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RESUMEN

La presente investigacion de tipo Cuasi-Experimental con disefio completamente al
azar, tuvo como objetivo determinar el efecto in vitro del extracto acuoso de
Chenopodium quinoa “quinua” sobre la movilidad y viabilidad de espermatozoides de
Tetrapygus niger “erizo de mar”. Para el experimento se utilizaron 6 muestras de
esperma de erizo de mar, que fueron divididos en 2 grupos (3 para movilidad y 3 para
viabilidad). Cada muestra fue recolectada en vaso de precipitado, para luego ser
diluidas con agua de mar estéril y observar el efecto del extracto a tres
concentraciones: 50%, 75% y 100% a diferentes tiempos: 20 segundos, 3 minutos y
5 minutos, asi mismo para cada concentracion se obtuvo un basal pre inoculacién del
extracto, para las lecturas se utilizé un microscopio de amplio espectro a 40x. Como
resultado se obtuvo que: el extracto de Chenopodium quinoa a una concentracion de
50% y 75% disminuye la movilidad y viabilidad espermatica; la inmovilidad y
mortalidad total se evidencia con una concentracién al 100%. (p=0.000<0.01). Se
concluye que el extracto acuoso de Chenopodium quinoa al 100% inmoviliza y
conduce a la mortalidad total de los espermatozoides de Tetrapygus niger.

Palabras clave: Espermatozoides, Plantas Medicinales (DsC)
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ABSTRACT

The objective of this quasi-experimental research with a completely randomized
design was to determine the in vitro effect of the aqueous extract of Chenopodium
quinoa "quinoa" on the motility and viability of Tetrapygus niger "sea urchin"
spermatozoa. For the experiment, 6 sea urchin sperm samples were used, which were
divided into 2 groups (3 for motility and 3 for viability). Each sample was collected in a
beaker and then diluted with sterile sea water to observe the effect of the extract at
three concentrations: 50%, 75% and 100% at different times: 20 seconds, 3 minutes
and 5 minutes, likewise for each concentration a pre-inoculation basal of the extract
was obtained, for the readings a broad spectrum microscope was used at 40x. As a
result, it was obtained that: Chenopodium quinoa extract at a concentration of 50%
and 75% decreases sperm mobility and viability; immobility and total mortality is
evidenced with a concentration of 100% (p=0.000<0.01). It is concluded that the
aqueous extract of Chenopodium quinoa at 100% immobilizes and leads to total

mortality of Tetrapygus niger spermatozoa.

Keywords: Spermatozoa, Medicinal Plants (DsC)
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|. INTRODUCCION
1.1. Problema de investigacion
a. Descripcion de larealidad problematica

En el mundo existe desde la antigiiedad, problemas de sobrepoblacion, embarazos
no planificados y asociado a ello las enfermedades de transmision sexual. Esto se
encuentra vinculado directamente a la poca importancia que se le da a la educacion
de la poblacion sobre temas relacionados a la salud sexual y reproductiva la cual es

de suma importancia para erradicar dichos problemas.?

Segun cifras del Instituto Nacional de Estadistica e Informatica a nivel nacional se
inscribieron 581 mil 22 nacimientos. La Organizacion Mundial de Salud indica que
“aunque el uso de anticonceptivos ha aumentado en los ultimos 30 afos, hay en todas
las regiones muchas mujeres sin tener acceso a meétodos modernos de

anticoncepcion”.?

La planificacion familiar permite controlar la fertilidad y por ende evitar los embarazos
no planificados, previniendo problemas de salud. Por ello se encuentran varias
opciones de anticonceptivos que alcanzan mas del 90% de efectividad entre los de
tipo hormonal. Sin embargo, ya sea por condiciones econdmicas 0 en su mayoria por
la poca informacién que tienen las parejas y entre ellas los adolescentes en su

mayoria, existe un limitado acceso a estos métodos de planificacién.?

En la actualidad, a pesar de tener una amplia gama de anticonceptivos existe un
aumento progresivo de los embarazos no planificados y estos en su mayoria son en
adolescentes. Segun la OMS, “cada ano dan a luz alrededor de 16 millones de
adolescentes entre 15y 19 afios, lo que representa el 11% de todos los nacimientos
registrados en el mundo”. Este tema es bastante preocupante ya que ocurre con
mayor regularidad en paises en desarrollo donde existe en la mayoria de la poblacion
altos indices de pobreza, pobreza extrema y bajo grado de instruccion. Sumado a ello
se encuentra la poca importancia que le da las autoridades a estos temas que son de

importancia para solucionar varios problemas de salud en la poblaciéon.*

Existe una amplia gama de métodos anticonceptivos entre los que se encuentran
métodos naturales, hormonales, de barrera en este ultimo incluye: el diafragma, los

preservativos, el dispositivo intrauterino (DIU), los espermicidas, entre otros. Los



espermicidas son barreras quimicas que contienen un principio activo (nonoxinol-9)
gue evita que los espermatozoides lleguen al 6vulo, el cual, al ser de naturaleza
guimica, no solo dafa la bicapa lipidica de los espermatozoides, sino también altera
la flora vaginal causando irritacion en esta zona y como consecuencia exponernos a
contraer infecciones de transmision sexual. Es por esto que se debe realizar
investigaciones en torno a este tema buscando alternativas mas naturales y con

menos efectos adversos.*

Desde hace muchos afios la medicina tradicional ha sido de mucha ayuda en la
poblacién de los paises en desarrollo, ya sea de forma preventiva o como tratamiento
de las enfermedades primarias; aun en la actualidad se sigue observando que el uso
de la medicina tradicional prevalece en un 70 y 80 % de la poblacién ancestral porque

creen y se sienten seguros con la medicina natural.®

Segun investigaciones revisadas se halla gran variedad de plantas que presentan
actividad espermicida, las mas resaltantes son Sapindus saponaria “jaboncillo de
campo”, Dianthus caryophyllus “clavel”, Desmodium adscendens “manayupa”, entre
otros. En estos experimentos los investigadores encontraron resultados positivos,
tanto en animales de experimento como en humanos. Entre los componentes hallados
en varias plantas, estan las saponinas, moléculas similares a los detergentes que
pueden dafiar la membrana espermética alterando su composicion lipidica.
Quimicamente las saponinas son glucésidos que al ser hidrolizadas expulsan varias
unidades de azucares y agliconas libres de azlcares que son derivados de sistemas

de anillos policiclicos “sapogeninas”. 3¢

Algunas propiedades que presentan las saponinas se descubrieron hace bastante
tiempo, a diferencia de otras que se van descubriendo en la actualidad; entre ellas su
actividad anti-edulcorante y Utero-constrictora son las mas destacadas. También cabe
mencionar su actividad citotoxica y antitumoral, antibacteriana/antimicrobiana,

antiinflamatoria, antifingica y molusquicida.”’

La quinua tiene un alto valor nutricional, debido a su buen equilibrio de los
aminoacidos esenciales, especialmente la cisteina, el triptéfano, la metionina y la
lisina. Ademas, son ricas en vitaminas del complejo B, C y E y sales minerales.
También es importante el contenido de la saponina en la quinua que se encuentra en
el pericarpio, que va desde 0-6% dependiendo el grado de toxicidad, lo cual se elimina

por lavado y friccion.®



En la industria, se procesa el grano de la quinua con el fin de disminuir el amarguillo
y asi ser utilizado en la elaboracién de diversos productos. Sin embargo, en la
actualidad a surgido un alto interés en el analisis de metabolitos secundarios, ya que
este alimento es procesado y consumido en el mundo por lo cual la posiciona como

una fuente rica en saponinas, pero poco ha sido explorado.®

Si las mujeres, en especial las adolescentes tuvieran mayor acceso a meétodos
anticonceptivos, el indice de los embarazos no deseados y los abortos clandestinos
tendria una disminucién anual favorable, es asi que se crey6 conveniente dar uso a

las saponinas de la quinua.
b. Formulacién del problema:

¢,Como es el efecto in vitro del extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua”
sobre la movilidad y viabilidad de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo

de mar” Universidad Privada Antenor Orrego 20207
1.2. Objetivos:
1.2.1. Objetivo General:

Determinar el efecto in vitro del extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua”
sobre la movilidad y viabilidad de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de

mar”. Universidad Privada Antenor Orrego 2020.

1.2.2. Objetivos Especificos:
Determinar el tipo de desplazamiento de espermatozoides in vitro de Tetrapygus niger
“erizo de mar” antes y después de la aplicacion del extracto acuoso de Chenopodium

qguinoa “quinua’.

Determinar el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos in vitro de Tetrapygus
niger “erizo de mar’ antes y después de la aplicacion del extracto acuoso de

Chenopodium quinoa “quinua”.



1.3. Justificacién del estudio:

La planificacion familiar involucra el uso de diversos métodos anticonceptivos para
regular la fertilidad de la poblacién en edad reproductiva. Asimismo, esta no es una

tarea facil ya que la tasa de embarazos no deseados es cada vez mas alta.

Para ello se realizé la siguiente investigacion orientada al descubrimiento de una
nueva opcion anticonceptiva utilizando Chenopodium quinoa “quinua” por su alto
contenido de saponinas, donde se podra observar mediante el microscopio el efecto
del extracto sobre los espermatozoides. Ademas, al encontrarse positiva esta
investigacion es muy favorable para la poblacion ya que es de facil manejo para la
mujer y también servirda como un complemento para el uso de preservativo “condén”,
capuchon cervical, anillo vaginal, y asi disminuir el porcentaje de fallo de estos

meétodos anticonceptivos.

De probarse esta hipotesis, la informacion serd util para extrapolar los resultados a
nuevos estudios, de esta manera poder plantear nuevas medidas de prevencién con
Chenopodium quinoa “quinua” y evitar embarazos no planificados. Asimismo, nos
permite demostrar la efectividad de Chenopodium quinoa “quinua” y rescatar su
utilidad beneficiosa no solo como alimento completo, sino también como excelente
anticonceptivo que con el paso de la investigacion se determinard su efecto en la

movilidad de los espermatozoides u otra forma de actuar ante ellos.



II. MARCO DE REFERENCIA
2.1. Marco Teorico:
La quinua es un pseudocereal que se ha cultivado en los Andes americanos desde la
época prehispanica, exclusivamente en Peru y Bolivia. La regiéon andina, es conocida
por dar originalidad a una gran variedad de cultivos nativos entre ellos la quinua, la
cual hace varios afios se us6 de alimento basico de las antiguas culturas de los Andes

y se distribuye en distintos lugares agricolas del “pais.t011

La planta de la quinua tiene un periodo vegetativo entre 90 hasta 240 dias, por ello se
cultiva anualmente; ésta es herbacea y dicotiledénea, que crece aproximadamente
entre 0,2 a 3,0 m; con 200 a 280 ml de lluvia al afio, crece en tierras acidos y alcalinas.
(4,5 hasta 9pH) también crece en suelos arenosos y arcillosos. El tallo principal puede
presentar ramificaciones segun el ecotipo, raza, densidad de siembra y de las

condiciones del medio en el que sean cultivadas.'?13

Este grano contiene gran cantidad de nutrientes, ya sea por sus componentes tanto
qguimicos y/o proteicos, que va del 12 y 22 %. En cuanto a calidad, se considera que
las proteinas que presenta la quinua son de mejor calidad a comparacién de otros
alimentos, esto es debido a que tiene un buen balance de los aminoacidos esenciales,
siendo los méas destacados el triptéfano, la cisteina y la metionina. Asimismo, la
semilla de quinua tiene un alto contenido en vitaminas del complejo B, C y E, ademas

de sales minerales entre las que se encuentran: fésforo, hierro, calcio y potasio.'4

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
en el aio de 1996 cataloga a la quinua como uno de los cultivos promisorios de la
humanidad, por sus maravillosas propiedades benéficas como una alternativa de
solucion a problemas serios de nutricion humana. Actualmente, mediante los recursos
tecnoldgicos se esta evaluando la elaboracién de productos mas sofisticados, como
la obtencion del aceite de quinua, el almidon, contenido proteico, colorantes de las
semillas y hojas, la saponina y entre otros. Todo esto es de mucha importancia a nivel
econdémico, nutritivo y fisicoquimico ya que se obtienen productos alimenticios,

guimicos, cosméticos y farmacéuticos.!?



En relacién con las saponinas, se definen como compuestos secundarios de las
plantas en las que las podemos encontrar a manera de glucésidos. Presentan una
estructura hidrocarbonada compleja, la cual puede subdividirse en una sapogenina o
aglicona y en una cadena de azUcar o mas. La sapogenina a su vez, por su naturaleza
y el tipo de esqueleto por el que esté compuesta, puede clasificarse en esteroides
“neutras” y triterpenoides “acida”. Al realizar una solucién acuosa podremos observar
gue al agitarla se forma una espuma muy estable y abundante, este hecho pudo
originar etimolégicamente el nombre genérico que se brinda a estas sustancias que

provienen del latin sapon “jabon”.1516

Existe una gran variedad de granos de quinua, cada una con distinta cantidad de
saponinas, minerales, humedad y otros componentes. La concentracién de saponina
en las diferentes variedades de quinua es de entre 0-6%. Por ejemplo, esta la quinua
dulce la cual se caracteriza por ser un grano pequefio, a diferencia de la variedad real,
gue posee un grano mas grande alcanzando un didmetro de 1.8 mm y su saponina es

una de las mas amargas.41’

La quinua tiene una cubierta externa llamada episperma que esta conformada por
cuatro capas. La mas externa que presenta una superficie rugosa, quebradiza, que al
frotarla se puede desprender facilmente, es ahi donde se halla la saponina que le
proporciona el amarguillo a la quinua. Su adherencia a la semilla se da de manera
distinta de acuerdo con los genotipos. Los agricultores realizan un proceso de
aislamiento de saponinas con el fin de preservar los diversos compuestos de la
quinua, especialmente las proteinas. Sin embargo, dicho proceso tiene como
consecuencia negativa la generacion de grandes volimenes de residuos sélidos
secundarios los cuales casi siempre terminan contaminando las aguas naturales y

generan un efecto negativo en el medio ambiente.14.18.19

A nivel industrial, existen tres métodos que son empleados para el proceso de
desaponificacion de la quinua: El primero es por via seca, ya que se realiza un
tratamiento seco del producto a tratar mediante un sistema abrasivo de paletas; el
segundo es un proceso por via humeda, que consiste en remojar previamente la
quinua y un posterior lavado, acompafiado de una agitacion constante; el tercero es

un proceso combinado, por lo que se va a remover la mayoria de saponinas por via

6



seca Yy lo que queda de saponinas en el grano seran removidas a través de cortos
tiempos de lavado. De ellos el proceso que es mas efectivo es el combinado ya que

se logra eliminar casi en su totalidad la saponina de la semilla de quinua.?°

Entre los diferentes tipos de anticonceptivos se encuentran los métodos de barrera,
los que se definen como técnicas que impiden la entrada de los espermatozoides al
Utero de la mujer ya sea por medio mecanico o quimico, o por ambos. Sin embargo,
se aconseja que se utilicen de manera combinada para lograr una mayor efectividad.
Por ejemplo, los espermicidas deben usarse juntamente con otros métodos
anticonceptivos, tales como los diafragmas, capuchones cervicales y/o preservativos.
En caso de realizarse un uso correcto y constante de estos métodos de barrera y de

manera conjunta pueden lograr una efectividad entre 92% y 96%.12

Con respecto a los espermicidas, estos son preparaciones que tienen dos
compuestos: la base o tipo de presentacioén, la cual va a facilitar que el producto se
pueda esparcir ya sea a manera de gel, espuma o supositorio; luego esta el agente
guimico donde esta presente el principio activo que realiza su accidon espermicida
disolviendo los componentes lipidicos que se encuentran en la membrana
espermatica, inmovilizando y matando a los espermatozoides de acuerdo con su dosis
y/o concentracion. Estos agentes en los que estan presentes los espermicidas,
generalmente son surfactantes entre los que destaca el Nonoxinol-9, y los menos

comunes son el octoxinol y el menfegol.t

Como todo método anticonceptivo los espermicidas tienen sus desventajas, ya que al
ser agentes quimicos pueden tener componentes irritantes que alteran la mucosa
vaginal ya que contribuye al aumento de la citotoxicidad sobre el epitelio vaginal
alterando la flora vaginal y con ello aumentando la posibilidad de contraer infecciones
de transmision sexual, lo cual ha hecho que se cuestione su uso. Por ello deben ser
métodos seguros y eficaces. Ademas de ello, existen otras desventajas del nonoxinol-
9 como son: pueden llegar a generar un efecto teratogénico y una reaccion alérgica
local, las cuales traen como consecuencia efectos negativos en las parejas que lo

usan.??



Para ser mas especificos con respecto a lo mencionado en el parrafo anterior se
entiende que el nonoxinol-9 es un agente de origen quimico que esta presente como
principio activo de los espermicidas que se comercializan hoy en dia. Dicho agente
tendria como efecto secundario ocasionar dafo al epitelio vaginal, pues carece de
especificidad celular, lo que trae como consecuencia la alteracion no solo de la
membrana espermatica, sino también de las células superficiales del epitelio vaginal.
Es por ello que se esta optando por una alternativa natural como son los extractos
vegetales para un método anticonceptivo, esto va a permitir que dicho extracto que
contenga principios activos con la actividad espermicida como son las saponinas sea

igual o mas eficaz y ademas no cause dafio celular en el epitelio vaginal.*

En la actualidad, para realizar un estudio que requiera el uso de espermatozoides se
estd usando el esperma de erizo de mar para observacion y experimentacion. El poder
comprender mejor la fisiologia de esta especie nos podria aportar nuevos
conocimientos aplicables al area de la salud y poder solucionar problemas de

infertilidad y anticoncepcion.?

Las caracteristicas fisicas del erizo de mar son que tiene forma esférica y globosa, y
carece de brazos, tiene un caparazon que esta formado por placas unidas entre si, la
cual esta cubierta por muchas espinas moéviles. Esta especie habita en los fondos
marinos, donde se traslada lentamente gracias a sus espinas y a sus pies
ambulacrales. El cuerpo del erizo esta formado por 2 hemisferios: uno oral, que es por
donde se alimenta, y otro aboral, que es por donde defeca. En cuanto a su
reproduccion es exclusivamente sexual, ya que cuenta con diferenciacién sexual de

machos y hembras.?324

La fecundacién en los organismos acuaticos se da con mas frecuencia de manera
externa, es por ello que tanto machos como hembras liberan en el agua grandes
cantidades de Ovulos y espermatozoides de forma simultdnea. Es gracias a ello que
al realizar un estudio se puede observar con mayor facilidad a los 6évulos y
espermatozoides de estos organismos, como también su fecundacion y posteriores
estadios del desarrollo embrionario. Los erizos hembras ponen alrededor de un billén
de ovocitos para ser fecundados y los erizos machos expulsan varios millones de

espermatozoides.?®



2.2. Antecedentes de estudio:

Gallego V, Arango S, Cano D, [et. al]. (Cuba 2015).%¢ Realizaron un estudio acerca de
“Geles con accién espermicida a base de plantas, aplicacion de la medicina tradicional
en la anticoncepcion”. dando por resultado la reduccion de la movilidad y viabilidad
espermatica gracias a los extractos de plantas medicinales, cabe mencionar que el

clavel tiene bajo efecto citotoxico sobre la linea celular HelLa.

Mena L, Tamargo B, Salas E, [et. al]. (Cuba 2015).?’ Realizaron una investigacion
titulada “La determinacién de saponinas y otros metabolitos secundarios en extractos
acuosos de Sapindus saponaria L. “jaboncillo”. Dando por conclusion que contiene
alta importancia farmacoldgica, porque contiene metabolitos secundarios en los
extractos acuosos. Por ello se debe mencionar que la concentracion mas alta de las

saponinas esta en el fruto.

Ospina L, Alvarez A, Arango V, [et. al]. (Cuba 2013).28 Realizaron un estudio acerca
de: “Actividad espermicida y citotoxica del extracto de Sapindus saponaria L
“‘jaboncillo”. Donde concluyeron que podria ser una nueva opcion de espermicida

natural con efectos adversos menores el extracto de Sapindus saponaria L.

Uribe M, Ospina L, Alvarez A, [et. al]. (Colombia 2012).2° Realizaron un estudio acerca
de “Espermicidas: Una Alternativa de Anticoncepcion para Considerar", donde
concluyeron que existe la necesidad de proponer nuevos espermicidas naturales que
tengan principio activo efectivo y menos efectos secundarios en comparacion a los

espermicidas sintéticos, ya que presentan varias desventajas y ventajas.

Puerta J, Cardona D, Alvarez A, [et. al]. (Cuba 2012).3° Realizaron un estudio acerca
del “efecto del extracto de Anethum graveolens, Melissa officinalis y Calendula
officinalis sobre espermatozoides humanos”. Donde concluyeron que el extracto de
Melissa officinalis tiene mejor resultado en la disminucion de la movilidad y viabilidad

de los espermatozoides con una dosis de (p< 0,05, 5 min vs. control).



A nivel nacional tenemos, Acaro E. (Perti 2010).3! Realiz6 una tesis titulada “Efecto
anticonceptivo y post-coital del extracto etandlico de Desmodium molliculum (HBK).
DC. “Manayupa” en ratas hembra cepa Holtzmann”. donde se demostré que el
extracto etandlico tiene efectividad anticonceptiva y poscoital en las ratas hembras,

en condiciones experimentales.

2.3. Marco Conceptual:

EXTRACTO: Es un preparado liquido que se elabora de las plantas con agua o con
otro tipo de solvente como etanol, benceno, cloroformo con el fin de extraer el principio

activo.?8

QUINUA: Es un pseudocereal, herbacea y erguida. La quinua se considera como una

semilla vegetal y es consumida como cereal.'?

ESPERMICIDA: Son barreras quimicas compuestas que se encuentran en diferentes
presentaciones, geles, cremas, espumas, supositorios, etc. Estos métodos se pueden

usar por si solos o de manera conjunta con otros métodos anticonceptivos.3!

2.4. Sistema de Hipoétesis

2.4.1. Hipotesis de trabajo o de investigacién (Hi).

El extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” no favorece la movilidad y
viabilidad in vitro de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar”.

2.4.2. Hipotesis nula (Ho).

El extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” favorece la movilidad y viabilidad

in vitro de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar”.
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2.5. Variables

2.5.1. Tipos de Variables
2.5.1.1. Variable dependiente

- Movilidad de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar”.

- Viabilidad de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar”.

2.5.1.2. variable independiente

- Concentracion estandar del extracto acuoso de Chenopodium quinoa

‘quinua”
Variable Definicion Operacional [Escala de | Tratamientos| Indicador
independiente Medicion
Un extracto acuoso C1l: 50%
elaborado de la saponina
Concentracion | de Chenopodium quinoa
Estandar “quinua” con la que C2: 75%
obtendremos la Concentraci
disminucién espermética Nominal ones
tanto en movilidad como C3: 100% efectivas
viabilidad de los
espermatozoides de
Tetrapygus niger “erizo de
mar”.
Variable Definicién Operacional Indicador Escala de
Dependiente Medicion
Caracteristicas de la Movilidad Intervalo/ Razén
actividad espermatica que | Espermatica. Desplazamiento
Actividad seran evaluados mediante
Viabilidad Intervalo/ Razon

Espermatica

la movilidad y viabilidad
de los espermatozoides
de Tetrapygus niger "erizo

de mar”.

Espermatica.

Cambio de color
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lIl. METODOLOGIA
3.1. Tipo y nivel de Investigacion
3.1.1. Tipo de investigacion: Basica

3.1.2. Nivel de investigacion: Cuasi-Experimental

3.2. Poblacion:
Para la investigacion se utiliz6 un aproximado de 3 600 espermatozoides de 18
Tetrapygus niger “erizos de mar” en periodo reproductivo, que tengan movilidad

progresiva.

3.2.1. Muestra:
Segln criterios de la OMS 24, se consideré6 una muestra de 10 uL de semen de
Tetrapygus niger “erizo de mar” previamente diluido en agua de mar, contando

aproximadamente 200 espermatozoides en al menos 5 campos.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusién:

- Muestras de esperma en periodo reproductivo.
- Espermatozoides con buena movilidad.

- Volumen espermatico mayor a 1.5 mililitros.

Criterios de exclusion:

- Erizos hembra.

- Muestras de esperma contaminado.

- Extracto acuoso de quinua contaminado.

- Espermatozoides sin movilidad.

3.3. Disefio de Investigacion:

Esta investigacion cumple con las caracteristicas del disefio completamente al azar
(DCA) porque la prueba esta basada en el analisis de varianza, donde la varianza total
se descompone en la varianza de los tratamientos y la varianza del error. Asi mismo
se realiza la prueba de comparacion de proporciones en un orden aleatorio

completo.®*
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3.4. Técnicas e instrumentos de Investigacion:
Se utilizé la técnica de observacion en el microscopio lo cual nos permitio recolectar

los datos, para asi emplear las tablas pre y post inoculaciones.

Recoleccion del material botanico:
Las semillas de Chenopodium quinoa “quinua” se obtuvieron en las zonas aledanas

de la ciudad de Huamachuco, provincia de Sanchez Carridn. (anexo 3)

Preparacion del extracto acuoso de Chenopodium quinoa:

Primero se retiraron las impurezas de la materia organica, utilizando tamices de
diferentes grados. Luego se peso 20 gramos de las semillas de quinua, se le agrego
100 mL de agua destilada y se lleva a ebullicion, durante 30 - 45 minutos para separar
las saponinas. Dichas actividades se realizaron con la finalidad de extraer el principio
activo de la parte externa de las semillas. Posteriormente se filtré con gasa esterilizada
con el propdsito de eliminar la mayor cantidad posible de almidon, y de esa manera
obtener solo el principio activo. Finalmente se llevé a vaporizaciéon en una estufa a 60
°C para tener las saponinas en polvo y asi poder disolver el principio activo con agua
de mar estéril y asi dosificar para obtener las tres concentraciones; C1: 100%, C2:
75% y C3: 50% con la formula de C1 . V1 = C2 . V2 (anexo 4)

Por ejemplo:
Cl .vli=C2 .V2 AGUA EXTRACTO
100% (X) = 50% (1,000 mL) 100% = OmL + 100 mL
X = 50,000 75% =250mL + 750 mL
100 50% =500 mL + 500 mL

X =500 uL (extracto)

Recoleccién del material biologico:

Previo al experimento se realizé la identificacion de la especie biolégica mediante el
estudio de caracteres morfolégicos a juicio de expertos de los del Laboratorio de
Biologia de la Universidad Nacional de Trujillo (UNT). El material que se usé fue
esterilizado; asi como el agua de mar se realiz6 filtracién y autoclave, para evitar la

contaminacion y posibles alteraciones durante el experimento.
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La obtencion de los especimenes de Tetrapygus niger “erizo de mar” se realiz6 en la
playa de Huanchaco, ubicado en la ciudad de Truijillo, lo cual se mantuvieron vivos en
una pecera con agua de mar y se alimenta con algas y comida de peces hasta su
traslado al laboratorio para poder realizar el experimento sin demora con el fin de

mantener vivos a los erizos de mar. (anexo 3)

Recoleccion de las muestras:
Para cada repeticion se utilizé 6 muestras de semen de erizos de mar, que fueron
divididos en 2 grupos de 3 (3 para movilidad y 3 para viabilidad), teniendo en cuenta

los criterios de inclusion.

Extracciéon de los gametos:

Para dicha recoleccién se sujeto a los erizos con la zona plana oral hacia arriba, donde
se encuentra el gonoporo para inyectarle con una jeringa 1.5 ml de solucion KCI al
0,5M a cada uno. Luego se agité con movimientos suaves al erizo con el fin de que el
KCl entrara a él. Es aqui donde tenemos que esperar un cierto tiempo para la salida
de los gametos. Se podran diferenciar a los gametos mediante la coloracion, pues la
coloracion de los ovocitos es roja y de los espermatozoides es de color blanca;
posteriormente se coloco al erizo macho por la parte aboral en un vaso de precipitado
para recolectar el esperma y luego diluir en una placa petri 1 gota de esperma en 10
mL de agua de mar filtrada y autoclavada previamente para asi poder obtener la

muestra y realizar el experimento. (anexo 5)

Andlisis de la muestra de semen:

Se realizd un estudio de la movilidad y viabilidad espermatica de acuerdo a los
lineamientos establecidos por la OMS en el manual de laboratorio para el anélisis de
semen del 2010. En el examen microscopico se realizé la clasificaciéon de los
espermatozoides segun su tipo de movilidad y el conteo de los espermatozoides vivos
y muertos con la muestra obtenida previamente, lo cual se mantuvo a una temperatura

adecuada de 5 a 15 °C, y evitar alteraciones en la muestra.?*

Para la movilidad, se utilizd 10 uL semen previamente diluido y se coloco en un

portaobjetos cubierto con un cubreobjetos de 22x22 y contar en 5 campos, al menos
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200 espermatozoides en movilidad progresiva (PR), y asi obtener el basal. Para
evaluar el efecto espermicida se mezcl6 30 uL de semen diluido, con 30 uL de extracto
y se coloco en viales rotulados para cada concentracion, luego se tomé 10 uL de la
mezcla y se observd en un microscopio a 40X en diferentes tiempos de 20 segundos,
3 y 5 minutos, para posteriormente ser clasificados de la siguiente manera:
espermatozoides con movilidad progresiva (PR), espermatozoides con movilidad no

progresiva (NP) y espermatozoides inméviles (IM).2425

En cuanto a la viabilidad, se vuelve a realizar el procedimiento de la movilidad pero
con otra muestra, en donde se toma de los viales 10 uL de la mezcla y se coloco en
un portaobjetos con 10 uL de Eosina-Y al 0.5% protegiendo la muestra con un
cubreobjetos, y ser evaluado a diferentes tiempos de 20 segundos, 3 y 5 minutos para
luego clasificarlos como espermatozoides muertos aquellos que se tiflan de color
rosado y los que no se tifleron como espermatozoides vivos, si solo se tifie la zona del
cuello o la cabeza tiene una ligera coloracion rosa, se considera que el
espermatozoide esta vivo. Todos los ensayos se hicieron por duplicado y como

minimo 3 veces.?* (Anexo 6)

Segun el manual para andlisis de semen, se considera normal la movilidad cuando el
porcentaje de espermatozoides progresivos es superior al 32% y la movilidad total en
40%. En cuanto a la viabilidad espermética, se considera normal cuando el porcentaje

de espermatozoides vivos es mayor o igual a 58%. 24

3.5. Procesamiento y analisis de datos

Analisis de datos:

El anadlisis de los resultados se realiz6 utilizando estadistica descriptiva tal como:
tablas, gréficos estadisticos y estadistica inferencial como las pruebas de
comparacién de proporciones para determinar el efecto del extracto acuoso de
Chenopodium quinoa sobre la movilidad y viabilidad de los espermatozoides de
Tetrapygus niger “erizo de mar”. Los datos recolectados fueron procesados en Excel
e IBM SPSS V.23 (anexo 1y 2)

15



3.6. Consideraciones Eticas
Veracidad: Todo lo recolectado y escrito en el presente trabajo es veraz basado en
experiencias de la zona donde se recolectaron los datos y conceptos sacados de

bibliografias confidenciales.

Confidencial: Todo lo dicho en el proyecto de investigacion esté escrito de manera
detallada de tal forma que sea entendible para los lectores.

Honradez: Este trabajo fue realizado de acuerdo a las normas establecidas y de una

manera transparente sin alterar ningun resultado.
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IV. RESULTADOS:

4.1. Anédlisis e interpretacion de resultados:

Tabla N° 1: Prueba de comparacion de proporciones para la movilidad espermatica

del Tetrapygus niger, a una concentracion de 50% del extracto Chenopodium quinoa.

C1: 50% Grupos de comparacion
Basal - 20 segundos Basal - 3minutos Basal - 5minutos
PR NP IM PR NP IM PR NP IM
P: 0.97 0.03 0 0.97 0.03 0 0.97 0.03 0
P2 0.48 0.1 042 0.125 0.11 0.765 0.045 0.125 0.83

Estadistico Z 13.13 -2.87 -12 3211 -3.17 -255 4873 -3.61 -31.3

p-valor 0.999 0.002 1999 0.999 J.000 0.000 0.999 0.000 2J.000

Nota: PR= movilidad progresiva NP=movilidad no progresiva  IM= espermatozoides inmdviles

Interpretacion: En la Tabla 1, se observa que el 42% de los espermatozoides
alcanzan inmovilidad a los 20 segundos, el 76.5% de los espermatozoides alcanza
inmovilidad a los 3 minutos y el 83% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a
los 5 minutos. La concentracién al 50% del extracto Chenopodium quinoa alcanza al

83% de los espermatozoides en situacion de inmovilidad.

Resultados de la prueba de comparacion de proporciones determina que la diferencia
entre los grupos en relacion a la inmovilidad de los espermatozoides del Tetrapygus

niger es altamente significativa (p=0.000<0.01).
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Tabla N° 2: Prueba de comparacion de proporciones para la movilidad espermatica

del Tetrapygus niger, a una concentracion de 75% del extracto Chenopodium quinoa.

C2: 75% Grupos de comparacién

Basal- 20s Basal-3min Basal-5min

PR NP IM PR NP IM PR NP IM

- 0945 0.085 O 0.945 0085 O 0.945 0.085 O
- 0.415 0.15 0.47 0.075 0.16 076 O 0.05 0.95
Estadistico z 13.8 -1.001 -13.3 35.32 -2.3 -25.2 58.62 1.398 -61.6

0.999 0.158 0.000 0.999 0.011 0.000 0.999 0.920 0.000

p-valor

Nota: PR= movilidad progresiva NP= movilidad no progresiva IM= espermatozoides inmdviles

Interpretacion: se observa que el 47% de los espermatozoides alcanzan
inmovilidad a los 20 segundos, el 76% de los espermatozoides alcanza inmovilidad
a los 3 minutos y el 95% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 5
minutos. La concentracion al 75% del extracto Chenopodium quinoa alcanza

colocar al 95% de los espermatozoides en situacion de inmovilidad.

Resultados de la prueba de comparacién de proporciones determina que la
diferencia entre los grupos en relacion a la inmovilidad de los espermatozoides del

Tetrapygus niger es altamente significativa (p=0.000<0.01).
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Tabla N° 3: Prueba de comparacion de proporciones para la movilidad espermatica

del Tetrapygus niger, a una concentracion de 100% del extracto Chenopodium quinoa.

C3:100% Grupos de comparacion
Basal - 20 segundos Basal - 3 minutos Basal - 5 minutos
PR NP IM PR NP IM PR NP IM
P: 0.98 0.02 0 0.98 0.02 0 098 002 O
P2 0.01 0.03 0.96 0 0.035 0.965 0 0 1

Estadistcoz 79.9 -0.64 -69.3 989 -0.92 -743 989 2.02 -

p-valor 0.000 0.260 0.000 0.999 0.179 0.000 0.999 0.980 -

Nota: PR= movilidad progresiva NP=movilidad no progresiva IM= espermatozoides inmoviles

Interpretacion: Se observa que el 96% de los espermatozoides alcanzan
inmovilidad a los 20 segundos, el 96.5% de los espermatozoides alcanza
inmovilidad a los 3 minutos y el 100% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad
a los 5 minutos. La concentracién al 100% del del extracto Chenopodium quinoa

alcanza colocar a todos los espermatozoides en situacion de inmovilidad.

Resultados de la prueba de comparacion de proporciones determina que la
diferencia entre los grupos en relacion a la inmovilidad de los espermatozoides del

Tetrapygus niger es altamente significativa (p=0.000<0.01).
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Tabla N° 4: Prueba de comparacion de proporciones para la viabilidad espermatica

de Tetrapygus niger al 50% de concentracion del extracto Chenopodium quinoa.

C1: 50% Grupos de comparacion
3asal - 20segundos  Basal - 3 minutos Basal - 5minutos
Vivos Muertos  Vivos Muertos  Vivos Muertos
P1 1 0 1 0 1 0
P> 0.56 0.44 0.215 0.785 0.15 0.85
Estadistico Z 12.54 -12.54 27.02 -27.02 33.67 -33.67
p-valor 0.999 0.000 0.999 0.000 0.999 0.000

Interpretacion: El 44% de los espermatozoides mueren a los 20 segundos de la

inoculacién del extracto a una concentracion del 50% del extracto Chenopodium

quinoa, el 78.5% mueren a los 3 minutos y a los 5 minutos mueren el 85% de los

espermatozoides del Tetrapygus niger.

La prueba de comparacién de proporciones determiné que la diferencia entre los

grupos en relacién a la viabilidad de los espermatozoides del Tetrapygus niger es

altamente significativa (p=0.000<0.01) en los tres tiempos evaluados, Tabla 4.
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Tabla N° 5: Prueba de comparacion de proporciones para la viabilidad espermatica

de Tetrapygus niger al 75% de concentracion del extracto Chenopodium quinoa.

C2: 75% Grupos de comparacion
3asal - 20 segundos  Basal - 3 minutos Basal - 5 minutos
Vivos Muertos  Vivos Muertos  Vivos Muertos
P1 1 0 1 0 1 0
P> 0.515 0.485 0.245 0.755 0.045 0.955
Estadistico Z 13.72 -13.72 24.83 -24.83 65.14 -65.14
p-valor 0.999 0.000 0.999 0.000 0.999 0.000

Interpretacion: El 48.5% de los espermatozoides mueren a los 20 segundos de la

inoculacién del extracto a una concentracion del 75% del extracto Chenopodium

quinoa, el 75.5% mueren a los 3 minutos y a los 5 minutos mueren el 95.5% de los

espermatozoides del Tetrapygus niger.

La prueba de comparacién de proporciones determiné que la diferencia entre los

grupos en relacién a la viabilidad de los espermatozoides del Tetrapygus niger es

altamente significativa (p=0.000<0.01) en los tres tiempos evaluados, Tabla 5.
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Tabla N° 6: Prueba de comparacion de proporciones para la viabilidad espermatica

de Tetrapygus niger al 100% de concentracion del extracto Chenopodium quinoa.

C3: 100% Grupos de comparacion

asal - 20 segundos Basal - 3 minutos Basal - 5 minutos

Vivos Muertos Vivos Muertos Vivos Muertos

P1 1 0 1 0 1 0

P2 0.045 0.955 0.03 0.97 0 1

Estadistico Z 65.15 -65.15 80.42 -80.42

p-valor 0.999 0.000 0.999 0.000

Interpretacion: El 95.5% de los espermatozoides mueren a los 20 segundos de la
inoculacién del extracto a una concentracion del 100% del extracto Chenopodium
quinoa, el 97% mueren a los 3 minutos y a los 5 minutos mueren todos los

espermatozoides del Tetrapygus niger.

La prueba de comparacion de proporciones determind que la diferencia entre los
grupos en relacién a la viabilidad de los espermatozoides del Tetrapygus niger es

altamente significativa (p=0.000<0.01) en los tiempos evaluados.

En conclusion, el extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” desfavorece la
movilidad y viabilidad in vitro de los espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de

mar-.
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V. DISCUSION:

La presente investigacion se realizé con el objetivo de determinar el efecto in vitro del
extracto acuoso de Chenopodium quinoa sobre la movilidad y viabilidad de los
espermatozoides de Tetrapygus niger.

Enlatabla 1, a la concentracion de 50% del extracto Chenopodium quinoa, se observa
gue el 42% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 20 segundos, el 76.5%
de los espermatozoides alcanza inmovilidad a los 3 minutos y el 83% de los
espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 5 minutos. En conclusion, a esta

concentracion se alcanza un 83% de los espermatozoides en situacion de inmovilidad.

En la tabla 2, a una concentracion de 75% de Chenopodium quinoa, se observa que
el 47% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 20 segundos, el 76% de
los espermatozoides alcanza inmovilidad a los 3 minutos y el 95% de los
espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 5 minutos. Esta concentracién alcanza

un 95% de inmovilidad de los espermatozoides.

En la tabla 3, con una concentracion al 100% del extracto de Chenopodium quinoa,
se observa que el 96% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 20
segundos, el 96.5% de los espermatozoides alcanza inmovilidad a los 3 minutos y el
100% de los espermatozoides alcanzan inmovilidad a los 5 minutos. En conclusion, a
esta concentracién se logra colocar a todos los espermatozoides en situacion de

inmovilidad.

La tabla 4, muestra el efecto del extracto acuoso de Chenopodium quinoa a una
concentracion de 50% en relacion a su viabilidad, donde se observa que el 44% de
los espermatozoides mueren a los 20 segundos de la inoculaciéon del extracto, el
78.5% mueren a los 3 minutos y a los 5 minutos mueren el 85% de los

espermatozoides del Tetrapygus niger.

La tabla 5, muestra el efecto del extracto acuoso de Chenopodium quinoa a una
concentracion de 75% en relacion a su viabilidad. El 48.5% de los espermatozoides

mueren a los 20 segundos de la inoculacion del extracto, el 75.5% mueren a los 3
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minutos y a los 5 minutos mueren el 95.5% de los espermatozoides del Tetrapygus

niger.

En la tabla 6, se muestra el efecto del extracto acuoso de Chenopodium quinoa a una
concentracion de 100% en relacion a su viabilidad. Se observa que el 95.5% de los
espermatozoides mueren a los 20s de la inoculacion del extracto a una concentracion
del 100% del extracto Chenopodium quinoa, el 97% mueren a los 3 minutos y a los 5

minutos mueren todos los espermatozoides del Tetrapygus niger.

Los resultados obtenidos son similares con los de Gallego V, Arango S, Cano D. (Cuba
2015)?% quienes realizaron un estudio acerca de Geles con accién espermicida a base
de plantas, dando por resultado que los extractos elaborados, ademas, de reducir la
movilidad y la viabilidad espermatica, presentan bajo efecto citotoxico sobre la linea
celular Hel a; es el clavel, el extracto con el mejor efecto sobre estos parametros. Los
geles elaborados como vehiculo de la sustancia espermicida reducen la movilidad
espermatica, sin embargo, la viabilidad también se ve muy afectada cuando se incluye
el extracto de clavel que presenta el mayor efecto sobre la movilidad espermética, se
incrementd un 64 % con respecto al control luego de 5 minutos de incubacion con el

extracto (p< 0,05).

Los resultados obtenidos son similares con los de Puerta J, Cardona D, Alvarez A.
(Cuba 2012)%° Realizaron un estudio acerca del efecto del extracto de Anethum
graveolens, Melissa officinalis y Calendula officinalis sobre espermatozoides
humanos. Donde concluyeron que el extracto de Anethum graveolens redujo la
movilidad y la viabilidad en 653 % y 16 % (p< 0,05, 5 min vs. control),
respectivamente; el extracto de Melissa officinalis generd un descenso en la movilidad
de 78,2 %y 22,3 % en la viabilidad (p< 0,05, 5 min vs. control). Por ultimo, el extracto
de Calendula officinalis redujo la movilidad y la viabilidad en 55,3 y 48,4 % (p< 0,05,

5 min vs. control), respectivamente.

También es muy semejante a los resultados obtenidos en la investigacion de Ospina
L, Alvarez A, Arango V, et al, (Cuba, 2013)28 sobre: Actividad espermicida y citotoxica
del extracto de Sapindus saponaria L. “jaboncillo”. Ese tratamiento disminuyé el

porcentaje de movilidad a + b (p< 0,05 para el extracto total y de tallos; p< 0,01 para
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hojas) y aumentd el porcentaje de movilidad d (p< 0,05 en todos los casos),
adicionalmente, se observo una disminucion de la viabilidad espermatica (p< 0,05
para las fracciones polares del extracto total y de tallos; p< 0,01 para la fraccion polar
del extracto de hojas) respecto a las muestras sin tratamiento pasados 5 min de

contacto con esas fracciones.

Estos estudios tienen en comun la presencia de las saponinas y segun los resultados
podemos observar que los extractos acuosos preparados en distintas
concentraciones, influyen de manera significativa en la movilidad y viabilidad

espermatica.

En esta investigacion, los resultados obtenidos nos muestran que el extracto acuoso
de Chenopodium quinoa “quinua” desfavorece la movilidad y viabilidad in vitro de los
espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar”’, ya que para que los
espermatozoides puedan fecundar al 6vulo deben de tener un porcentaje de movilidad
progresiva que supere el 32% del total del esperma y en cuanto a la viabilidad debe
haber por lo menos un 58% de espermatozoides vivos. Sin embargo, al aplicar el
extracto se observa que los espermatozoides de estar dentro de los parametros
normales, se ven afectados en su totalidad tanto en movilidad y viabilidad con la

concentracion de 100%.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” disminuye la movilidad de los
espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar” a partir de la concentracion de
50% y 75%.

Se determind que el extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” con una
concentracion de 50% y 75% afecta la viabilidad espermética de Tetrapygus niger

“erizo de mar”.
Se evidencia que el extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua” con una

concentracion al 100% permite inmovilidad y mortalidad total de los espermatozoides

de Tetrapygus niger “erizo de mar”
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RECOMENDACIONES

La planta evaluada en este proyecto tuvo como resultado un efecto espermicida, por
ello se sugiere que se realice otros estudios para evaluar mas a profundidad los
diferentes componentes de esta planta y sus mdultiples efectos farmacologicos de
toxicidad, para determinar la factibilidad del tratamiento y ampliar el rango de dosis

suministradas para saber la dosis media.

Se recomienda realizar mas estudios de investigaciéon que determinen los efectos

adversos que pudiera ocasionar esta planta y la dosis correspondiente.

Se recomienda extraer los principios activos de dicha planta y conocer su mecanismo

de accioén.

Realizar mas investigaciones sobre Chenopodium quinoa “quinua” por la limitada

informacion que se encontro.
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ANEXOS:

ANEXO N° 1: Tabla Excel para el andlisis de la movilidad y viabilidad de los
espermatozoides de Tetrapygus niger “erizo de mar” antes y después de administrar

el extracto acuoso de Chenopodium quinoa “quinua”.

100% MOVILIDAD
PRETEST POST TEST
VECES BASAL 20 SEGUNDOS 3 MINUTOS 5MINUTOS
PR NP I PR NP 7 PR NP ] PR NP 7
1 192 ] 0 4 10 166 0 12 188 0 0 200
2 196 4 0 2 6 192 0 7 193 0 0 200
3 194 6 0 3 g 189 0 g 192 0 0 200
75% PR NP M PR NP M PR NP M PR NP M
1 185 15 0 80 28 02 22 28 150 0 13 187
2 179 21 0 79 4 a7 13 45 142 0 19 181
3 183 17 0 83 23 94 15 32 153 0 10 190
50% PR NP M PR NP M PR NP M PR NP M
1 194 6 0 06 20 84 25 22 153 9 25 166
2 189 11 0 89 21 80 29 24 147 12 29 159
3 191 9 0 82 11 a7 32 14 154 19 23 158
100% VIABILIDAD
POSTTEST
VECES PRE TEST 20 segundos 3 minutos 5 minutos
VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS MUERTOS
1 200 0 12 188 9 191 0 200
2 200 0 9 191 6 194 0 200
3 200 0 11 189 7 193 0 200
75%
1 200 0 105 95 53 147 10 190
2 200 0 110 90 a7 143 15 185
3 200 0 103 g7 49 151 g 191
50%
1 200 0 112 88 43 157 30 170
2 200 0 105 85 52 148 34 166
3 200 0 101 99 49 151 37 163
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ANEXO N° 2:

Figura N° 1: Numero de espermatozoides segun tipo de movilidad espermatica del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 50% del extracto Chenopodium quinoa.
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Figura N° 2: Numero de espermatozoides segun tipo de movilidad espermatica del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 75% del extracto Chenopodium quinoa.
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Figura N° 3: Namero de espermatozoides segun tipo de movilidad espermética del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 100% del extracto Chenopodium quinoa.
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Figura 4: Numero de espermatozoides segun viabilidad espermatica del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 50% del extracto Chenopodium quinoa.
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Figura 5: Numero de espermatozoides segun viabilidad esperméatica del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 75% del extracto Chenopodium quinoa
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Figura 6: Numero de espermatozoides segun viabilidad esperméatica del

Tetrapygus niger, a una concentracion de 100% del extracto Chenopodium quinoa
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ANEXO 3: OBTENCION DE MATERIAL VEGETAL Y BIOLOGICO

Recoleccion de Chenopodium quinoa “gquinua” en zonas aledafias de

Huamachuco.

[

Recoleccion de Tetrapygus niger “erizos de mar” en la playa de Huanchaco.

ANEXO 4: PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO

Tamizaje de Chenopodium quinoa.

37



Ebullicion para extraccion de

saponinas.

Filtracion de almidén con gasa estéril.

Prueba de espuma para determinacion

cualitativa de saponinas

Vaporizacion de extracto acuoso en estufa a 60
°C
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ANEXO 5: EXTRACCION DE GAMETOS

Inyeccidn de Cloruro de Potasio

Los conductos espermaticos son de color

amatrillo.

Concentracion espermatica diluida en agua de

mar.

Enfrentamiento del espermatozoide diluido con el extracto acuoso.
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Observando la movilidad y viabilidad espermatica.

Espermatozoides sin diluir, ni colocar el extracto.

Muestra de espermatozoides con extracto, coloreado con eosina para ver la viabilidad.
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