromosémicos Y los estudios filogeograficos pueden proporcionar herramientas Gtiles para la
gestion comercial sostenible de los equinodermos (Duffy et al., 2007; Herrera, 2007;

Castellano, 2015).

En el caso especifico del erizo de mar Paracentrotus lividus, se han realizado estudios
citogenéticos que han contribuido a su caracterizacion y a la optimizacion de protocolos para
obtener metafases a partir de tejidos adultos y embrionarios, asi como para estudiar la
herencia del ADN mitocondrial. Ademas, se han analizado las ubicaciones de genes
ribosdémicos y genes de copia Unica como brachyury y genes Hox, lo que permitira desarrollar

mapas de genes y facilitara las comparaciones genémicas entre especies ( Kondo & Akasaka,

2012; Castellano, 2015).

6.3.1 Cromosomas
Los cromosomas son estructuras filamentosas presentes en el ndcleo de las células de

animales y plantas, cada cromosoma esta compuesto por una molécula de ADN envuelta en
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proteinas, estas estructuras son heredadas de los progenitores y contienen informacion

genética que determina las caracteristicas Unicas de cada organismo, el ADN alberga las

instrucciones precisas que hacen que cada ser vivo sea Gnico en su especie (NIH, 2019).

En el estado metafasico de los cromosomas, se pueden observar varias partes distintivas:

Brazos del cromosoma: Los cromosomas constan de dos brazos separados por un
estrechamiento llamado centrémero.

Centrémero: Es una region especializada y esencial del cromosoma. Es la zona méas
estrecha donde se unen las cromatidas hermanas, y en ella se encuentra una estructura
proteica llamada cinetocoro. El cinetocoro es el punto de union del cromosoma con
el huso mitético durante la division celular.

Telomeros: son regiones especializadas situadas en los extremos de los cromosomas.
Su funcién principal es preservar la integridad estructural de los cromosomas y
desempefiar un papel crucial en la estabilidad del material genético. Los telémeros
evitan la degradacién y fusion de los cromosomas, protegiendo asi la informacion
genética contenida en ellos.

Constricciones  secundarias:  Algunos cromosomas presentan un segundo
estrechamiento adicional, conocido como constriccion secundaria.

Satélites: son secciones redondeadas de longitud variable que se unen al resto del
cromosoma mediante una constriccion secundaria.

NOR (Organizadores nucleolares): Son estructuras que inducen la formacién de los

nucléolos, que son importantes en la sintesis de ribosomas.
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6.3.1.1  Clasificacion
La clasificacion delos cromosomas se basa en la posicion del centrémero y el tamario relativo
de sus brazos (p y q). Durante los estados de metafase y anafase, cuando la condensacién de
los cromosomas es maxima, se pueden observar con mayor claridad las caracteristicas

morfoldgicas que permiten su clasificacion (Aguilar, 2016).

METACENTRICO SUBMETACENTRICO ACROCENTRICO TELOCENTRICO

e

llustracidén 2 Clasificaciony partes de los cromosomas

Cromatidas
hermanas

Centromero 7 ‘

Los tipos de cromosomas segun su morfologia son los siguientes:

Autor: Alcala, 2021

- Metacéntricos: El centromero se encuentra en una posicion central del cromosoma,
lo que dalugar a brazos p y q de igual longitud.

- Submetacéntricos: El centrdmero se localiza mas cerca de uno de los extremos del
cromosoma, lo que ocasiona que el brazo p sea més corto que el brazo q.

- Acrocéntricos: El centromero se sitla cerca del extremo del cromosoma, lo que
resulta en un brazo corto muy reducido. Los cromosomas acrocéntricos a menudo
presentan constricciones secundarias en los brazos cortos, formando estructuras

conocidas como tallos y satélites.

- Telocéntricos: Tienen el centréomero ubicado en el extremo terminal del cromosoma.
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- Subtelocéntricos: El centromero estd muy proximo a uno de los extremos del
cromosoma, lo que resulta en un brazo p diminuto. Estos cromosomas carecen de
brazos cortos o los tienen muy pequenios.

- Holocéntricos: Son cromosomas que no tienen un centrdmero especifico y localizado.
Se encuentran en muchos invertebrados, como nematodos, lepidopteros y
escorpiones, asi como en plantas y protistas (Nikoloff & Arcaute, 2021; Torres et al.,

2018).

Estas diferentes formas de los cromosomas reflejan la variabilidad en la organizacion y
estructura del material genético en las células de diferentes especies. La clasificacion de los
cromosomas segun su morfologia es Util para estudios citogenéticos y proporciona

informacion valiosa sobre la evolucion y la diversidad genética de los organismos.
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7 MARCO METODOLOGICO

Este trabajo se llevd a cabo con el permiso de investigacion emitido por el Ministerio del
Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica bajo el codigo MAATE-ARSFC-2022-2359, dicho
permiso, autorizé la recoleccion de ejemplares de Echinometra vanbrunti en la zona

intermareal de la Reserva de Produccion de Fauna Marino Costera Puntilla de Santa Elena

(REMACOPSE) del cantdn Salinas, provincia de Santa Elena, Ecuador.

RESERVA DE PRODUCCION FAUNISTICA MARINO COSTERA PUNTILLA DE SANTA ELENA - UBICACION GEOGRAFICA
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llustracién 3 Ubicacidn Geografica de la REMACOPSE
Fuente: Ministerio del Ambiente, 2020; Elaboracién: SGMC, 2020
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Asimismo, se adecué un espacio en el laboratorio de microbiologia del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas de la Universidad Estatal Peninsula de Santa Elena (CEB-
UPSE) para llevar a cabo las pruebas experimentales. Este espacio fue adecuadamente
acondicionado y equipado para garantizar un entorno controlado en el desarrollo de la

presente investigacion.

7.1 Seleccién de especies y sitios de recoleccion
La seleccion de los organismos se realizé siguiendo criterios cientificos que aseguraron la
recoleccion de individuos sexualmente maduros, con potencial reproductivo y madurez
sexual, tomando en consideracion que los individuos deben contar con un diametro minimo
de 45mm; estar en buen estado sanitario, es decir, sin manchas ni deformaciones en su

estructura; y que las espinas se encuentren completas (Galarza, 2014).

La recoleccion de los organismos se llevo a cabo en 3 estaciones seleccionadas mediante un
enfoque de muestreo aleatorio dirigido. Estas estaciones fueron identificadas como areas
geograficas con una alta presencia de erizos de mar (E. vanbrunti) en zonas rocosas
intermareales que proporcionan las condiciones necesarias para su desarrollo. Ademas, se

tuvo en cuenta la accesibilidad y seguridad de los sitios, garantizando que las salidas de

campo sean de riesgo minimo.

A continuacion, se presenta una ilustracion y una tabla que muestran las coordenadas
geograficas de los sitios de recoleccion, asi como la cantidad de erizos de mar capturados en
cada estacion. Durante el estudio se recolectaron un total de 42 erizos de mar, con una

cantidad de 7 erizo por cada una de las 6 salidas de recoleccion realizadas desde noviembre
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2022 hasta junio 2023 llustracion 2. Tabla 1. Los erizos de mar fueron mantenidos en el

laboratorio en promedio durante 1 mes antes de ser devueltos a su habitat natural.

Tabla 1 Sitios de recoleccion de erizos de mary cantidad de organismos capturadosen cada lugar

Estacién 1 Lat. -2.1868355°
Long. -81.0058586° 10
Altitud. 6.3083825 m

Estacion 2 Lat.-2.1900288
Long. -81.0108918° 14
Altitud. 2.7665362m

Estacion 3 Lat. -2.2036709
Long. -80.995855 18
Altitud. 5.3590825 m

Total: 42

7.2 Métodos de Captura y transporte

Estacion #1
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llustracion 4 Sitios de colecta; A. estacion 1; B estacion 2; C estacion 3.

Fuente: Google Earth 2023; Elaboracion: Zambrano-Segovia, 2023
21



Durante la colecta, se evaluaron diversas formas de extraccion de equinodermos utilizando
herramientas como espatulas concavas y planas, ademas de un cincel. Estos métodos fueron
probados para determinar su eficacia, adecuacion a la zona de recoleccion, teniendo en cuenta
la facilidad de manejo necesaria para manipular alos erizos de mar y su entorno. Durante las
colectas se emplearon diversos recipientes como tarrinas plasticas de 1 litro, gavetasy baldes
para el traslado de los erizos de mar adultos, llevandose a cabo una revision continua de su
estado de salud externo. Se tomaron todas las precauciones necesarias para evitar un estrés
dréstico en los organismos durante este proceso, ademas, se controlé cuidadosamente el
tiempo transcurrido desde el lugar de colectas hasta las instalaciones (CEB-UPSE),

asegurando un traslado eficiente y seguro.

Cincel

Espatula concava Espéatula plana

Tarrina

llustracion 5 Herramientasy recipientes evaluadosdurante le proceso de colecta y transporte de los erizos de
mar

7.3 Adaptacion al ambiente controlado del laboratorio
Los erizos de mar fueron aclimatados en peceras de dimensiones 30 cm (altura) x 45 cm
(largo) x 30 cm (ancho) con una capacidad de 40 L. Para crear un ambiente adecuado, se

instalaron dos oxigenadores JAD conectados con mangueras de acuario flexibles en la parte
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inferior de las peceras. El agua de mar utilizada fue recolectada en bidones de agua de 20L

desde el sitio de colecta hasta el CEB.

Cada 3 dias se realiz6 un recambio parcial de aproximadamente de un 25% del volumen total
de agua, para evitar la acidificacion del medio. Para simular las corrientes naturales y
promover una mejor oxigenacion, se incorpor6 una bomba de agua en las peceras, generando
movimiento y flujo continuo de agua, ademas, cada 15 dias se llevd a cabo un mantenimiento
total del acuario que incluyd la limpieza de los implementos vy la esterilizacion de las piedras

mediante calor seco y exposicion a luz ultravioleta. (Anaguano, 2023)

Se proporciond alos erizos de mar una dieta basada en ulva sp, una macroalga predominante
en el lugar de recoleccion. Para fomentar el forrajeo y asegurar una alimentacion adecuada,
se distribuyd el alimento en diferentes areas zonas del acuario. La cantidad de alga
suministrada se ajusté en funcién de la cantidad que los erizos de mar consumian, evaluando
si era suficiente o requeria un ajuste en la alimentacion, el cambio de alga se realiza cada 8

dias (Anaguano, 2023).

Se realiz6 un analisis comparativo de diferentes sustratos tales como arena, conchillas y
piedras de acuario con el fin de determinar cuél es el mas adecuado y tiene mayores ventajas
para su uso en el laboratorio, evaluando la capacidad de sedimentacién de las heces de los
erizos de mar, permitiendo seleccionar el sustrato que proporcione una mejor capacidad de

filtracion y reduccion de turbidez.
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7.4 Protocolo para la obtencion de cromosomas

7.4.1 Induccién al desove

De acuerdo con el protocolo estandarizado de fecundacion, cultivo de embriones y larvas de
erizos de mar presentes en el Ecuador, realizado por Galarza, (2014) y en el trabajo realizado

por Tourdn et al., (2020) la obtencion de gametos se realiza mediante tratamiento quimico.

Se aplico 1 ml de KCI0,5 M a cada organismo a través de la membrana peristomal, diagonal
y opuesta a la boca, con el fin de inducir la liberacion de gametos, los organismos fueron

colocados sobre placas Petri con el polo aboral hacia abajo.

7.4.2 Fecundacién in vitro

Para la obtencion de embriones, la fecundacion in vitro se realizd en un vaso precipitado,
donde se mezclaron una relacién 1000:200 6vulos y 1000:5 de espermatozoides en agua de
mar filtraday esterilizada con luz uv, inmediatamente despuésde la obtencion de los gametos
debidoa la viabilidad temporal de los mismos (Galarza, 2014). Para mantener condiciones
Optimas el recipiente se mantuvo dentro de una camara de flujo laminar a una temperatura de
aproximadamente + 20°C. Se realizd un control constante del proceso de fecundacion y
desarrollo de los organismos mediante un microscopio optico con camara marca BOECO

Germany modelo.BM 120, bajo un lente de 10x y 40x.

7.4.3 Eliminacion de la membrana de fertilizacion

En el proceso de obtencién de preparaciones cromosomicas, es crucial la eliminacion de la
membrana de fertilizacion. Para determinar las mejores condiciones de eliminacion, se
tuvieron en cuenta los estudios previos realizados por Saotome (1982), segun estos estudios

se aflade acido 4 para-amino-benzoico (PABA) en una concentracién de 3mM en el medio
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de fecundacion. Se analizaron los efectos de su ausencia y presencia, asi como su adicion a

los 20 min con el alza de la membrana de fertilizacion y a la 01H30 en la etapa de dos células.

Posteriormente se realiz6 un andlisis independiente utilizando urea en ausencia de PABA,
aplicando concentraciones de 0,5 M; 1M y; 1,5M, manteniendo las muestras en reposo
durante 15 min, con el fin de determinar si se produce debilitacion en la membrana de

fertilizacion.

7.4.4 Eliminacion de la membrana del ndcleo celular

Una vez que en los cultivos embrionarios exista la presencia relativamente abundante de
embriones en etapa de escision entre 8 y 16 blastdmeros, se procedio a tratarlos durante 1 h

con 1,0 mg / ml de colcemid (Saotome, 2002).

La suspension celular se centrifugo a 1200 rpm durante 10 min a temperatura ambiente (TA),
siguiendo el protocolo descrito por Castellano (2015). Los blastémeros resultantes se trataron
con soluciones hipoténicas en diferentes concentraciones, Cloruro de Potasio (KCI) al 0.05
M; 0.075; 0.1 M, y Citrato de Sodio al 7%; 8%; 9%, a 37°C durante 15 min. (Saotome, 2002;

Duffy, 2007)

7.4.5 Fijacion y Tincion de los cromosomas

La suspension celular se fijoé mediante tres lavados con Carnoy, para cada lavado, las
muestras se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 min. Al finalizar la primera centrifugacion
se dejo en reposo durante 15 min, mientras que para la segunday tercera centrifugacion 5

minutos. Posteriormente se llevé a cabo la tincién de Giemsa al 2,5%, durante 15 min.
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Finalmente se colocaron alicuotas de 10 pl en portaobjetos esparciendo los blastomeros y

colocando el cubreobjetos (Saotome, 2002; Duffy, 2007; Eno et al., 2009; Castellano, 2015).

7.5 Proceso de retorno de los erizos a su medio natural.

Una vez concluido el proceso de obtencion de gametos, se llevé a cabo un monitoreo
continuo de la salud y el comportamiento de los erizos de mar para asegurar que estuvieran

en condiciones Optimas antes de ser liberados en su medio natural.

Para el transporte de los organismos, desde el Centro de Investigacion hasta el lugar de
liberacidn, se seleccionaron recipientes apropiados que se utilizaron a lo largo del trabajo de

investigacion, tanto en la colecta como en la liberacion de los organismos.

Se identificaron sitios adecuados en el medio natural que cumplieran con los requisitos
ecoldgicos de los erizos de mar, como la presencia de sustrato adecuado, corrientes marinas
favorables y disponibilidad de alimento. Se programé la liberacion de los organismos en
momentos optimos considerando factores como las condiciones climéticas y que la marea se
encuentre en el nivel mas bajo posible. Durante la liberacion, se manipularon cuidadosamente
los erizos de mar para evitar dafios y se los colocé suavemente en el agua, permitiendo que

se adaptaran gradualmente a su entorno.

7.6 Procesamiento de imagenes

Las imégenes obtenidas se editaron mediante el software Adobe Photoshop version 7.0 para
Windows, realizando correcciones en el brillo y contraste de cada fotografia, en cuanto a la
identificacion cromosémica se trabajo con el software ToupView para Windows, siguiendo

el siguiente orden brazo pequefio (p) - brazo largo (q), el brazo pequefio (p) para lograr la

identificacion y clasificacion de los cromosomas.
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8 ANALISISE INTERPRETACIONDE RESULTADOS

8.1 Técnicas de colecta y aclimatacion

8.1.1 Métodos de Capturay transporte

Para garantizar el bienestar de los erizos de mar durante la colecta, se llevaron a cabo
evaluaciones de diferentes herramientas de extraccion y recipientes de transporte, se puso
especial énfasis en seleccionar herramientas que permitieran una extraccion segura, evitando
cualquier riesgo de lesiones en sus pies ambulacrales o fracturas en la testa, de esta manera,
se procurd asegurar el cuidadoy proteccion de los organismos recolectados.

Conrelacion a las herramientas utilizadas, se encontro que el cincel, con su forma hexagonal
compuesta por cabeza, mango Yy cufia, fue Gtil en situaciones donde la ubicacion del erizo
permitiera su insercion en la cavidad de la roca, esto permitio extraer a los organismos
formando palanca, sin necesidad de aplicar una fuerza excesiva que pudiera dafiar alguno.
Por otro lado, se evaluaron también las espatulas planas, herramientas que consisten en una
ldmina de metal delgaday flexible con una agarradera (Darrigran et al., 2007). Sin embargo,
se observd que estas espatulas no se adaptaban adecuadamente a la forma de las cavidades
de los erizos ni al organismo en si. Durante la extraccion del medio natural, era necesario
realizar ajustes constantes de la herramienta, para evitar posibles fracturas en el caparazon
del erizo, ademas se debia seleccionar exclusivamente animales que estuvieran fuera de su
cueva, lo que dificultaba y retrasaba el tiempo de colecta, debido a que eran muy pocos los
que se encontraban fuera de su escondite y presentaban tamafios adecuados para la
investigacion.
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1 B

sl

llustracién 6 Métodosy materialde colecta; A. banco de erizos; B. registro de
coordenadas; C. colecta con espatula plana; D. colecta con cincel; E. colecta con espétula
céncava.

La espatula concava con mango (cuchara) por su parte, debidoa su disefio alargado y curvado
con una hendidura en el centro, permitié adaptarse a las cavidades presentes en las rocas
donde los erizos se refugian. El instrumento fue curvado en un angulo deentre 45a 90 grados
para adoptar una forma similar a la letra “L”, esta modificacion permitié acceder a las
cavidades desde diferentes angulos, facilitando la extraccion de los erizos de mar con mayor
eficiencia y seguridad. Recomendacion personal sugerida por el Blg. Orlando Anaguano.

Ademas de las herramientas deextraccidn, otro aspecto crucial que se tuvo en cuenta durante
el proceso de colecta de los erizos de mar fue la seleccion de recipientes de transporte
adecuados, se evaluaron diferentes opciones con el propdsito de proporcionar un entorno

optimo que redujera el estrés y asegurara el bienestar de los erizos durante el traslado.
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Inicialmente, se utilizd una gaveta plastica con aproximadamente 20 litros de agua de mar
para el transporte de los erizos colectados (Ayerbe et al., 2017). Sin embargo, se observo que
la superficie amplia de la gaveta generaba un movimiento excesivo del agua, lo que
provocaba una mayor adhesion por parte de los erizos al recipiente y, en consecuencia, mayor
tensién en sus pies ambulacrales, resultando en un mayor grado de estrés en los organismos.
Como alternativa, se realizé una prueba utilizando un balde de agua, al tener menos superficie
y mayor profundidad el balde logré reducir el movimiento del agua durante el transporte.
Finalmente, se implementd un método de transporte individual utilizando tarrinas plasticas
que reducian el movimiento del agua al minimo, estas tarrinas resultaron ser una excelente
opcion, dado que, al no ser rigidas, permiten sacar a los organismos de la mejor forma posible,
ya que, al hundir el recipiente por fuera, el erizo de mar se desprendia sin ocasionar dafio
alguno en sus pies ambulacrales.

El erizo demar Echinometra vanbrunti, present6 una fuerte respuesta de adhesion en sus pies
ambulacrales al entrar en contacto con objetos desconocidos, volviéndose mas intensa a
medida que el contacto se prolonga. Durante la colecta esta respuesta de fijacion representd
un desafio, ya que el objetivo es extraer al erizo de manera segura, minimizando el estrésy
el dafio en sus pies ambulacrales.

El esfuerzo realizado para desprender al erizo del sustrato cuando la adhesion es prolongada
puede causar lesiones parciales o totales en sus pies ambulacrales, que se manifiestan con
una coloracion verdosa, en situaciones extremas, estos dafios pueden dificultar e inclusive
imposibilitar por completo la movilidad y capacidad de alimentacion del erizo, llegando a
ocasionar incluso la muerte de los individuos. Ademas, el estrés se puede ver manifestado en

la posicion de sus espinas, las cuales tienden a curvarse hacia el cuerpo del erizo en una
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posicién mas recogida y cercana a su cuerpo, el debilitamiento y pérdida progresiva de las

espinas también son indicadores de un estrés prolongado en el organismo.

Tabla 2 Colecta de erizos de mar: herramientas utilizadasy resultados obtenidos

i Herramientas de Colecta iDi i
Variable Recipiente Erizos Erizos Erizos
: A de Colectados en bue Afectados
# Colecta | Espatula Espatula ;o | Transporte estado
concava plana

En la primera colecta se utilizé la espatula, el cincel y una gaveta como recipiente de
transporte, lamentablemente, los resultados fueron desfavorables, ya que los 7 erizos
colectados resultaron afectados, mostrando signos de estrés y lesiones en sus pies
ambulacrales. Estas observaciones indican que la combinacion de estas herramientas no fue
adecuada para minimizar el impacto negativo del traslado de los erizos a un laboratorio.

En la segunda colecta, se implementd el uso de la espatula concava como herramienta de
extraccion, en combinacion con las herramientas utilizadas anteriormente, y se utiliz6 un
balde como alternativa de recipiente. En esta ocasion se observaron mejorias en el estado de
los organismos durante el proceso de aclimatacion, puesto que 3 de los 7 erizos extraidos no
presentaron signos aparentes de estrés en comparacion con la colecta anterior. Esto sugiere
que esta herramienta de extraccion puede ser mas efectiva para minimizar el estrés de los
erizos durante la colecta.

En la tercera ocasion, se opté por utilizar exclusivamente la espatula concava como

herramienta de extraccion y se implementaron tarrinas plasticas como recipientes para
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continuar mejorando las condiciones de transporte de los individuos. Los resultados
demostraron que la combinacion de estos implementos fue exitosa, ya que durante el periodo
deaclimatacion no se observaron erizos de mar en situacion deestrés. Las colectas siguientes
se realizaron utilizando estos mismos implementos y continuaron dando resultados
favorables al tener pocos organismos con sintomas de estrés, 2 durante las colectas faltantes,
que Unicamente se manifestaron en la presencia de espinas decaidasdurante un breve periodo
de tiempo.

En esta investigacion el tiempo transcurrido desde la colecta hasta las instalaciones del
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas de la Universidad Estatal Peninsula de Santa
Elena (CIBE-UPSE), no influyé en las condiciones de estrés del organismo, esta evaluacion

minuciosa garantiz6 que los organismos llegaran en dptimas condiciones a su destino.

8.1.2 Adecuacion del sustrato

Durante el montaje y adecuacion del acuario para los erizos de mar en el laboratorio, se llevd
a cabo un proceso de seleccion y evaluacion de diferentes sustratos. El sustrato desempefia
un papel fundamentalen la creacién deun entorno adecuadoy saludable para los organismos
acuaticos (Schliewen,2016), y se busca encontrar aquel que brinde las mejores condiciones

de sedimentacion, filtracion y reduccion de turbidez en el agua.

En este contexto, se realizaron pruebas utilizando distintos sustratos, como la arena, las
conchillas y las piedras de acuario, con el objetivo de determinar cuél de ellos ofrecia
mayores ventajas y resultados positivos determinar la turbidez del agua y la sedimentacion

de heces y particulas se realizé por medio de la comparacion visual.
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Inicialmente, se prob6 la arena como sustrato, tanto de forma individual como en
combinacion con conchillas y piedras de acuario, sin embargo, se observo que la arena
presentaba desventajas significativas. La constante generacion de corrientes de agua dentro
del acuario necesaria para la adaptacion del organismo en el laboratorio dificultaba el
asentamiento adecuado del sustrato, por lo tanto, las heces no podrian sedimentarse de una
manera correcta. Es importante mencionar que esta prueba no se llevé a cabo con erizos

dentro del acuario.

Por otro lado, se evalué el uso de conchillas como sustrato, y se obtuvieron resultados
prometedores en términos de reduccion de la turbidez del agua. Las conchillas permitieron
mantener una circulacion adecuada del agua sin generar turbidez, lo que contribuy6 a crear
un entorno méas limpio para los erizos, ademas, las heces se asentaban de manera adecuada
en el sustrato, evitando la contaminacién del agua por heces, sin embargo, se observo gue las
conchillas tenian una mayor tendencia a acumular residuos y desechos, lo cual requeria una

limpieza més regular para mantener la calidad del agua.

Finalmente, se opt6 por utilizar una mezcla de piedras de acuario para el sustrato. Esta
mezcla incluy6 piedras pequefias y grandes ademas de cuarzos, el uso de las piedras ofrecia
varias ventajas importantes, por un lado, permiti6 una adecuada circulacion del agua,
evitando la formacion de turbidez y asegurando un entorno limpio para los erizos, ademas de
que las piedras de acuario resultaron ser mas faciles de mantener y limpiar, ya que los
residuos podian ser aspirados o eliminados con mayor facilidad, contribuyendo a mantener

una calidad de agua Optima.
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Turbidez del agua:

1. Agua cristalina. El agua se ve completamente clara, sin ninguna particula en
suspension, y se puede ver a través de ella con facilidad.

2. Moderadamente cristalina. El agua muestra una ligera turbidez con algunas
particulas en suspension, pero aun se puede ver a través de ella con claridad.

3. Ligeramente turbia. ElI agua muestra una ligera turbidez con algunas particulas
suspendidas que afectan ligeramente la visibilidad, pero ain se pueden distinguir los
objetos en el fondo del acuario.

4. Turbia. El agua presenta una turbidez considerable con una cantidad apreciable de
particulas en suspension, lo que afecta la visibilidad, pero ain se pueden distinguir
objetos en el fondo del acuario.

5. Muy turbia. El agua estda muy opaca debido a una alta cantidad de particulas

suspendidas, lo que dificulta ver objetos incluso a corta distancia en el acuario.

Sedimentacion de heces y particulas:

1. Poca sedimentacion. Se observa que las heces y particulas se asientan rapidamente
en el sustrato, manteniendo el agua relativamente limpia.

2. Alguna sedimentacion. Se observa que las heces y particulas se asientan
moderadamente en el sustrato, manteniendo el agua relativamente limpia, pero con
una cierta cantidad de particulas en suspension.

3. Moderada sedimentacién. Las heces y particulas se asientan en el sustrato, pero no

tan rapidamente, lo que puede provocar una cierta turbidez en el agua.
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4. Considerable sedimentacion. Las heces y particulas se asientan con dificultad en el

sustrato, lo que provoca una mayor turbidez en el agua y requiere una limpieza mas

regular para mantener la calidad del agua.

5. Poca o nula sedimentacion. Las heces y particulas permanecen suspendidas en el

agua sin asentarse en el sustrato, lo que contribuye significativamente a la turbidez

del agua.

Tabla 3 Evaluacién de Sustratos para Turbidez del Agua y Sedimentacién de Hecesy Particulas

Sustrato

Turbidez del Agua

Sedimentacion de Heces y Particulas

Arena

5 (Muy turbia)

5 (Poca o nula sedimentacion)

Arena + Conchillas

3 (Ligeramente turbia)

2 (Alguna sedimentacion)

Conchillas

2 (Ligeramente turbia)

3 (Moderada sedimentacion)

Mezcla de Piedras

1 (Agua cristalina)

1 (Poca sedimentacion)
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8.2 Evaluacion de protocolos de obtencion de cromosomas.
8.2.1 Eliminacion de la membrana de fertilizacion
Para la eliminacion de la membrana de fertilizacion, se realizd una comparacion y analisis de
la efectividad entre dos métodos: el empleo de PABA (acido 4 para-amino-benzoico) vy el
uso de urea. La eliminacién de la membrana de fertilizacion es importante porque permite
acceder a las células del embrion de erizo de mar de manera individualizada, lo cual facilita
su preparacion para analisis citogenéticos posteriores. Al remover la membrana de

fertilizacion, se facilita la visualizacion individual de los cromosomas, lo que es esencial para

analizar su morfologia, tamafio, nimero y estructura.

llustracion 7.- Inhibicion de crecimiento embrionario a causa de PABA en diferentes tiempos; A. évulosin
fecundarOmin; B. 6vulo con la membranade fertilizacién alzada 20 min; C. 6vulo en primera division
1h30min.

Autor: Zambrano-Segovia, 2023

En el primer experimento, se empleé PABA en una concentracion de 3 mM en el medio de
fecundacion para la eliminacion de la membrana de fertilizacion, protocolo descrito por
Saotome (1982). EI PABA se agrego6 al inicio, a los 20 minutos después del proceso de
fecundacion (cuando la membrana de fertilizacion ya estaba levantada, y a la 1 hora y 30
minutos, en la etapa de 2 células, para analizar su eficacia en la eliminacion de la membrana

de fertilizacion.

35



Sin embargo, los resultados del primer experimento no fueron favorables, ya que no hubo
fecundacion por parte de los espermatozoides al dvulo. Estos resultados se replicaron para
descartar la posibilidad de error en la preparacion del reactivo. Ademas, se contrastaron los
resultados en un medio de cultivo sin PABA para determinar si el problema residia en el

PABA o si existia algin otro problema. Las pruebas realizadas revelaron que la presencia de

PABA en el cultivo inicial impedia la fecundacion de los gametos.

En el andlisis del PABA agregado a los 20 minutos después de la fertilizacion, cuando la
membrana de fertilizacion ya estaba levantada, se incluyé un grupo de control sin este

reactivo. Se observo que con la presencia del PABA, la célula fecundada no continuaba su

crecimiento y se detenia su desarrollo, sin pasar a la etapa de division para formar doscélulas.

Finalmente, se realiz6 una Gltima prueba con PABA a la 1 hora y 30 minutos después del
proceso de fecundacion, cuando el embrion se encontraba en la etapa de 2 células.
Nuevamente, se observé que el desarrollo del embridn no continuaba, lo que llevé a descartar
el uso de PABA en el protocolo. Con base en informacion cientifica de Eno et al., (2009),

como alternativa, se considerod el uso de urea.
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lustracion 8. Urea 0.5 M A. células expulsadasde la membranade
fertilizacion a causa de la debilitacion de esta B. células embrionariassin

la membrana de fertilizacion.
Se emple6 urea en diversas concentraciones: 0,5 M, 1 M y 1,5 M. Las muestras se
mantuvieron en reposo durante 15 minutos para determinar si se producia una debilitacion

en la membrana de fertilizacién y en qué concentracion se obtenian mejores resultados. En

la primera concentracion de urea evaluada de 0,5 M se pudo observar embriones con la

A e, N
llustracion 9. A. Concentraciondeurea a 1M, B. Concentracién deurea a 1.5 M; células
diseminadas fuera de la membrana celular.

Autor: Zambrano-Segovia, 2023

membrana de fertilizacion con ruptura dando lugar a la disociacion celular, esta
concentracion en todos los ensayos realizados fue en el Gnico que se pudo capturar evidencia
de la salida de células de la membrana de fertilizacion, mostro los mejores resultados y una

debilitacién mas notable de la membrana de fertilizacion, en varios casos, se observé la
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ruptura de la membrana, lo que permitié la salida de las células del embrion en excelente

estado.

En la segunda y tercer concentracion evaluada de 1M y 1.5M respectivamente, En este

proceso se observaron los embriones intactos pero no se observo la presencia de ninguna

célula, lo que indica que la concentracion 2 y 3 tienen un efecto reducido de debilitar la

membrana, asi que la concentracién que dio resultados fue la concentracion 1, urea 0.5M

A continuacion, se presenta una tabla que resume los resultados obtenidos:

Tabla 4 Reactivosy concentraciones utilizadosen el proceso de eliminacién de la membrana de fertilizacion

Reactivo Concentracion Resultados

PABA 3mM No hubo fecundacién por parte de los espermatozoides
(Resultados negativos)

PABA+20min | 3mM Detencion del desarrollo del embrion sin pasar a la etapa
dedivision

PABA+ 1H30 | 3mM Detencion del desarrollo del embrién sin continuar su
crecimiento

Urea 0.5M Debilitacion notable de la membrana de fertilizacion
con ruptura observada en algunos casos

Urea 1M Resultados no concluyentes

Urea 1.5M Resultados no concluyentes

Testigo - No existio disociacion de los embriones

38



Estos hallazgos sugieren que la Urea podria ser una alternativa viable para futuros
experimentos y estudios relacionados con la manipulacién de la membrana de fertilizacion

en los embriones de erizo de mar.

8.2.2 Eliminacion de la membrana nuclear

En el proceso de eliminacion de la membrana del nucleo celular, se utilizaron blastomeros
obtenidos previamente. Estas células fueron tratadas con soluciones hipotdnicas,
especificamente tres concentraciones de Cloruro de Potasio (KCI) y Citrato de Sodio, para
determinar cual induce a la ruptura del ndcleo celular y la liberacion de los cromosomas de

manera mas efectiva.

En la primera concentracion de KCI, que fue de 0.005 M, se observé la presencia de ruptura
del ndcleo celular, esto se evidencié mediante la visualizacion de cromosomas, en algunas

células fueron claramente distinguibles, pero no se apreciaron correctamente.

llustracion 10 Visualizacién de cromosomasen célula tratadacon KCI 0.005M

Al analizar la segunda concentracion de KCI, que fue de 0.075 M, se observo la presencia de
cromosomas en el citoplasma celular. Sin embargo, en algunos casos, la resolucion maxima
del microscopio y la calidad de la observacion de los cromosomas no fue éptima, lo que

sugiere que la concentracion del reactivo utilizado pudo haber afectado la visualizacion.
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En cuanto a la tercera concentracion de KCI, que fue de 0.1 M, no se evidencio la presencia
de cromosomas en las células analizadas, lo que indica que no se produjo la ruptura de la

membrana nuclear.

-

lustracion 11 Visualizacién de cromosomasen llustracion 12 Visualizacién de cromosomasen
célula tratada con KC10.005M célula tratada con KC10.075 M

Autor: Zambrano- Segovia, 2023.

Después de realizar un analisis

comparativo de las tres concentraciones de KCl evaluadas, se determin6 que la concentracion
1, correspondiente a 0.005 M, ofrecié los mejores resultados en términos de la ruptura del
nucleo celular. En esta concentracion, los cromosomas fueron claramente visibles,
presentando una mayor nitidezy permitiendo su observac i6n en un mayor namero de células,

demostrando la mayor eficacia de esta concentracion en comparacién con las otras evaluadas.

En el anélisis de células tratadas con citrato de sodio al 7%, se identificd un aumento notable
en la cantidad de cromosomas presentes. Sin embargo, se observd que estos cromosomas
presentaban una condensacion considerable, lo que dificultaba su visualizacion y descripcion

detallada.

lustracion 13 Visualizacién de cromosomasen
célula tratada con Citrato de sodio al 7%.. 40



En el caso del citrato de sodio al 8%, se detecté una menor cantidad de cromosomas en
comparacion con la concentracién anterior. Esto sugiere que la concentracion mas alta pudo

haber tenido un efecto negativo en la liberacion y visualizacion de los cromosomas.

llustracion 14 Visualizacién de cromosomasen llustracion 15 Visualizacién de cromosomasen
célula tratada con Citrato de sodio al 8%. célula tratada con Citrato de sodio al 9%.

Por otro lado, en la concentracion de citrato de sodio al 9%, se obtuvieron resultados
satisfactorios, similares a los de la concentracién anterior en razén a la presencia de
cromosomas, pero se destaco la presencia de células que mostraban una mayor nitidez y
diferenciacion de los cromosomas, lo que podria indicar que esta concentracion podria ser

favorable para la observacion de cromosomas con mayor claridad.

Tras realizar el analisis correspondiente, se pudo determinar que tanto el cloruro de potasio
como el citrato de sodio demostraron ser efectivos en su funcién de ruptura del nacleo celular
y liberacion de los cromosomas. Sin embargo, al comparar los resultados, se observé que la
concentracion de citrato de sodio al 7% mostré mejores resultados en términos de presencia
de cromosomas en el citoplasma celular, estos cromosomas pudieron ser visualizados con

mayor nitidez y se pudieron observar claramente sus caracteristicas.
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8.2.3 Tipo de cromosomas y caracteristicas observadas.

En los resultados obtenidos, se lograron identificar un total de 15 cromosomas bien definidos,
en el andlisis realizado en tres células, asi también, en otras células se observaron varios
cromosomas compilados y de tamafio muy reducido, sin embargo, debido a la dificultad de

desnaturalizarlos y ampliar la figura sin distorsionar su morfologia resulté imposible realizar

una descripcion cromosémica e identificarlos.

A continuacion, se detalla la identificacion cromosémica lograda en este trabajo:

En una célula que se traté con una solucion hipotonica de KClal 0.005M, se observaron dos

cromosomas acrocéntricos y dos cromosomas metacéntricos.

llustracion 16 Célula con cromosomasen solucién hipoténica de KCl al 0.005M y Una
vision ampliada en la estructura cromosémica
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Ademas, en otra célula que se tratd con una solucion hipotonica de citrato de sodio al 7%, se
pudieron observar 4 cromosomas metacéntricos, 4 cromosomas submetacéntricos y 2

cromosomas acrocéntricos.

lustracion 16 Célula con cromosomasen solucion hipoténica de citrato de sodio al
7% y una vision ampliada en la estructura cromosémica

En unatercera célula tratadacon una solucién hipotoénica decitrato de sodioal 9%, se observo
Unicamente 1 cromosoma submetacéntrico, también existié la presencia de mas cromosomas,
pero debido a la compresion y el tamafio de los cromosomas se dificult6 su visualizacion y

de scripcion detallada.

lustracion 17 Célula concromosomasen solucion hipoténica de citrato de
sodio al 9% y una visidn ampliada en la estructura cromosémica
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8.3 Protocolo de obtencién de cromosomas

1. Preparacion de los organismos.

e Asegurar que los erizos estén en Optimas condiciones de salud y bienestar,
evitando espinas quebradas o decaidas, ni pies ambulacrales dafiados.

e Proporcionar una alimentacion adecuadaa los erizos para acumular reservas
energéticas necesarias para la reproduccion.

e Realizar un acondicionamiento previo a los organismos previo al desove, si
es necesario

2. Induccion al desove
e Aplicar 1 ml de KCI 0,5 M en jerngas de insulina a cada organismo en la
membrana peristomal, diagonal y opuesta a la boca.
e Colocar los organismos en placas Petri con el polo aboral hacia abajo.
3. Fecundacion in vitro
e En un vaso precipitado, mezclar una relacion de 1000:200 6vulos y 1000:5
espermatozoides en agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV
(inmediatamente después de la obtencién de los gametos).
e Controlar constantemente el proceso de fecundacion y desarrollo de los

organismos y mantener una temperatura de aproximadamente + 20°C.

& $20°C E.- 1000: 5

llustracion 18 Proceso de Fecundacioén invitro
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4. Tratamiento con colchicina

e Al existir gran presencia de embriones en etapa de escision entre 8 y 16

blastémeros, tratar los cultivos embrionarios durante 1 hora con 1,0 mg/ml de

/1,0 mg/ml,"

Colcemid

colcemid.

llustracion 19 Proceso de tratamiento con Colchicina

5. Debilitacion de la membrana de fertilizacion:
e Dejar asentar a los embriones y extraer el AMF utilizada en la fecundacion

e Tratar los blastémeros con urea al 0.5 M durante 15 minutos

\
\U‘II

llreaD5M
llustracion 20 Proceso de la debilitacién de la membrana de fetilizacion
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6. Eliminacién de la membrana del nucleo celular

Centrifugar la suspension celular a 1200 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente.
Tratar los blastomeros resultantes con solucion hipoténica de citrato de sodio

7% a 37°C durante 15 minutos y retirar el sobrenadante

»
‘r/ Citrato de

sodio 7%

1200rpm |\ = Q@'f @ TA

10min | ¥ i Jil 570
Yo P -

llustracion 21 Proceso de la eliminacion de la membrana delntcleo celular

7. Fijacion y tincion de los cromosomas

Fijar la suspension celular mediante tres lavados con Carnoy. Para cada
lavado, centrifugar las muestras a 1200 rpm durante 10 minutos. En la primera
centrifugacién, dejar en reposo durante 15 minutos. En la segunday tercera
centrifugacion, dejar en reposo durante 5 minutos.

Realizar la tincion de Giemsa al 2,5% durante 15 minutos.

Colocar alicuotas de 10 pl en portaobjetos, esparcir los blastomeros, colocar
el cubreobjetos

Observe al microscopio.
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lustracion 22 Proceso de Fijacion y tincién de los cromosomas

Materiales, reactivos y equipos

Antes de comenzar con el estudio de citogenética en erizos de mar, es esencial contar con los
materiales, equipos y reactivos necesarios. A continuacion, se presenta una lista detallada de

los elementos indispensables que deben estar disponibles antes de iniciar el estudio

Tabla 5 Materialesy Equipos Utilizados

Carnoy Agua de mar Cémara de flujo laminar
Citrato de sodio 7% Microtubulos Centrifuga

Colchicina Micropipetas Incubadora

Carnoy Placas Petri

Giemsa Porta objetos
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Urea

9 DISCUSION

En trabajos previos, como el realizado por Anaguano (2023), donde se comparo el efecto de
dos dietasexperimentales en el erizo de mar Echinometra vanbrunti en un sistema de cultivo,
y en manuales como el de Ayerbe et al. (2017), se emplearon métodos que buscan minimizar
el impacto fisico en los erizos de mar durante el proceso de colecta y aclimatacion, siendo
este proceso fundamental para permitir el desarrollo desus investigaciones, en linea con estas
necesidades, en nuestra investigacion evaluamos diversas técnicas de colectay aclimatacion,
encontrando que el uso de la espatula concava como herramienta de extraccion y las tarrinas
pléasticas como recipientes de transporte resultaron ser las opciones mas eficientes, en
comparacion con las espatulas planas y las gavetas, estos materiales demostraron ser
efectivos para minimizar el impacto fisico en los pies ambulacrales de los erizos de mar,

contribuyendo asi a su bienestar y supervivencia.

En cuanto al sustrato utilizado en el acuario, se determin6 que las piedras de acuario fueron
la mejor opcion. Estas piedras permitieron una adecuada circulacién del agua, redujeron la
turbidez y facilitaron la limpieza del acuario. Estos resultados son consistentes con
informacion publicada por Schliewen, (2016) en donde se destacO la importancia de
seleccionar sustratos adecuados para mantener un ambiente éptimo y saludable para los
organismos acuaticos, la eleccion de un sustrato adecuado es esencial para crear un entorno

que promueva el bienestar de los erizos de mar y contribuya a su salud y supervivencia.
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En estudios previos sobre la obtencién de cromosomas en equinodermos, se ha empleado
tradicionalmente el acido para-amino-benzoico (PABA) como inhibidor de la enzima
ovoperoxidasa, facilitando asi la eliminacion de la membrana de fertilizacion (Lipani et al.,
1996; Eno et al., 2009; Vacquier, 2011). Sin embargo, nuestros resultados difieren de estos
estudios, ya que encontramos que el uso de PABA en Echinometra vanbrunti fue ineficiente
y obstaculizé el proceso de fecundacion y desarrollo embrionario. Estos hallazgos podrian
sugerir que existen diferencias en la respuesta de las especies a este compuesto o en las
caracteristicas de la membrana defertilizacion en Echinometra vanbrunti. Es necesario llevar
a cabo investigaciones adicionales para comprender mejor los mecanismos involucrados en
la eliminacion de la membrana de fertilizacion en esta especie y evaluar la eficacia de otros
compuestos 0 métodos alternativos. Es importante destacar que el uso de urea en una
concentracién de 0.5 M result6 efectivo para debilitar la membrana defertilizacion y permitir
la liberacion de las células embrionarias. Estos resultados son consistentes con
investigaciones anteriores que han utilizado urea como un agente efectivo en la debilitacion
de la membrana de fertilizacion en otros organismos marinos (Saotome y Komatsu, 2002).
Estos hallazgos resaltan la importancia de realizar estudios especificos para cada especie y
no asumir la eficacia de un protocolo basado Unicamente en resultados obtenidos en otras

especies.

Con relacion a la ruptura del ndcleo celular, se evaluaron dos soluciones hipotdnicas
diferentes, cloruro de potasio (KCI) y citrato de sodio, con el objetivo de determinar cuél de
ellas permitia una mejor visualizacion de las metafases mit6ticas en Echinometra vanbrunti.
Los resultados indicaron que tanto el KCI en una concentracion de 0.005 M como el citrato

de sodio al 7% fueron efectivos en la liberacion de los cromosomas en el citoplasma celular,
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proporcionando una visualizacion clara y caracteristicas bien definidas. Estos hallazgos
concuerdan con un estudio previo realizado en la especie Polymesoda solida (Bivalvia:
Corbiculidae), donde también se utilizd KCl y citrato de sodio como soluciones hipotonicas
para determinar el nmero de cromosomas. En dicho estudio, se encontrd que el KCI permitié
visualizar mejores metafases que el citrato de sodio en esa especie (Molleda, 1999). Estos
resultados sugieren que la eficacia de las soluciones hipotdnicas puede variar entre diferentes
especies y que es importante seleccionar el reactivo mas adecuado para obtener metafases de

alta calidad en cada caso especifico.

La obtencion de preparaciones metafésicas a partir de embriones de erizo de mar ofrece una
alternativa menos invasiva en comparacion con la obtencién a partir de individuos adultos.
Esto resulta especialmente relevante en el caso de especies amenazadas, ya que permite que

los ejemplares adultos sean devueltosa su habitat natural (Castellano, 2015).

En el caso de Echinometra vanbrunti, se identificaron un total de 15 cromosomas en las
células analizadas. Los cromosomas que se obtuvieron deen total de 3 células analizadas que
fueron posibles de identificar los cromosomas, se encontraron la presencia de cromosomas,
metacéntricos, submetacentricos y acrocéntricos, por otro lado, Eno describe en su estudio
que Strongylocentrotus purpuratus presenta dos pares grandes, ocho medianos y diez
pequefios de especies cromosdmicas autosdmica. La optimizacion de un protocolo que
permita obtener metafases de alta calidad a partir de embriones de erizo de mar ampliaria las
posibilidades de utilizar esta especie como modelo en estudios citogenéticos y de biologia
del desarrollo. Ademas, podria impulsar su utilizacion en investigaciones relacionadas con

la explotacién pesquera. Estos avances representan una oportunidad para profundizar en el
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conocimiento genético y cromosomico de los erizos de mar y su aplicacion en diferentes

areas de investigacion.

10 CONCLUSIONES

v" Los resultados obtenidos de la investigacion indican que el uso de espatula céncava
como herramienta de extraccion y las tarrinas plasticas como recipientes detransporte
fueron las opciones mas exitosas para garantizar el bienestar de los erizos de mar
durante el proceso de colecta y transporte, estas herramientas minimizaron el estrés y
las lesiones en los pies ambulacrales de los erizos, lo que asegurd un proceso mMas
favorable para su salud y supervivencia. En cuanto a los sustratos utilizados en el
acuario, los resultados resaltan las ventajas del uso de piedras de acuario, ya que este
sustrato permiti6 una adecuada circulacion del agua, evitando la formacion de
turbidez y asegurando un entorno limpio para los erizos, ademas, las piedras de
acuario demostraron ser méas faciles de mantener y limpiar, lo que contribuyé a
mantener una calidad éptima del agua. Estas consideraciones son esenciales para
preservar la salud de los erizos de mar y garantizar el éxito de futuras investigaciones
y estudios relacionados con ellos.

~ Eluso de PABA en la eliminacién de la membrana de fertilizacion resulté ineficaz y
obstaculizé la fecundacion y el desarrollo embrionario, mientras que la urea en una
concentracién de 0.5 M demostrd ser mas favorable al debilitar la membrana y

permitir la liberacion de las células embrionarias. Ademas, el analisis comparativo
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entre diferentes concentraciones de cloruro de potasio (KCI) y citrato de sodio reveld
que el citrato de sodio al 7% fue el reactivo mas efectivo para la ruptura de la
membrana del  ndcleo celular y la liberacion de los cromosomas, donde se
presentaron, metacéntricos, submetcéntricos y acrocéntricos.

v' El protocolo desarrollado en este estudio ofrece una metodologia eficaz y
reproducible para la obtencion, identificacion y caracterizacion de cromosomas en
embriones de Echinometra vanbrunti, en celulas en division mitotica, brindando

informacion relevante sobre la genética de esta especie.

11 RECOMENDACIONES

Basandonos en los resultados obtenidos en este estudio, se pueden realizar las siguientes

recomendaciones adicionales para investigaciones futuras:

v Investigar diferentes momentos y tiempos de suspension del PABA: Dado que el uso
de PABA no fue efectivo en este estudio, se sugiere realizar investigaciones
adicionales para determinar si el momento y el tiempo de suspension del PABA
pueden influir en su eficacia para la eliminacion de la membrana de fertilizacion.
Explorar diferentes momentos de adicién y duraciones de exposicion puede brindar
informacion sobre la mejor forma de utilizar este reactivo.

v' Ampliar el rango de concentraciones de urea y citrato de sodio: Aunque se
encontraron concentraciones efectivas en este estudio, se recomienda ampliar el

rango de concentraciones de urea y citrato de sodio para evaluar si existen otras
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concentraciones que puedan brindar mejores resultados en términos de eficacia y
visualizacion de los cromosomas. Esto permitira identificar las concentraciones
Optimas para la ruptura de la membrana de fertilizacion y la liberacion de los

cromosomas.

Volver a realizar este trabajo para tener una comprension completa de los
protocolos de obtencién de cromosomas, Y lograr obtener el cariotipo para

posteriormente realizar estudios comparativos con otras especies de erizos de mar.

Contar con equipos de microscopia de alta resolucion para realizar un estudio

completo de citogenética
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