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RESUMEN

El Triclosan (TCS) es un producto usado para el cuidado y aseo personal. Este llega a las
fuentes hidricas a través de los desechos domeésticos e industriales. En éste trabajo se evaluo
el TCS como un posible disruptor endocrino en gametos del pez tilapia (Oreochromis spp)
usando 3 diferentes concentraciones de TCS similares a las encontradas en algunas aguas
superficiales (50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L). También se evaluo la influencia del pH, a dos
niveles (7, 9), ya que el TCS tiene un pka de 8.1, que hace éste tenga un comportamiento
diferente a pH menos de 8.1 y otro a més 8.1, como ocurre con su fotoestabilidad (Martinez-
Zapata, Aristizabal, y Pefiuela, 2013). Los ensayos se hicieron a 23°C. Los experimentos
tuvieron un disefio factorial de dos factores con tres y dos niveles para el TCS y el pH,
respectivamente, con 12 tratamientos que incluyd a peces hembras y machos. Con base en
este disefio experimental los gametos fueron parametros de disrupcion endocrina evaluando
variables respuesta como sintesis de vitelogenina (VTG) en los 6vulos de las hembras,
concentracion de espermatozoides por mililitro, vitalidad, motilidad y morfologia en los

espermatozoides de los machos.

Palabras clave: Contaminantes emergentes, Disrupcion endocrina, Movilidad

espermatica, Vitelogenina



ABSTRACT

Emerging contaminant triclosan (TCS) is used in personal care products. This reaches water
sources through municipal, departmental and industrial wastes. In this work the principal
goal was evaluates TCS as endocrine disruptor using gametes from Tilapia fish (Oreochromis
spp). In this investigation was chosen the more usual concentrations found in surface waters
of TCS (50 pg/L, 120 pg/L and 190 pg/L) combined with pH levels (7, 9) with a constant
temperature of 23°C. The chosen conditions simulate a natural aquatic environment by this
species. The experiments followed a factorial design for two factors each one with three
levels and two levels for TCS and pH respectively, it had 12 treatments including females
and males. Based on this experimental design gametes were evaluated as parameters of
endocrine disruption. The response variables are vitellogenin synthesis in the eggs of
females, sperm concentration per milliliter, vitality, motility and morphology of sperm in

males.

Keywords: Emerging pollutants, Endocrine disruption, Sperm motility, Vitellogenin



INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

El uso de productos de aseo personal, farmacéuticos, perfumes y cosméticos han estado
usandose con frecuencia y de manera extensa en los Ultimos afios, éstos contaminantes emergentes
encontrados en el agua han sido considerados como disruptores endocrinos (Nakada, Tanishima,
Shinohara, Kiri, y Takada, 2006) por lo tanto, son de potencial riesgo para la salud en los seres
vivos debido a la capacidad de bioacumulacion en el organismo en especial en el tejido adiposo,
ya gque la mayoria de estos productos tienen una naturaleza lipofilica, y en consecuencia, generan
alteraciones en los procesos bioldgicos y bioquimicos en los organismos. En un estudio realizado
en el laboratorio de remediacion ambiental de la Universidad Tianjin en China, se demostré la
acumulacién de compuestos emergentes como el Bisfenol A (BPA) y TCS detectados en el tejido
adiposo de seres humanos a concentraciones de 3.95 ng/g para el BPA y 7.21 ng/g para el TCS

(Wang, Asimakopoulos, y Kannan, 2015).

El TCS es un agente microbiano usado en la cotidianidad como en productos de aseo,
cuidado personal, en industrias agroalimentarias y para el cuidado de la salud. Este se ha
convertido en un producto de gran consumo en nuestra sociedad actual, ya que se encuentra en
productos de uso diario como la pasta de dientes, talcos, enjuagues bucales, antibacteriales,
desodorantes, jabones liquidos, textiles, polimeros entre otros. Debido al contacto frecuente con
este tipo de productos de manera inevitable han generado contaminacion en diversas fuentes de
agua como aguas crudas, residuales y potables, ya que pese a los procedimientos aplicados en las
plantas de tratamiento de agua los contaminantes emergentes siguen siendo detectados incluso
después de estos (Dhillon et al., 2015).



El TCS y otros contaminantes emergentes han tenido interaccion con los ecosistemas
acuaticos incidiendo en la calidad de vida, alterando funciones metabdlicas y en consecuencia a
otros ecosistemas e individuos en la cadena trofica. En la Universidad Nankai, en China, se
investigaron los efectos toxicos del TCS en lombrices de tierra a diferentes rangos de
concentracion (Lin, Li, Zhou, Xu, y Wang, 2014), donde los factores estudiados fueron la
capacidad de reproduccion, el dafio al ADN vy el nivel de expresion proteica de Hsp 70, mostrando
que la reproduccién de las lombrices de tierra se redujo significativamente cuando se expusieron
a concentraciones entre 50 a 300 mg kg determinandose que 142.11 mg kg* del compuesto
corresponde al 50% de su efecto maximo (ECso), y se comprobd una correlacion significativa entre
la concentracion de TCS y el dafio del ADN con un valor de ECso de 8.85 mg kgt y en
consecuencia la alteracion de la expresion proteica (Lin et al., 2014).

El TCS es un disruptor endocrino para varios organismos acuaticos, especialmente peces,
ya que se bioacumula en ellos (Aranami y Readman, 2007) y tiene una correlacion directa con el
tiempo de exposiciéon a los contaminantes durante el periodo de vida de cualquier organismo.
Ademas, las concentraciones de los disruptores endocrinos también estan asociadas al riesgo de
subfertilidad debido a las alteraciones hormonales que éstos generan (Den Hond et al., 2015). Los
peces son afectados notablemente en su actividad reproductiva y en consecuencia hay baja eclosién
de los huevos, demora en el tiempo de eclosién y reduccién del nado ocasionados por la disrupcion
endocrina (Hontela y Habibi, 2013).

Los peces denominados genéricamente "tilapias" han recibido, quizés, mayor atencién que
cualquier otro grupo de peces en todo el mundo (Wicki y Gromenida, 1997). La especie Tilapia
(Oreochromis mossambicus) es considerada como una especie de agua dulce, su nombre incluye
los géneros Tilapia y Oreochromis son originarias de Africa, y se fueron extendiendo al norte de
Israel y Jordan. Luego de la segunda guerra mundial estas fueron introducidas en paises de Asia 'y
América (Bardach, 1990).



Por lo tanto, la tilapia es de alto consumo humano por su riqueza proteica, por el contenido
de aminoacidos esenciales, nutrientes como vitaminas y minerales siendo decisiva para impulsar
los mercados en cuanto a la demanda y los consumos mundiales por la produccion acuicola,
permitiendo mayor comercializacion de esta especie por sus bajos precios, siendo China el
productor mas importante a nivel mundial en produccion. De tal forma el consumo de pescado se
ha mantenido por encima del crecimiento demogréafico creciendo en una tasa media anual de 32%
(1961-2013) en comparacion con el crecimiento demografico mundial que fue del 16% en este
periodo (FAO, 2016).

La produccion acuicola a nivel mundial represento 44.1 % de la produccion total de la pesca
de captura y acuicultura en el 2014 superando las cifras de produccion de 31.1 % en 2004 y 42.1
% en 2012, por lo cual se estima que casi todo el pescado producido en acuicultura se destina como
consumo humano, siendo la tilapia un producto de gran aceptacion en el mercado en paises de
Asia y América Central, aumentando la produccion en Africa, América del sur y Asia (FAO,
2016).

Por otra parte la produccién de piscicultura continental esta representada por tilapia, trucha,
cachama y especies nativas, en Colombia con especies como (Oreochromis niloticus y
Oreochromis spp), la trucha arcoiris (Onchorhynchus mykiss), la cachama blanca (Piaractus
brachypomus) y la cachama negra (Colossoma macropomum). La produccion de especies como
tilapia a nivel nacional en el afio 2015 fue de 61.25% con destinos de exportacion del 95% para
los Estados Unidos y 5% para el mercado suramericano segun la Autoridad Nacional de
acuicultura y pesca (AUNAP, 2014).

Desafortunadamente las condiciones ambientales de la tilapia se pueden alterar por la
presencia de contaminantes emergentes en rios, lagos y estanques de agua dulce que pueden
causarle efectos adversos al organismo del pez (Kolpin et al., 2002). Algunos biomarcadores han

sido utilizados con el fin de comparar los efectos de contaminantes emergentes en el sistema



endocrino, como el andlisis de espermatozoides de la especie Micropterus salmoides en la
Universidad de Texas Tech (Goodbred et al., 2015) evaluando la incidencia de 252 quimicos
organicos, entre éstos el TCS, mostrando que altas concentraciones de policlorobifenilos (PCBs),
Dicloro Difenil Tricloroetano (DDT), polibromodifenil éteres (PBDEs), galaxolide y metil
triclosan disminuyen la concentracion de ketostestosterona, aunque el indice gonadosomatico y la
motilidad espermatica no difirieron en los resultados con base en los sitios de muestreo, sin
embargo, el conteo de espermatozoides disminuyo6 en un 50%, reduciendo la reproduccion por la
exposicion a los contaminantes (Goodbred et al., 2015).

Ademés el TCS es un contaminante emergente que podria alterar el correcto
funcionamiento del sistema endocrino de quienes lo consumen, se decidié estudiar la influencia
del contaminante emergente TCS como disruptor endocrino en el organismo de la tilapia
(Oreochromis spp), evaluandose biomarcadores bioldgicos que demuestren el proceso de
disrupcion endocrina a través del analisis de sus gametos. Evaluandose el analisis espermatico con
variables como: motilidad, vitalidad y morfologia; andlisis de los gametos de la hembra con el fin
de determinar la alteracion proteica de la VTG a diferentes concentraciones y niveles de pH,

similares a las que existen en el medio donde vive la tilapia.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar la afectacion de los gametos de la especie Oreochromis spp. (tilapia) cuando esta

en presencia de Triclosan.



1.2.2 Objetivos especificos

- Evaluar la influencia de la concentracion de Triclosan y variacion de pH en agua en la
sintesis de proteinas en los dvulos de tilapia (Oreochromis spp.) que permita establecer relaciones

de disrupcion endocrina en gametos.

- Caracterizar la molécula de Vitelogenina en 6vulos bajo la influencia de Triclosan y
variacion de pH en agua para contrastar la afectacion de sintesis proteica en el vitelo de tilapia

(Oreochromis spp.)

- Evaluar la influencia de la concentracion de Triclosan y variacion de pH en agua en la
motilidad, vitalidad y morfologia de los espermatozoides de la especie tilapia (Oreochromis spp.)

como biomarcador de disrupcion endocrina.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE.

2.1 Contaminantes emergentes en las fuentes hidricas.

La industria farmacéutica ha ido incrementando el suministro de medicamentos para la
poblacién humana y la ganaderia para protegerlos de una gran cantidad de microorganismos
patdgenos, pero también estd produciendo una gran variedad de productos de higiene personal.
Estos productos llegan como residuos a las aguas superficiales, creando un problema ambiental en
los ecosistemas acudticos, poniendo en riesgo la salud de los organismos acuaticos. A pesar de que
los desechos municipales e industriales son tratados, varios contaminantes emergentes no son
removidos en las plantas de tratamiento (Hirsch, Ternes, Haberer, y Kratz, 1999). En Alemania,
Suiza, Dinamarca, Estados Unidos y Canadd, en los efluentes de las plantas de tratamientos de
aguas residuales domésticas e industriales, han encontrado productos de cuidado personal y
farmacéuticos (PPCP) en los ecosistemas acuaticos (Hirsch et al., 1999). Esto indica que las
tecnologias usadas en las plantas de tratamiento son insuficientes para eliminar dichos residuos.
Lo més sorprendente es que se han encontrado en aguas potables, asi en un estudio se escogieron
30 productos representativos farmaceuticos, de cuidado personal y perturbadores endocrinos
(EDC), comprobandose que en el agua potable se encontré una media de 98 ng/L de los PPCPs y
las concentraciones individuales por debajo de 5 ng/L. Generalmente las concentraciones de

disruptores endocrinos en el medio ambiente oscilan entre 2 a < 250 ng/L (Hirsch et al., 1999).

Desde los afios 70 es comUn encontrar contaminantes emergentes en afluentes como el
TCS, éste se encuentra en productos de aseo personal como la pasta de dientes, el enjuague bucal,
jabones liquidos, shampoos, desodorantes, plasticos, antibacteriales, polimeros para usos médicos
y otros. ElI TCS es un fenol fenoxi clorado que generalmente sirve como antifungico y

antibacteriano que causa efectos fisioldgicos adversos a los ecosistemas acuaticos por la



exposicion a éste y su potencial de bioacumulacion en organismos Vvivos en concentraciones

halladas en afluentes de residuos urbanos.

2.2 Efectos del TCS sobre algunos organismos.

El TCS inhibe el crecimiento de algunos peces (Pomati y Nizzetto, 2013) produciendo
disminucion del periodo y capacidad de eclosion de los huevos con pérdida de natacion (Honkisz,
Zieba-Przybylska, y Wojtowicz, 2012). Entre los efectos causados por los contaminantes
emergentes se ha comprobado que alteran los niveles circulantes de las hormonas Tiroideas (THS),
y por lo tanto, afectan la homeostasis del sistema endocrino (crecimiento y desarrollo) y nervioso
de algunas especies (Honkisz et al., 2012). También se ha comprobado que algunos PPCP alteran

la glandula tiroides y las enzimas reguladoras de ésta (Honkisz et al., 2012).

En la Universidad de Alabama (Birmingham) estudiaron la disrupcién endocrina del TCS
en peces de la especie Gambusia affinis (Raut y Angus, 2010). En dicho trabajo se experimentd
con machos sexualmente maduros, los cuales fueron expuestos a concentraciones de TCS de 29.0,
57.9 y 101.3 mg/L durante 35 dias. Como biomarcador de la disrupcion endocrina se hizo
seguimiento a la expresion del gen de la VTG y la reduccion de conteo de los espermatozoides. Se
encontrdé que el ARNm de VTG fue elevado por la exposicion a 101,3 mg/L de TCS, y el conteo

de espermatozoides se redujo significativamente (Rauty, et al., 2010).

La Universidad de Agricultura en Cracovia (Polonia) realizd6 un estudio de carpas
cabezonas (Pimephales promelas), recién nacidas de machos y hembras, que fueron expuestas
durante 12 dias y carpas cabezonas maduras durante 21 dias a diferentes concentraciones de TCS
y Triclocarban (TCC) en el orden de ng/L (Schultz, Bartell, y Schoenfuss, 2012). La exposicion al
TCS no caus6 efectos significantes en el crecimiento y en las concentraciones de VTG en el plasma

para las carpas maduras, pero hubo efecto en el comportamiento de las carpas machos adultos



expuestos a 1,6 mg/L de TCC o a la mezcla (560 ng/L TCS + 179 ng/L TCC y 1,6 mg/L TCS +
450 ng/L TCC) (Schultz et al., 2012), manifestandose una disminucion en el comportamiento en

el lugar de incubacion para el desove y la reproduccion.

Por otra parte en anfibios se ha demostrado la influencia de los contaminantes emergentes
en su metabolismo modificando estructuras fisioldgicas, bioquimicas y comportamentales de
éstos. El Instituto Nacional para la Investigacion Medica y la Fundacion EJLB demostraron que el
TCS induce a cambios en la hormona tiroidea en el proceso de metamorfosis de la rana toro,
alterando el perfil de expresion de receptores hormonales de la tiroides (TR) o y B, elemento basico
de la transcripcion de proteinas (BTEB) y la proliferacion de nucleos de células antigeno (PCNA)
en las transcripciones de genes (Veldhoen et al., 2006). A éstas también se les controlaron
mediciones morfométricas durante la exposicion de TCS y los ARNm en estado estacionario. Los
renacuajos se expusieron a concentraciones bajas de TCS 0,15 + 0,03 g/L durante 4 dias donde se
evidencio un mayor desarrollo de las extremidades posteriores y la disminucion de peso corporal.
El TCS también alter6 el receptor de la hormona tiroidea a, los niveles de transcripcion en el
cerebro de los renacuajos premetamorficas e indujo una pérdida de peso transitoria (Veldhoen et
al., 2006). En consecuencia, el TCS puede generar alteracién en el crecimiento del individuo, y
por lo tanto, perturbar el metabolismo endocrino que se encarga de regular el crecimiento de los

individuos.

Asi mismo, en la India comprobaron que el TCS afecta las células de Leydig en las ratas
(Rattus norvegicus)de machos albinos que fueron expuestos a tres concentraciones diferentes de
TCS durante 60 dias porque impide la segregacion normal de androgenos (Kumar, Chakraborty,
Kural, y Roy, 2009). El experimento fue realizado con células purificadas de Leydig expuestas a
0,001, 0,01, 0,1, 1y 10 mM de TCS, evidenciandose una disminucion en la actividad de la enzima
adenilato ciclasa, y por lo tanto, una baja funcion del adenosin monofosfato ciclico (AMPc). Esta
disminucion en el nivel del cAMP dio lugar a la interrupcion de toda la cascada esteroidogénica
causando una sintesis de depresion de la testosterona. Asi mismo se encontrd que la concentracion

mas alta que altera las células de Leydig fue la exposicion a la concentracion de TCS de 1 mM



(Kumar et al., 2009) a las cuales se les realizaron analisis biogquimicos como la reaccion en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT- PCR) ocurriendo una disminucion significativa en
el ARN mensajero (ARNm) para la proteina esteroidogénesis testicular (StAR), citocromo P450
(SCC), el citocromo P450 C17, 3B - hidroxiesteroide deshidrogenasa (3 - HSD), 17p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17 - HSD) y de andrégenos receptor (AR) en los ratones
tratados con TCS. De igual manera se encontro una reduccion en la hormona luteinizante (LH),
hormona foliculo estimulante (FSH), el colesterol, la pregnenolona y testosterona. Aunque no se
observaron malformaciones en los ratones tratados, en los tejidos testiculares y sexuales se
comprobd que se redujo la presencia de androgenos, y por lo tanto, la sintesis de esperma (Kumar
et al., 2009).

En la Universidad Nacional de Pusan a ratones se les administrd por via intragastrica una
dosis de 50 mg/kg de TCS, para evaluar la cinética de TCS en el plasma y los drganos
reproductivos. En este estudio se sugiere que el TCS tiene una mayor acumulacion en el epididimo
en comparacion al plasma y se comprobd la toxicidad inducida al esperma realizando cambios
histopatoldgicos de los 6rganos reproductivos en ratas (Lan, Kim, Bi, Chen, y Kim, 2015).
También fueron expuestas a dosis de 10, 50 y 200 mg/kg durante 8 semanas y se demostrd que los
ratones expuestos a la concentracion mas alta de TCS inciden en una disminucion de la produccion

de esperma diario e inducen al dafio del epididimo por acumulacion (Lan et al., 2015).

En Corea se comprobd la alteracion de las hormonas tiroideas por la exposicion al TCS
generando disminucion en la descendencia (Paul et al., 2012). En este caso se evalud la sintesis de
tiroxina en condiciones de exposicion al TCS en crias de ratones antes del destete y ratas prefiadas
Long-Evans recibieron TCS por sonda oral (0-300 mg/kg/d) en aceite de maiz a partir del sexto
dia gestacional hasta el dia 21 postnatal. La tiroxina sérica se redujo el 31% en las ratas en el dia
22 postnatal, y en las crias se observo hipotiroxinemia dado que la tiroxina serica disminuyo 27%
en el dia 4 postnatal, y el cambio de comportamiento y falta de vigor en las ratas fue notorio en el
dia postnatal 14 y 21, contribuyendo a un efecto toxicocinético por la exposicion al TCS (Paul et
al., 2012).



De tal forma, mas de un centenar de compuestos naturales y sintéticos considerados
disruptores endocrinos afectan a la tiroides y pueden inhibir la absorcion de yodo tiroideo
(perclorato, iones tiocianato y nitrato), o tiroperoxidasa actividad (isoflavonas), actuar
directamente sobre el receptor de la hormona tiroidea (bifenilos policlorados, bifenilos
polibromados, bisfenol - A y TCS), o afectar el transporte y el metabolismo de las hormonas
tiroideas (bifenilos policlorados, bifenilos polibromados, la genisteina, dioxinas y otros) (Kousta
y Mastorakos, 2012).

En Cracovia, Polonia, se comprobd que el TCS tiene accion sobre la secrecion placentaria
de progesterona, estradiol y gonadotropina coriénica humana in vitro en células coriocarcinoma
humana (JEG — 3). Las células JEG - 3 se cultivaron con dosis crecientes de TCS (10 - 10"*M)
para 24, 48 y 72h (Honkisz et al., 2012). Por esta exposicion, el TCS causé un efecto significativo
en la Gonadotropina Corionica Humana (hCG — B) y en concentraciones de TCS de 50 y 100uM
se evidencié un marcado efecto citotdxico. Por lo tanto, se comprob6 que puede afectar la
esteroidogénesis, y en consecuencia, el desarrollo de la placenta y el crecimiento fetal. Asi mismo,
la exposicion a bajos niveles de TCS altera la expresion del gen de la hormona de la Tiroides que

inhibe Grdenes necesarias para el crecimiento adecuado de los embriones (Honkisz et al., 2012).

Se ha demostrado que las células BLTK1 poseen una via esteroidogénica completamente
funcional que produce bajos niveles basales de testosterona (T) y expresa todas las enzimas
esteroidogénicas necesarias cuando las células de Leydig son expuestas a diferentes disruptores
endocrinos, también se comprobd que el TCS reduce la rhCG con induccién de Testosterona
(Forgacs et al., 2012).

Aunque se han realizado investigaciones acerca de la afectacion del TCS en el metabolismo
de varios organismos, la informacién adn es insuficiente para demostrar que el TCS afecta el
desarrollo de los organismos, la anatomia en cuanto a indices histologicos y morfoldgicos, a la

fisiologia y produccion de la VTG, y al campo conductual de las especies. La deteccion de VTG

10



ha sido un biomarcador fundamental en vertebrados oviparos para el estudio en la exposicion de
productos quimicos y las consecuencias frente a su exposicion. De igual manera ain no esta claro
si el TCS tiene efectos en el esperma y en drganos reproductivos de ciertos mamiferos, pero si se
conoce que los contaminantes emergentes implican una reaccion en el hipotdlamo, la hipéfisis y

las gbnadas.

2.3 Tilapia

La tilapia se encuentra distribuida en America Central, Caribe, sur de Norte Ameérica,
Sudeste Asiatico, Medio Oriente, América del Sur y Africa adaptandose a medios tropicales y
subtropicales. A Colombia se introdujeron directamente desde el Instituto Nacional de piscicultura
en la ciudad de Buga, provenientes de Brasil en el aflo 1957 y reintroducida nuevamente desde
México en el afio 1959 siendo usada principalmente en piscicultura en la produccion rural
(Castillo, 1994).

La primera especie de tilapia fue la Oreochromis mossambicus pertenece a la familia
Cichlidae en el orden de los Perciformes y es conocida como Tilapia mozambica, Tilapia de Java
o Tilapia negra (Castillo, 1994), nativa de Africa Oriental en los Rios de Illovo, Mazoe, y Zambezi,
traida al Japdn desde Tailandia en 1954, esta especie ha sido distribuida en zonas de aguas termales
de corriente lenta, canales y estanques de Hokkaido a Kyushu y Okinawa, Taiwéan, el sudeste
asiatico e India (FAO, 2016).

Dentro del género Oreochromis aparecié como una mutacion albina en un cultivo artesanal
de Tilapia Oreochromis mossambicus de coloracion normal (negra) cerca de la poblacion de
Tainan (Taiwan) en 1968, convirtiéndose afios después en una especie que inicio al desarrollo
acelerado de la piscicultura en la década de los 80 en paises como Colombia, Venezuela y Ecuador
(Castillo, 1994).
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De tal forma, la tilapia roja (Oreochromis spp) es el pez mas cultivado comercialmente en
Colombia siendo un hibrido del cruce entre dos, tres o cuatro especies del género Oreochromis
originarias de Africa o Israel que le otorgan ventajas respecto a otras especies como la ganancia
rapida de peso, teniendo un crecimiento de méas de 600 g al afio con rendimientos de mas de 600
toneladas por hectarea al afio en cultivos de produccion acuicola (Instituto Colombiano de

desarrollo rural, 2014).

La tilapia es de aguas calidas con una temperatura 6ptima para el cultivo entre 25°C a 30°C
y acidez de 5 a 9 de pH, siendo resistentes a ambientes con bajas concentraciones de oxigeno en
el agua, aunque este factor es importante para optimizar el crecimiento, la capacidad de sobrevivir
y de alimentarse, el productor debe procurar mantener los niveles de oxigeno disuelto (OD) en
agua por encima del 40% de la saturacion, o sea, en los 3 mg/L o mas de este gas (Kubitza, 2009),
asimismo resisten a cambios de temperatura y salinidad por lo que pueden vivir en aguas dulces,
salobres e incluso en el mar. La tilapia es omnivora ya que suelen alimentarse de fitoplancton,
perifiton, plantas acuaticas, larvas de insectos o alimentos concentrados (Instituto Colombiano de

desarrollo rural, 2014).

Al elegir el tipo de alimento para la especie (Oreochromis spp) se tuvo en cuenta la calidad
y cantidad adecuada de alimento que cumpliera con los requerimientos nutricionales en los peces,
de tal forma que les permitird desarrollar sus actividades metabdlicas de una manera normal. En

consecuencia se utilizaron alimentos balanceados para peces que garantizaran su crecimiento.

El requerimiento de proteinas de los peces es inversamente proporcional a la edad del pez,
es asi que los peces adulos requieren menor proporcién de proteina dividiendo al porcion

dividiendo la racion en dos o tres dosis diarias (Instituto Colombiano de desarrollo rural, 2014).
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La cantidad de alimentacion se determind por el peso promedio del lote, en este caso se
tuvo en cuenta como peso promedio 300 g y se realizaron ajustes a la alimentacion en cada uno de

los muestreos de material bioldgico con el fin de ajustar la tasa de alimentacion.

Para lo cual se uso la siguiente formula propuesta por el Instituto Colombiano de desarrollo
rural en 2014:

a) Biomasa productiva = Numero de peces en la pecera X peso del pez

b) Cantidad de alimento por dia: Biomasa productiva x % segun el peso.

El alimento fue suministrado a diario en la mafiana y al finalizar la tarde para garantizar
que la temperatura del agua no es muy alta y que favorece a su vez la concentracion de oxigeno
disuelto son adecuados para acostumbrar a los peces a comer (Instituto Colombiano de desarrollo
rural, 2014).

Por otra parte el proceso de reproduccion de la tilapia empieza a partir de los 2-3 meses,
se da cuando el macho establece un territorio realizando un nido en donde la hembra puede
desovar (una hembra de 100 g desovara aproximadamente 100 huevos) y esperar que los huevos
sean fertilizados por el macho con el fin de incubarlos en las bocas de las hembras (Autoridad

Nacional de acuicultura y pesca, 2015).

Por otra parte la diferenciacion de los sexos se puede notar también por el desarrollo de la
papila genital y se puede empezar a hacerse con animales de méas de 10 cm. En el macho, la papila
genital posee dos orificios, el ano y el poro urogenital (uretra) y en la hembra presenta tres, el ano,

el oviducto y la uretra (Instituto Colombiano de desarrollo rural, 2014).

13



A nivel mundial la produccion acuicola ha mostrado un gran crecimiento al contrario de la
pesca de captura, en el 2010 la produccion mundial fue de 59.87 mil millones de toneladas, siendo
Asia el primero en produccion. Por otra parte América Latina paso de un crecimiento de 0.2
millones de toneladas en 1990 a 1.9 millones de toneladas en 2010 liderando la produccion Chile,

seguidos por paises como Brasil, Ecuador, México, Colombia y Peru (FAO, 2016).

En Colombia la acuicultura comenzd con la introduccion de la trucha arcoiris
Onchorhynchus mykiss en 1938 para repoblar las lagunas de aguas frias de la region Andina, sin
embargo para los campesinos surgieron otras fuentes de ingresos, iniciando la piscicultura
comercial en 1980 con especies foraneas como la carpa, la tilapia, la trucha y la cachama como
especie nativa (Ministerio de agricultura y desarrollo rural, Autoridad Nacional de acuicultura y

pesca y Organizacién de las Naciones Unidades para la Agricultura y la Alimentacién, 2014).

De tal forma el crecimiento de la acuicultura en Colombia crece a partir de 1990 con las
principales especies cultivadas de diez departamentos donde se concentra aproximadamente el
92% de la produccién del pais: Antioquia, Boyaca, Casanare, Cérdoba, Cundinamarca, Huila,
Meta, Santander, Tolima y Valle del Cauca. En 1992 se aumenta la produccién acuicola en
América para exportar a Estados Unidos y en 1995 la tilapia gana alto valor comercial por su carne,
de tal manera de los cinco paises mas poblados del mundo entre los mayores productores y

consumidores de tilapia son: China, Estados Unidos, Indonesia y Brasil (Castillo, 1994).

La produccion nacional en el 2011 fue de 82.733 toneladas donde la mitad de la produccién
corresponde a la tilapia plateada y roja, el 20% a cachama blanca y negra, cerca de un 7% a trucha,
10% a camaron, un poco mas del 0,13% a cobia Rachycentrum canadum y el resto a otras especies
nativas y exaticas. En consecuencia en los ultimos afios la pesca y la acuicultura son actividades
importantes para el gobierno Nacional de Colombia ya que es un elemento productivo del

desarrollo agropecuario en el pais (Ministerio de agricultura y desarrollo rural, et al, 2014).
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2.4 Sistema endocrino de tilapia.

En cuanto al sistema endocrino de los peces, éste es similar al de los seres humanos, cuya
funcidn es regular la sintesis y segregacion hormonal para funciones bioquimicas vitales. De tal
forma las neurohormonas regulan la actividad de la hipdfisis que permite se produzcan reacciones
endocrinas propias de la reproduccion estimulando o inhibiendo la sintesis y secrecion de
gonadotrofinas hipofisarias, que regulan a su vez la espermatogénesis y la esteroidogénesis
gonadal (Kah, Anglade, Leprétre, Dubourg y De Monbrison, 1993; Trudeau, 1997).

2.4.1 Hipdfisis en peces.

La hipofisis de los peces se encuentra unida al hipotdlamo por un tallo llamado
neurohipofisis constituido por los axones de las células neurosecretoras que penetran en la hipofisis
desde el cerebro. De tal forma, las neurohormonas que controlan la actividad de las células
endocrinas de la hipdfisis son liberadas desde los terminales neurosecretores al entorno de las
células diana (Batten e Ingleton, 1987). La presencia de terminales secretores de hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), dopamina, neuropéptido Y o &cido gamma-amino butirico
en el entorno de las células gonadotropas permite identificar la accidn de estas neurohormonas
sobre la secrecion de las gonadotrofinas y el ciclo reproductivo de los peces (Kah, Dulka, Dubourg,
Thibault y Peter, 1987; Kah, Danger, Dubourg, Pelletier, Vaudry y Calas, 1989; Kah, Trudeau,
Sloley, Duborg, Chang, Yuy Peter, 1992).

Breton, Weil, Jalabert y Billard (1972) demostraron que GnRH estimula la liberacion de
gonatrofinas en la carpa y Nancy Sherwood, Eiden, Brownstein, Spiess, Rivier y Vale (1983) lo
hicieron en salmon lo cual ha generado gran interés en las investigaciones para la aplicacion en los
sistemas de acuicultura (Zohar y Mylonas, 2001). A su vez se descubrieron factores cerebrales que

se transportaban del sistema vascular hacia la hipéfisis para regular la secrecion de gonadotrofinas
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y del desarrollo gonadal (Donovan y Harris, 1954). En la década de 1970 se descubrio un
decapéptido del hipotalamo de mamiferos que se llamé LH-RH por su potencia estimuladora de la
secrecion de hormona luteinizante. Luego se descubrié que también estimula la secrecion de
hormona estimulante del foliculo (FSH), por lo que se denomind de forma genérica GnRH.
(Burgus, et al., 1971; Matsuo, Baba, Nair, Arimura y Schally, 1971).

En la década de los ochenta se identificaron dos gonadotrofinas diferentes en la hipofisis
de Onchorhynchus keta la GTH-1y la GTH-II (Kawauchi, et al., 1989). Posteriormente y en base
a las secuencias aminoacidicas, se establecio la homologia entre la GTH-1'y la GTH-II de los peces
con la FSH (hormona foliculoestimulante) y la LH (hormona luteinizante), respectivamente (Li y
Ford, 1998; Quérat, Sellouk y Salmon, 2000).

Por otra parte otros estudios muestran que la GnRH estimula las subunidades o y B de la
LH y la FSH relacionados con la madurez sexual del individuo (Khakoo, Bathia, Gedamu y Habibi,
1994; Dickey y Swanson, 2000; Mateos, Mafiands, Carrillo y Zanuy, 2002; Yaron, Gur, Melamed,
Rosenfeld, Elizur y Levavi - Sivan, 2003).

En estudios realizados con especies de teledsteos en los que se ha logrado cuantificar ambas
gonadotrofinas en el plasma, se evidencia que la GTH- | esta presente en todo el ciclo
incrementandose durante la ovogénesis y espermatogénesis asi como en la postovulacion y en la
postespermiogénesis, en cambio los niveles de GTH — Il son bajos en las primeras fases de
desarrollo gonadal y se elevan en la ovulacion de las hembras y espermiogénesis de los machos
(Swanson, 1991; Prat, Sumpter y Tyler, 1996; Gémez, Weil, Le Bail, Breton y Le Gac, 1999).
Ademas las gonadotropinas estimulan la produccién de prolactina  (Weber, et al., 1997) en
Oreochromis mossambicus y la expresion del ARN mensajero (ARNm) de prolactina (Bhandari
etal., 2003).
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De tal forma las acciones hipofisiotréficas de la GnRH estan mediadas por su union a
receptores especificos presentes en la membrana de las células gonadotropas adenohipofisarias
(Conn y Crowley, 1994). En peces, los primeros receptores de GnRH fueron detectados en la
hipofisis pero también se expresan en tejidos extrahipofisiarios como el cerebro, las gonadas, rifilon
e higado actuando como neurotransmisores y como factores autocrinos o paracrinos en las gonadas
(Marshall, Shakesper y Odell, 1976; Habibi y Pati, 1993; Yu, He, Chik, Lin, Chang y Peter, 1998).

2.4.2 Influencia de los cambios ambientales en el funcionamiento correcto del sistema

endocrino.

Algunas sustancias quimicas interfieren en el sistema hormonal, como los disruptores
endocrinos que alteran la sintesis, liberacion, transporte y el funcionamiento del metabolismo, y
generan alteraciones al sistema reproductor ejerciendo una presién de supervivencia de la especie.
De tal forma los cambios generados en el ambiente generan alteraciones en las secreciones
hormonales a lo largo del eje del cerebro, hipofisis y gonadas siendo responsables de la alteracion
de los ciclos hormonales incidiendo en la época del inicio de la gametogénesis, de la maduracién,

de la ovulacion o de la puesta de los peces (Carrillo, Zanuy, Prat, Serrano y Bromage, 1993, 1995)

Por dltimo, estos factores son capaces de alterar la amplitud de un ritmo endocrino,
pudiendo llevar incluso a la desaparicion de los mismos y por tanto a la pérdida de la funcién

reproductora que controlan (Carrillo, et al., 2007).

2.5 Procesos de reproduccion en tilapia roja (Oreochromis spp).

2.5.1 Ovogénesis
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En las hembras ocurre el proceso de ovogénesis que permite la viabilidad reproductiva con
el macho. El ovario o gbnada femenina en los peces se origina a partir de repliegues peritoneales
(pliegues ovigeros) donde se encuentran los vasos sanguineos y las células méas primitivas de la
estirpe del ovocito: las ovogonias, que permiten el desarrollo del ovocito y que tienen la capacidad
de convertirse en ovocitos durante toda la vida de la hembra (Benitez, 1992; Zanuy y Carrillo,
1987). Esto se logra cuando las ovogonias entran en la profase de la primera division meiotica,
convirtiéndose de esta manera en ovocitos primarios (Zanuy, et al, 1987) que se rodearan de células
foliculares las cuales constituirdn el foliculo (Benitez, 1992). Ademaés los ovocitos tienen como
caracteristica el aumento de volumen por la acumulacién de sustancias diferentes al vitelo
(previtelogénesis) y a su vez en el citoplasma de éstos aparecen unas vesiculas vitelinicas
compuestas por mucopolisacaridos ocupando gran parte del citoplasma (Benitez, 1992). En esta
fase el ovocito estd rodeado por células foliculares (granulosa) y tecales separadas por una
membrana basal (Verreth, Storch, y Segner, 1987).

Por otra parte se ha demostrado que el ovario es capaz de sintetizar corticosteroides,
androgenos y estrogenos (17p-estradiol), importantes para la vitelogénesis, y progestagenos:
dihidroxiprogesterona (17020p-diOHP) para la maduracion de los ovocitos (Verreth, et al, 1987).
Luego aparecen las vesiculas vitelinicas en el citoplasma del ovocito y con ellas los granulos de
vitelo con los cuales aumenta la fase de crecimiento obteniendo grandes reservas nutritivas en los
ovocitos (Benitez, 1992; Zanuy, et al, 1987).

De tal manera, la sintesis de vitelo ocurre dentro del ovocito (Vitelogénesis Enddgena)
como fuera de éste (Vitelogénesis Exdgena) (Ho, 1987; Zanuy, et al, 1987). En el vitelo enddgeno
se forman las vesiculas vitelinicas las cuales son precursoras de los alveolos corticales, estructuras
que liberan su contenido en el espacio previtelinico en el momento de la fecundacion del ovocito
(Zanuy, et al, 1987) y la VTG exogena tiene que internalizar la VTG (sintetizada en el higado por
la estimulacion de estrogenos) formando granulos de vitelo que entran al ovocito y desplazan las
vesiculas vitelinicas hacia la periferia (Ng y Idler, 1983). Cuando la VTG entra al ovocito esta se

disocia proteoliticamente en lipovitelina y fosvitina (Zanuy, et al, 1987).
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Un indicador de VTG plasmatica es una lipoglicofosfocarotenoproteina de las hembras
cuando estan en la fase de reproduccion. La molécula es de alto peso molecular por su composicion
(lipidos, carbohidratos, calcio, hierro y fosforo) (Hori, Kodoma y Tanahashi,1979; De Vlaming,
Wiley, Delahanty y Wallace 1980; Ho, 1987; Riazi y Fremont, 1988; Waagboe y Sandnes, 1988;
Campbell y Idler, 1980; Tyler y Sumpter, 1990; Matsubara y Sawano, 1995; Komatsu,
Matsumotoand y Hayashi, 1996; Nufiez, Bon y Le Menn, 1996; Rodriguez y Le Menn, 1996). Un
rango de peso molecular para la VTG es de 326.000 — 550.000 kDa en diferentes especies de peces
(Specker y Sulliang, 1994) describieron la composicion quimica de la especie Oreochromis
mossambicus con carotenoides como productos secundarios que sirven de proteccion contra la luz,
reserva de energia y antioxidantes; un porcentaje de proteina de 0.10% y 1.70% de fdsforo y
carbohidratos permiten el reconocimiento de receptores especificos en la sintesis de VTG
(Opresko, Wiley y Wallace, 1981; Mommsen y Walsh, 1988). Estos receptores especificos tienen
alto peso molecular (500.000 kDa), los cuales reconocen a la VTG y se unen a través de la region
del fosforo (Mommesen, et al, 1988). Por ultimo se obtienen las lipovitelinas, fosvitinas y fosvetas

en el citoplasma del ovocito que constituyen el vitelo (Wallace y Selman, 1985).

Después el 6vulo se induce a una etapa de maduracion debido al proceso de vitelogénesis
permitiendo que el ndcleo migre a la periferia del ovocito (condensacion de cromosomas y origen
del cuerpo polar) (Benitez, 1992; Jalabert, 1976; Nagahama, 1990) generando la ruptura de la

vesicula germinativa para preparar al ovocito para el proceso de ovulacién (Zanuy, et al, 1987).

2.5.2 Espermatogénesis.

Otro proceso que hace parte de la reproduccion en la tilapia es la espermatogénesis que
tiene etapas proliferativas (renovacion de las células madre y proliferacion mitética de las
espermatogonias), seguidas por meiosis y espermiogénesis, durante la cual las espermatidas
haploides se transforman en espermatozoides (No6brega et al., 2010). Por lo tanto, en anamniotas,

todos los miembros de una cohorte proveniente de una célula germinal estan agrupados en un
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espermatocisto limitado por un nimero de células de Sertoli (espermatogénesis cistica). Por esa
razon, las células de Sertroli son el soporte estructural y funcional de las células germinales en un
tiempo determinado separandolas de otras que estan en otros estadios de desarrollo (Ndbrega et
al., 2010).

Ademas, las células madre espermatogonias tienen la capacidad de renovarse a
espermatogonias A (mitosis) y especializarse a células espermatogonias B (mitosis) para
especializarse como espermatozoides (De Rooij y Russell, 2000). Las espermatogonias B hacen
parte de la fase final de la mitosis para entrar a meiosis para formar el espermatocito primario en
la fase preleptonema (Profase | temprana), luego pasa a ser un espermatocito secundario
(haploides), asi, éste se diferencia en espermatida a través del proceso de espermiogénesis
(empaquetamiento de cromatina y formaciéon del flagelo), y en la fase final de cada espermatida se
especializa como espermatozoide durante la espermiacion (Rey, 2012). Cuando se completa la
espermiogénesis los espermatozoides son liberados a la luz tubular y de alli al conducto deferente
para ser expulsados al exterior (Schulz y Miura, 2002).

Jamieson y Leung (1991) clasificaron a los espermatozoides en las siguientes categorias
con base a estudios realizados en diferentes tipos de especies y al tipo de fecundacion:

a) Acuasperma: Liberacién de esperma en el agua, fecundacién externa
- Acuasperma acrosomal

- Acuasperma anacrosomal (uniflagelado, biflagelado, flagelado)

b) Intrasperma. Se da en especies de fecundacion interna

- Intrasperma acrosomal

- Intrasperma anacrosoma
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3. METODOLOGIA.

3.1 Metodologia ensayos preliminares.

Con el fin de garantizar una dptima fase experimental se realizaron ensayos previos que
permitieron definir factores que no alteraran la concentracion de TCS definidos en la fase
experimental, ya que algunas interacciones podrian variar la concentracion propuesta del
contaminante emergente y afectaria los resultados de las variables respuestas del disefio
experimental propuesto. De tal forma se evalué cada uno de los factores que intervienen en el
sistema como se muestra en la tabla 1 y con base en los resultados se descartaron del montaje

experimental aquellos que alteraron la concentracion de TCS.

Tabla 1

Ensayos preliminares en la matriz de agua

Ensayos preliminares Factores
1 Fotodegradacion del TCS
2 Filtro
3 Tipo de difusor de oxigeno
4 Alimento del pez
5 tilapia hembra — tilapia macho

3.1.1 Ensayo 1. Evaluacién de fotodegradacion del TCS.

Este ensayo se hizo teniendo en cuenta la presencia y ausencia de luz, y se evaluo si estos
factores influian en la fotodegradacion de TCS en el transcurso de una semana. De tal forma se
realizo el montaje de peceras con 40 litros de agua dopadas con las concentraciones: 50 pg/L, 120
Mg/L y 190 pg/L unas sin exposicion a la luz y otras en presencia de luz para cada concentracion.
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3.1.2 Ensayo 2. Evaluacién de la variabilidad de TCS respecto al tipo de filtro.

Este montaje se realiz6 en peceras de 40 litros donde se tuvieron en cuenta dos tipos de
filtracion: mecanica (malla de filtracion de residuos y el perldn) y quimica (carbon activado) con
el fin de evaluar la incidencia del método de filtracion en la variabilidad de concentracion a 50
Mg/L, 120 pg/L y 190 pg/L de TCS presente para cada tratamiento durante una semana y la
eficiencia de cada uno de los sistemas para mantener el agua clara reducir la materia orgénica

biodegradable en el sistema.

3.1.3 Ensayo 3. Evaluacién de la variabilidad de la concentracion de TCS respecto al tipo

de difusor de oxigeno.

Se evaluo el tipo de difusor de oxigeno, ya que algunos materiales pueden incidir en la
concentracion de oxigeno disuelto en el agua necesario para que los peces puedan desarrollar sus
funciones metabdlicas vitales, asimismo pueden incidir en la concentracion del TCS, por lo tanto
se probd un difusor de oxigeno de piedra porosa y otro con manguera difusora de oxigeno. Estos
se evaluaron con 3 niveles del TCS en el transcurso de siete dias, tomando una muestra diaria de
agua por triplicado. Este montaje se realizd en una pecera de 40 litros donde se tuvieron en cuenta
dos tipos difusores con caracteristicas diferentes en disefio con el fin de evaluar la variacién de la

concentracion de TCS y la constante de oxigeno disuelto suficiente en el agua durante una semana.

3.1.4 Ensayo 4. Evaluacion de la variabilidad de TCS con la exposicion de alimento.

Se evaluo la interaccion de la presencia de alimento con la variabilidad de concentracion
de TCS propuesta en los diferentes tratamientos, debido a que algunos peces al ser expuestos al

contaminante no ingieren el alimento suministrado y la acumulacion de algunos componentes de
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éste como lipidos podrian asociarse con el contaminante y disminuir la concentracion de TCS en
la matriz agua propuesta en el disefio experimental y ademas aumentar los nutrientes lo que podria
generar una disminucion de oxigeno disuelto e influir en las funciones metabdlicas de los peces,
de tal forma fue necesario evaluar cbmo podria afectar la acumulacion del alimento en la pecera a
las diferentes concentraciones de TCS. Por lo tanto, se propuso un peso estimado de 10 gramos de
acumulacién de alimento a la mitad del tratamiento y al final del tratamiento aproximadamente 22
gramos teniendo en cuenta la biomasa de la pecera y se realiz6 la medicion diaria de pardmetros
fisico quimicos en el agua que permitieron monitorear la calidad de ésta en el transcurso de la

semana de tratamiento, asi mismo se evalud la concentracién de TCS diariamente.

El montaje se realiz6 en peceras de 40 litros por triplicado, donde se agreg06 la cantidad de
alimento mencionado para peces aplicando un disefio factorial teniendo en cuenta el tiempo con el
fin de evidenciar en que dia empezaba a decaer la concentracion para definir un limite de consumo
de alimento que no afectara el tratamiento, sin embargo es un factor no controlable ya que depende
de la capacidad de adaptacion de cada pez a las condiciones planteadas.

3.1.5 Ensayo 5. Evaluacidn variabilidad de la concentracion de TCS en presencia de tilapia.

Este ensayo se realizd con peces para determinar si éstos absorbian el contaminante en
peceras de 40 litros dopadas a 50 pg/L, 120 pg/L y 190 pug/L con el fin de medir el nivel de
tolerancia y evaluar la absorcién de TCS en el transcurso de una semana. De tal forma se hizo el
montaje por duplicado para hembras y machos con dos blancos para ambos sexos durante una
semana. Asi mismo para garantizar la exposicion de los peces a las concentraciones propuestas se
tuvo en cuenta los ensayos preliminares con agua, de tal forma para la concentracion de 50 pg/L
y 120 pg/L los peces se expusieron al segundo dia de haber preparado la pecera debido a la lenta

solubilidad del TCS y para la concentracion de 190 ug/L los peces se expusieron al séptimo dia.
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En el primer dia no se les agrego alimento a los peces para observar su comportamiento y
adaptacion al medio, ademas se afiadio aireacion con difusor de manguera para mantener el
oxigeno disuelto entre 6 mg/L y 8 mg/L en el agua teniendo en cuenta que este no interfiere en la

concentracion de TCS como se muestra en los resultados de los ensayos preliminares.

3.2 Metodologia para las variables respuesta del disefio de experimentos del trabajo de

investigacion.

3.2.1 Metodologia de la recoleccion de muestras de gametos en machos Tilapia.

Por cada tratamiento planteado en el disefio experimental se expusieron tres tilapias por
una semana, durante la cual se hicieron tres mediciones a cada uno de los peces para realizar la
evaluacion de las variables, la primera al iniciar el tratamiento (sin exposicion al contaminante),
la segunda durante el tratamiento y la dltima al final del tratamiento. Los analisis se hicieron por

triplicado en cada uno de los tratamientos propuestos incluidos los peces de la linea base.

Cada uno de los machos fue extraido de la pecera y se aplicé una presion abdominal para
ocasionar la expulsion de orina o heces fecales y asi se evitd la contaminacion de la muestra del
esperma. De tal forma de nuevo se realizé la presién abdominal para colectar la muestra de semen
en tubos de vidrio de 15 ml esterilizados y secos. Una vez se colecto la muestra, se llevo al

laboratorio inmediatamente para ser analizada en cada una de las variables propuestas.

Para el estudio de las variables analizadas en los espermatozoides se utiliz6 el Microscopio
Carl Zeiss Axio Imager A2, camara AxioCan ICc5 con software ZEN Imaging 2012, camara

Neubauer, pipetas, portaobjetos, cubreobjetos y aceite de inmersion.
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3.2.1.1 Metodologia motilidad de espermatozoides en tilapia.

Respecto a la aplicacion de la técnica para el conteo de espermatozoides en la variable de
motilidad la muestra se analiz6 tan pronto ocurrié el proceso de licuefaccion (después de 30
minutos de haber sido tomada la muestra), a temperatura ambiente para evitar la deshidratacion de
las células analizadas o cambios en la temperatura que pudieran afectar la estabilidad de la muestra.
La muestra se homogenizé mezclando bien para tomar la primera alicuota, de igual forma se toma

la réplica para el anélisis.

En cada muestra que se preparé se obtuvo una profundidad de 20 um con el fin de permitir
la movilidad de los espermatozoides cuando la muestra se estuvo analizando. De tal forma se tomo
10 pL de la muestra que se ubico entre la cAmara Neubauer y el cubre objetos retirando el exceso
de la muestra después de haber llenado en su totalidad la camara, se esper6 60 segundos a que
desaparecieran las burbujas. El parametro de motilidad se analizd en el objetivo x 400 contado

por muestra 200 espermatozoides.

3.2.1.2 Metodologia movilidad de espermatozoides en tilapia.

El estudio de la movilidad se realiz6 con el fin de obtener el porcentaje de motilidad de los
espermatozoides, para ello con la ayuda de la cdmara se contaron los espermatozoides que se
mueven activamente linealmente o en largos circulos a la que se le denomina motilidad progresiva
(PR), también se contaron los espermatozoides que nadan en pequefios circulos o donde el flagelo
hace un esfuerzo en mover la cabeza del espermatozoide, a esta variable se le denomina motilidad
no progresiva (NP), y por altimo, se evalud la inmotilidad que hace referencia a células sin
movimiento (IM). El total de la motilidad se reportd con la suma de la motilidad progresiva y no

progresiva (PR + NP), y se report0 el total de células que no presentan movimiento.
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3.2.1.3 Metodologia vitalidad de espermatozoides en tilapia.

La evaluacion de la vitalidad de los espermatozoides permite identificar la integridad de
la membrana dando cuenta de la motilidad, en el que el porcentaje de las células muertas no debe
exceder el porcentaje de motilidad en los espermatozoides, y es importante cuando el porcentaje

de motilidad progresiva es inferior al 40%.

Por otra parte, la vitalidad se midié usando eosina y nigrosina ya que los espermatozoides
muertos poseen membranas permeables a los colorantes, por lo tanto, esta cualidad hace que se
puedan discriminar de los espermatozoides vivos. Para preparar las muestras se tomaron 50 pL de
alicuota de la muestra de semen y 50 pL de los reactivos eosina y nigrosina, se homogenizo la
mezclay se esper6 30 segundos para tomar las muestras, al igual que para las muestras para evaluar
motilidad, se mezcla bien la muestra antes de tomarla, y para cada suspension se coloca una gota
en el porta objetos y se deja secar, analizandose la muestra con el objetivo x1000, 24 horas después
de haberla fijado. Por ultimo se estima el porcentaje de espermatozoides vivos o muertos a partir
de la totalidad de 200 espermatozoides contados, la técnica descrita se conoce como el test de
Williams Pollack.

3.2.1.4 Metodologia morfologia de espermatozoides en tilapia.

El Gltimo pardmetro a evaluar fue morfologia, en la que se analizaron los espermatozoides
por una placa que fue coloreada con coloracion Papanicolaou o con coloracion de Gram, y que se
hizo por duplicado. Los reactivos usados fueron: alcohol metilico, solucion de May Grumwald,
solucion de Giemsa, agua de phi y aceite de inmersidn. Con el fin de fijar la muestra se cubrié con
alcohol metilico durante 5 minutos dejandola secar al aire. De esta forma se cubrié la muestra con
May Grumwald durante 4 minutos y se diluyo con la misma cantidad de gotas de agua con pH 7,2

durante 4 minutos.
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Luego de decantar y lavar, se cubrio la extension de la muestra con una dilucion de Giemsa
diluida (3 gotas de colorante x mililitro de agua de pH 7,2) durante 12 minutos.

En la evaluacion de las anormalidades se incluyeron defectos de la cabeza, del segmento
intermedio, y la cola de los espermatozoides. Para el conteo discriminado en la morfologia se

incluyeron los espermatozoides con cola, las células inmaduras no se contaron.

3.2.1.4.1 Morfologia normal de los espermatozoides.

La morfologia de espermatozoides esta asociada con la reproducciéon normal. EI método
usado para evaluar la morfologia de los espermatozoides es clasificar los espermatozoides
observados a las diferentes concentraciones del TCS con el fin de observar el cambio estructural
de las células identificando los espermatozoides normales y los anormales. Los criterios descritos

a continuacion seran aplicados cuando exista normalidad morfoldgica (Kruger, et al., 1986)

A los espermatozoides se les observo la cabeza, cuello y cola (pieza intermedia y pieza
principal) para todas las células analizadas que se consideraban normales. La cabeza debe ser
regularmente ovalada y la zona acrosomal debe comprender del 40 al 70% de la cabeza
(Menkveld, et al., 2001). La pieza intermedia debe ser alargada, regular y con la longitud
aproximada de la cabeza del espermatozoide, y la pieza debe estar alienada con la punta de la
cabeza. Por ultimo, la pieza principal debe ser uniforme y méas delgada que la pieza intermedia

formando curvas frecuentes.

3.2.1.4.2 Morfologia anormal de los espermatozoides.

En el estudio de la morfologia de los espermatozoides también se observan aquellos con

anormalidades que pueden estar asociadas a defectos en el proceso de espermatogénesis o a otras
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patologias, para lo cual se requiere comprobar como la exposicion a TCS puede alterar el
funcionamiento del sistema endocrino, y por lo tanto, alterar la produccion de células normales
que faciliten sus procesos reproductivos ya que disminuyen los procesos de fertilizacion, ha
atribuido al incremento de la fragmentacion del ADN (Gandini et al., 2000) debido al proceso

disruptivo.

Algunos defectos en los espermatozoides se pueden encontrar en las cabezas, por ejemplo,
el tamafo de las cabezas pueden ser grandes, pequefias, conicas, redondas, cabezas dobles o llenas
de vacuolas. Ademas en el cuello y en la parte media del espermatozoide los defectos pueden
deberse a la insercion asimétrica de la cabeza, siendo gruesas, flexionadas o extremadamente
delgadas. En cuanto a la pieza principal los defectos pueden ser que la cola sea corta, este rota, de

ancho anormal, curvas en angulo o en espiral.

Teniendo en cuenta las indicaciones sefialadas para categorizar los espermatozoides, se
analizaron los peces sometidos a 50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L de TCS (contrastandolo con los

peces blanco gque se encontraban sin exposicién al contaminante.

3.2.2 Metodologia de la recoleccién de muestras de gametos en hembras Tilapia.

Las muestras de gametos (6vulos) en las hembras maduras se recolectaron tres veces a la
semana antes del inicio del tratamiento (sin exposicion al contaminante), en la fase intermedia y
al final de éste para cada una de las tres hembras expuestas por tratamiento, bajo las condiciones
establecidas en el disefio experimental a través de un masaje abdominal desde la aleta ventral hasta
la aleta anal, depositando los 6vulos en recipientes de 15 ml esterilizados y secos de vidrio. Una

vez colectada la muestra se llevo al laboratorio y se refrigero hasta su analisis posterior.
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A continuacion se describe la metodologia para la preparacion de las muestras de gametos

hembra que permitira caracterizar la sintesis de vitelogenina.

3.2.2.1 Preparacion de la muestra de hembras de tilapia (6vulos).

Con el fin de procesar las muestras de 6vulos de tilapia se requirio preparar diluciones del
estdndar de VTG y de las muestras obtenidas para aplicar el test ELISA como se describe a

continuacion con el fin de determinar la VTG presente en las muestras analizadas.

3.2.2.1.1 Dilucion del estandar de vitelogenina.

Se realizé una curva con 11 puntos a partir del estandar de vitelogenina de 5 ug VTG/ml

para ser analizados por el método de ELISA, como se puede observar en la tabla 2.

Tabla 2
Curva vitelogenina (VTG) método ELISA
Concentracion de VTG (ng/ml)

50
25
12.5
6.25
3.13
1.56
0.78
0.39
0.20
0.10
0.05

e
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3.2.2.1.2 Dilucién de las muestras.

Para las muestras de 6vulos se prepararon dos diluciones 1:50 (se afiadié 10 pL de la
muestra a 490 pL del buffer) y la ultima se realiz6 a 1:5000 (se afiadieron 10 uL de la dilucion
realizada de 1:50 a 990 pL del buffer).

Las soluciones del standard de vitelogenina y las diluciones de las muestras mientras se

prepararon y durante su preservacion se guardaron en hielo.

Una vez la curva y las muestras se diluyeron se procedio a realizar la incubacion de la curva
y las muestras en el plato como se muestra en la tabla 3. De tal forma los puntos de la curva y las
muestras del ensayo ELISA se dispusieron en una placa con 96 pozos los cuales tienen posiciones
determinadas en cuanto a la ubicacion de sensores Opticos del equipo que permitieron la

automatizacion de los ensayos realizados.

Tabla 2
Incubacion curva del estandar de VTG y muestras

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
NSB S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
P1 P2 P3 P4 PS P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12

! ! l ! ! ! l l ! l | l
P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22 P23 P24

| l l l l l | | ! l | l
P25 P26 P27 P28 P29 P30 P31 P32 P33 P34 P35 P36

l ! ! } } } 1 1 1 ! 1 !
Nota. Donde S1 — S11 representa la curva realizada para los experimentos y la P representa las

IO TNMmoo w>

muestras que se incuban para cada uno de los pozos con su réplica respectiva.
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Como se muestra en la tabla 3, en la primera fase de la incubacion se afiadio a cada pozo
identificado como NSB, 100 pL del buffer con el fin de determinar la union no especifica. Luego
se afiadio por duplicado 100 pL de las diluciones de la curva respectivas del standard de VTG en

los pozos y se afiadio 100 uL de cada una de las diluciones de las muestras por duplicado.

Cuando las muestras y la curva estuvieron listas, se incubaron y se sellaron con la cinta

adherente dejandolas por una hora y media a temperatura ambiente (20° - 25° C).

Después se lavaron los platos 3 veces con 300 pL por pozo con la solucion buffer,
posteriormente se afiadieron 100 uL del detector de anticuerpo diluido, se sellaron los platos y se
incubaron a una temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego de este tiempo se lavaron los
platos 5 veces con la solucién buffer afiadiendo 300 pL de ésta en cada pozo, se afiadieron 100 pL
de la solucidn de sustrato a cada uno de los pozos y se incubaron cubriéndolos con papel aluminio

a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Por ultimo, se detuvo la reaccion afiadiendo 100 uL 0.3 M H2SOs al pozo, luego se paso

por el lector de microplatos ELISA con absorbancia de 450 nm.

3.2.3 Metodologia para el analisis de las muestras de agua a través de cromatografia
liquida de ultra alta eficiencia acoplado a espectrometria de masas para determinar la

concentracion de TCS en cada tratamiento.

Con el fin de analizar la absorcion del TCS de cada uno de los peces en los diferentes
tratamientos se cuantifico el TCS presente en el agua a medida que transcurrian los tratamientos.

Se tomaron 15 ml de agua en viales estériles al dia durante una semana, correspondiente al tiempo
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de exposicion de cada tratamiento en cada una de las peceras y se procesaron para el analisis en el

UPLC MS/MS. A continuacién se muestra el diagrama metodologico en la figura 1.

Las muestras de agua son centrifugadas a 13.0000 rpm durante 5 minutos.

Matriz Corrida
Columna
uv=0.5

Sepharosa 6 B )
Tasa de flujo=

1ml./min
Papel=1
mL./min.
XK se equilibra con un buffer (Tris
HCL a 50 mM., NaCl 1%). MgCla 1
mM, PSMF a una concentracion de 1
mM, T®=4°C y pH=8
[ Inveccion de las muestras a analizar al UPLC/MS/MS ]

Figura 1. Metodologia de preparacion de las muestras de agua para el analisis en el UPLC MS/MS.
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4. DISENO EXPERIMENTAL

4.1 Disefio experimental ensayos preliminares.

Se tuvieron en cuenta los factores propuestos para cada uno de los ensayos preliminares
evaluando como variable respuesta el nivel de TCS durante una semana con el fin de elegir los
factores que no inciden en la variacion significativa de concentracion del contaminante. El disefio
experimental factorial fue 7x3x2 con 42 tratamientos para la variable respuesta nivel de TCS, éstos

se realizaron por triplicado en peceras de 40 litros.

4.1.1 Ensayo 1. Evaluacion de fotodegradacion del TCS.

El ensayo se realiz6 con el fin de evaluar la fotodegradacion del TCS en ausencia y
presencia de luz en peceras de 40 litros de agua y dopadas a concentraciones de 50 pg/L, 120 pg/L
y 190 pg/L, los ensayos se realizaron de acuerdo a los tratamientos planteados en la tabla 4.

Tabla 3
Evaluacidn de fotodegradacion del TCS

Tiempo Ausencia de luz (1) /Luz (2) Concentracién TCS (ug/L)

50

1 120

190

50

2 120

190

50

Dia 2 1 120
190

Dial
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50

120

190

Dia 3

50

120

190

50

120

190

Dia 4

50

120

190

50

120

190

Dia5

50

120

190

50

120

190

Dia 6

50

120

190

50

120

190

Dia7

50

120

190

50

120

190

4.1.2 Ensayo 2. Evaluacidn de la variabilidad de TCS respecto al tipo de filtro.
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Se tuvo en cuenta dos tipos de filtro que permitieran mantener la calidad de agua y que a
su vez favorecieran mantener la concentracion de oxigeno disuelto en el agua, de tal forma se
eligié un filtro de cascada con el cual se evaluo la filtraciobn mecénica y quimica para escoger
aquella que no interfiriera en la variacion de la concentracién de TCS propuesta durante cada

tratamiento por una semana como se muestra en la tabla 5.

Tabla 4

Evaluacion de la variabilidad de TCS respecto al tipo de filtro

Tiempo Filtro mecéanico (1) /Filtro Quimico (2) Concentracion TCS (ug/L)
50
1 120
190
50
2 120
190
50
1 120
190
50
2 120
190
50
1 120
190
50
120
190
50
1 120
190
50
2 120
190
50
120

Dial

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia 5 1
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190
50
2 120
190
50
1 120
190
50
2 120
190
50
1 120
190
50
2 120
190
Nota. Material A: Filtro mecanico (malla de filtracion de residuos y perlon); Material B: Filtro

Dia 6

Dia7

quimico (carbdn activado).

4.1.3 Ensayo 3. Evaluacién de la variabilidad de la concentracion de TCS respecto al tipo
de difusor de oxigeno.

En este ensayo preliminar se tuvo en cuenta dos tipos de aireadores uno de ellos con bola
porosa y el otro con manguera difusora con el fin de evaluar la menor interferencia de los tipos de
materiales con las concentraciones de TCS propuestas como se muestra en el disefio experimental

propuesto en la tabla 6 y ademas mantener la concentracion de oxigeno disuelto en el agua.

Tabla 5
Evaluacion de la variabilidad de la concentracion de TCS respecto al tipo de aireador
. Aireador con bola porosa (1) /Aireador con Concentracion TCS
Tiempo -
manguera difusora (2) (ug/L)
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Dia 1l

50

120

190

50

120

190

Dia 2

50

120

190

50

120

190

Dia 3

50

120

190

50

120

190

Dia 4

50

120

190

50

120

190

Dia 5

50

120

190

50

120

190

Dia 6

50

120

190

50

120

190

Dia 7

50

120

37



190
50
2 120
190
Nota. Material A: Difusor de oxigeno de piedra porosa; Material B: Difusor de oxigeno con

manguera.

4.1.4 Ensayo 4. Evaluacion de la variabilidad de TCS con la exposicion de alimento para

peces.

Con el fin de evaluar como podria afectar la acumulacion de alimento a la concentracion
de TCS debido a la afinidad lipidica del contaminante emergente se evaluaron dos pesos
aproximados de alimento acumulado a la mitad del tratamiento y al final del tratamiento, ya que
esto podria incidir en las variables respuesta a evaluar. De tal forma se propuso realizar el montaje
experimental por triplicado en peceras de 40 litros de agua dopadas a concentraciones de TCS de
50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L como se muestra en la tabla 7.

Tabla 6
Evaluacion de la variabilidad de TCS con la exposicion de alimento para peces

Tiempo Alimento 10g (1) /Alimento 22 g (2)  Concentracién TCS (ug/L)

50

1 120

190

50

2 120

190

50

1 120

Dia 2 190
50

120

Dial
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190

Dia 3

50

120

190

50

120

190

Dia 4

50

120

190

50

120

190

Dia5

50

120

190

50

120

190

Dia 6

50

120

190

50

120

190

Dia 7

50

120

190

50

120

190

4.1.5 Ensayo 5. Evaluacion variabilidad de la concentracion de TCS en presencia de tilapia.
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Para evaluar como vario la concentracion de TCS a 50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L a medida
que pasaba el tratamiento durante la semana, se expusieron a peces machos y hembras, cada
individuo en una pecera de 40 litros dopada con TCS como se propone en el disefio experimental
de la tabla 8.

Tabla 7
Evaluacion variabilidad de la concentracion de TCS en presencia de tilapia

Tiempo Pez macho (1) /Pez hembra(2)  Concentracion TCS (ug/L)

50

1 120
190

50

2 120
190

50

1 120
190

50

2 120
190

50

1 120
190

50

120

190

50

1 120
190

50

2 120
190

50

Dia5 1 120
190

Dial

Dia 2

Dia3

Dia 4
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50
2 120
190
50
1 120
190
50
2 120
190
50
1 120
190
50
2 120
190

Dia 6

Dia 7

4.2 Disefio experimental variables respuesta trabajo de investigacion.

Se escogio un disefio factorial con niveles mixtos con el fin de detectar la influencia de los
factores en las variables respuestas planteadas y determinar la combinacion de los niveles entre
factores donde se identifique la mayor influencia de disrupcion endocrina en las variables

respuestas durante una semana.

En este estudio se analizaron los efectos de los factores: concentracion de TCS, pH y
tiempo que podrian influir en la disrupcion endocrina y la interaccion de los niveles escogidos para

cada uno de éstos en las variables respuestas.

En el disefio K= 3 factores, TCS y el tiempo de exposicion con tres niveles cada uno y el
pH con 2 niveles. Por lo tanto, el disefio factorial es 3% x 2, con un total de dieciocho tratamientos,

cada uno de éstos tendra tres replicas.
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Los factores propuestos para evaluar la incidencia en las variables respuestas se muestran

en la tabla 9.

Tabla 8
Factores del disefio experimental del trabajo de investigacion

Tiempo pH Concentracién TCS (ug/L)
50
7 120
190
50
9 120
190
50
7 120
190
50
9 120
190
50
7 120
190
50
9 120
190

Dial

Dia 4

Dia7

La concentracion del TCS y el pH se escogieron como factores principales que podian
incidir en la disrupcion endocrina, ya que el TCS cambia su estructura molecular en funcién del
pH (Pka 8.1), y por lo tanto, se propusieron dos niveles de éste, en el cual se pretende evaluar la
interaccion de éstos factores con el tiempo de exposicion al contaminante, los cuales podrian

incidir en las variables respuestas planteadas en la investigacion.
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Las variables respuestas que se analizaron en la ejecucion de la fase experimental del

trabajo de investigacion se presentan en las tablas 10, 11y 12.

Tabla 9

Variables respuesta del disefio experimental

Variables respuesta Sexo
Y1 % Vitelogenina en ovulos H
Y2 % Motilidad en espermatozoides M
Y3 % Motilidad no progresiva en espermatozoides M
Ya % Inmotilidad en espermatozoides M
Ys % de vitalidad en espermatozoides M
Ye % Morfologia en espermatozoides M
Y7 Nivel de concentracion de TCS en agua MyH
Tabla 10
Tratamientos del disefio experimental en machos
Numero de Nombre de Concentracion H  Tiemoo Variables
tratamientos  Tratamientos P P respuesta
Y2, Y3 Y4 Y5,
1 1 50 pg/L Yo Y7
7 Y2, Y3 Y4 Y5,
2 2 120 pg/L Yo Vs
Y2, Y3 Y4 Y5,
3 3 190 g/t Dia 1 Ys, Y1
Y2, Y3 Y4 Y5,
4 7 50 pg/L Yo Y7
9 Y2, Y3 Ya Y5,
5 8 120 pg/L Yo Y7
Y2, Y3 Y4 Y5,
6 9 190 pg/L Yo Y7
Y2, Y3 Y4 Y5,
7 1 50 pg/L Yo Y7
7 Diad Y2, Y3 Y Ys,
8 2 120 pg/L Yo Y7
Y2, Y3, Ya Y5,
9 3 190 pg/L Yo Y7
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Y2, Y3 Y4 Y5,

10 7 50 pg/L Yo Ys
9 Y2,Y3Ys Ys
11 8 120 pg/L Yo Ys
Y2, Y3 Y4 Ys,
12 9 190 pg/L Yo Vs
Y2, Y3, Ys, Ys,
13 1 50 pg/L Yo X
7 Y2, Y3, Y4, Y5,
14 2 120 pg/L Yo Yr
Y2, Y3, Ys, Ys,
15 3 190 pg/L Dia7 Ys, Y7.
Y2, Y3, Y4, Y5,
16 7 50 pg/L Yo Y
9 Y2, Y3, Ys, Ys,
17 8 120 pg/L Yo Yi
Y2, Y3, Y4, Y5,
18 9 190 pg/L Yo Y
Tabla 11
Tratamientos disefio experimental en hembras
Nume_ro de Nombre de Concentracion H Tiempo Variables
tratamientos  ratamientos P P respuesta
1 4 50 pg/L 7 Dial Y1, Y7.
2 5 120 pg/L Y1, Y7.
3 6 190 po/L Y1, Y7.
4 10 50 ug/L 9 Y1, Y7.
5 11 120 pg/L Y1, Y7
6 12 190 pg/L Y1, Y7.
7 4 50 pg/L 7 Dia 4 Y1, Y7
8 ) 120 pg/L Y1, Y7.
9 6 190 pg/L Y1, Y7.
10 10 50 ug/L 9 Y1, Y7
11 11 120 pg/L Y1, Y7.
12 12 190 pg/L Y1, Y7
13 4 50 pg/L 7 Dia7 Y1, Y7.
14 5 120 pg/L Y1, Y7,
15 6 190 pg/L Y1, Y7,
16 10 50 pg/L 9 Y1, Y7
17 11 120 pg/L Y1, Y7
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18 12 190 pg/L Y1, Y7

4.2.1 Hipotesis.

4.2.1.1Hipotesis estadistica

Cada uno de los tratamientos propuestos en el disefio experimental tendré una incidencia
de disrupcion endocrina en el pez Tilapia de mas del 5% con base en las variables respuestas

analizadas en los gametos del pez.

5.2.1.1.1 Modelo de efectos

El modelo estadistico de efectos para este tipo de disefio esta dado por:
yl-jk =u + a; + ﬁ] + (aﬁ)ij + eijk; i = 1, e, a, ] = 1, ...,b;k = 1, e, N

Donde para nuestro caso:

o a: Numero de niveles de la concentracion de TCS, 3 para la investigacion: 50 pg/L, 120
Mo/L y 190 pg/L

. b: NUimero de niveles de pH (7,9)

o c: Numero de niveles respecto al tiempo (Dia 1, Dia 4 y el dia 7)

o i: i — esimo nivel del factor concentracion de TCS, en este caso asociado a la i — esima

concentracion de TCS (50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L), para este caso i = 1,2,3 pues existen 3
niveles asociados al factor concentracion.

o j: j — esimo nivel del factor pH, en este caso asociado al j — esimo contenido de pH (7 y
9), para este caso j = 1,2 pues existen 2 niveles asociados al factor pH.

o K: k — esimo nivel del factor tiempo, en este caso asociado al k — esimo contenido del

tiempo (1,4 y 7), para este caso k = 1,2,3 pues existen 3 niveles asociados al factor de tiempo.
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Yiji- evaluacion de gametos de tilapia al i — nivel del factor concentracion de TCS del j —

esimo nivel del factor pH y k — esimo nivel del factor tiempo y [ — esima replica realizada.

u: Media global.

a;. Efecto debido al i — esimo nivel del factor A (Concentracion de TCS).
p;: Efecto debido al j — esimo nivel del factor B (pH).

yk: Efecto debido al K — esimo nivel del factor C (Tiempo).

(aBy)ijk- Efecto de la interaccion en la combinacion ijk(Interaccion entre concentracion,

pH y tiempo).

&;ji- Error aleatorio asociado a los factores

Donde para el caso, las hipotesis de interés se muestran en la tabla 13.

Tabla 12

Hipdtesis del problema con relacion al efecto del TCS, el tiempo y los niveles de pH en la

disrupcién endocrina

Factor Observaciones

Hy:ay=a,=0a3=0 Hj:a; # 0,paraalguni
Donde para el caso tenemos que:

Concentracion ¢ H,: El efecto de la concentracion del TCS no influye en la

de TCS disrupcion endocrina del pez tilapia.
H;: El efecto de la concentracion de TCS influye en la disrupcion
endocrina del pez tilapia

Hy:B1 =02 =3 =0 Hy:B; # 0,para algun i
Donde para el caso tenemos que:
e H,: El efecto de los niveles de pH no influye en la disrupcion
endocrina del pez tilapia.
H;: El efecto de los niveles de pH influyen en la disrupcion
endocrina del pez tilapia

pH

Hyy=v,=y=0 Hy:y; #0,paraalguni
Donde para el caso tenemos que:
e H,: El transcurso del tiempo en cada uno de los tratamientos no
influye en la disrupcién endocrina del pez tilapia.
H;: El transcurso del tiempo en cada uno de los tratamientos influye
en la disrupcién endocrina del pez tilapia.

Tiempo

Hy: (aBy)ijr = 0,para todo ijk Hy: (afy);jx # 0,para algun i

Interaccion
Donde para el caso tenemos que:
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e H,: No existe efecto para la interaccion entre todos los niveles de
concentracion de triclosan, niveles de pH y el tiempo sobre la
disrupcion endocrina.
e H;: Existe efecto para la interaccion entre todos los niveles de
concentracion de triclosan, niveles de pH y el tiempo sobre la
disrupcion endocrina.

En la figura 2 se describen las variables a tener en cuenta en el disefio experimental, los

factores principales y secundarios en los tratamientos a realizar en la fase experimental del trabajo

de investigacion.

Factores controlables:
Z1: pH
Z2: Temperatura
Z3: Concentracién de TCS
Z4: Sexo del pez
Z5: Oxigeno disuelto

Z1 Z2 Z3 Z4 Z5

Variables de entrada: \ll \ll \1' ‘1’ ‘1’

X1: 18 peces hembra X1 —>

tilapia. Biomarcadores
X2: 18 peces macho ~ X2=>> de disrupcion
S endocrina
tilapia
1‘ L
W1 W2 W3 W4

Factores no controlables:
W1: Incidencia de otros factores

Bioguimicos como nitritos y nitratos.

W2: Materia organica disuelta
W3: Materia fecal del pez
Wa4: Peso del pez

Figura 2. Variables disefio experimental.

Variables respuesta:

Las siguientes variables fueron medidas en
évulos:

Y1: Concentracidn de Vitelogenina

Las siguientes variables fueron medidas en
espermatozoides:

Y2: Motilidad progresiva

Y3: Motilidad no progresiva

Y4: Inmotilidad

Y5: Vitalidad

Y6: Morfologia

La siguiente variable fue medida en agua:
Y7: Concentracién de TCS.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Ensayos preliminares.

5.1.1 Ensayo 1. Evaluacién de fotodegradacion del TCS.

Las figuras 3 a 5 muestran el diagrama de cajas para evaluar la variacién de concentracion
de TCS en los tratamientos a través de factores como el tiempo durante 7 dias consecutivos, la
concentracion de TCS con tres niveles: 50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L, la exposicion a la luz con
dos niveles: uno en ausencia de luz y otro con presencia de luz artificial. De tal forma se considera
que el TCS puede sufrir una transformacion fotolitica en aguas superficiales con la luz solar, por
lo tanto los procesos de fotolisis son importantes en la superficie de las masas de agua, pero no lo

son en aguas subterraneas, residuales o de grifo (Aranami K, et al., 2007).

De tal manera se quiso determinar a través de estos ensayos que la incidencia de la luz
artificial no afecta la variable respuesta estudiada, en este caso la concentracion de TCS propuesta
para el disefio experimental del trabajo de investigacién, ya que si esto pasara podria incidir en las

variables respuestas analizadas en peces.

Como se aprecia en la figura 3 y 4 la concentracion de TCS no varia significativamente
respecto a la exposicion o ausencia de luz evaluada ya que tiende a mantenerse constante, asimismo
en el andlisis de la tabla ANOVA el factor de luz no tiene incidencia en la concentracion de TCS

para ninguna de las concentraciones evaluadas.
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Por otra parte en la figura 5, la concentracion de TCS incrementd despues del cuarto dia,

lo cual se debe a que el TCS se concentraba por una combinacion entre la disolucion lenta del TCS

en el agua y la evaporacion del agua permitiendo alcanzar la concentracion esperada en el dia seis

y siete, de tal forma para esta concentracion se determind exponer al pez una vez la disolucion de

TCS en el agua se haya completado alcanzando la concentracion propuesta.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L

200
|

150
|

100
|

50

| EEE?E?ﬁ

Dia
Figura 3. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion de TCS a 50 ug

/L a través de los dias.

200
I
=]

150
|

100
|
o}

50
|

Dia
Figura 4. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion de TCS a 120

ug /L a través de los dias.

200
|

%:ggggﬁ

1
.

150
|

100
|

50
|

Dia
Figura 5. Diagrama de cajas
para la variacion de la

concentracion de TCS a 190

pg/L a través de los dias.
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Asi mismo se realizé el analisis para cada uno de los niveles en ausencia o presencia de

luz, como se muestra en la figura 7 y 8 la presencia o ausencia de luz no incide en la concentracion

de TCS propuesta en los ensayos, por otra parte en la figura 6 se encuentra una variabilidad no

muy significativa de la disminucion de la concentracion de TCS al ser expuesta a la luz, sin

embargo en el analisis estadistico no presenta significancia para la variable respuesta.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L

200
|

150
|

100
1

50
I

En ausencia o presencia de Luz
Figura 6. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion de TCS a 50 ug
/L en ausencia (1) o presencia

de luz (2).

200
I

o

150
1

100

50
1

| |
1 2

En ausencia o presencia de Luz

Figura 7. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion de TCS a 120
Mg /L en ausencia (1) o

presencia de luz (2).

=)
_

200

150
l

100
l

g0

\ |
1 2

En ausencia o presencia de Luz
Figura 8. Diagrama de cajas

para la variacion de la
concentracion de TCS a 190
Mg/L  en ausencia (1) o

presencia de luz (2).
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En las figura 9, al comparar la variacion de la concentracion del TCS sin presencia de luz
(linea discontinua) y la variacion de la concentracion del TCS con presencia de luz (linea continua)
se observa que no hay interaccion para los dos niveles propuestos en el factor luz para la
concentracion de 50 pg /L manteniendo constante la concentracion propuesta durante la semana
de tratamiento, de tal forma no se present6 fotodegradacion. Asimismo la literatura reporta que el
TCS es fotodegradable en aguas de grifo cuando esté expuestaa pH 7 y a una fuente de irradiacion
de 320 < A <400, sin embargo en aguas residuales la degradacion es mas rapida (Mezcua, Gomez,
Ferrer, Aglera, Hernandez y Fernandez, 2004). En la figura 10 y 11 a la concentracion de 120
Mg/L se observa que hay interaccion entre los niveles de luz y ausencia de luz hasta el quinto dia
de exposicién sin embargo en dia sexto y séptimo ya no presentan interaccion entre los niveles y
aumenta la concentracién del contaminante como ya se explicd, esto se debe a la combinacién de
la solubilidad del TCS en agua y la evaporacion del agua en el tiempo expuesto. Asi mismo se

observa que ambos niveles del factor inciden en la concentracion de TCS evaluada.

De tal forma se decidio realizar los ensayos del disefio experimental en presencia de luz ya
que de acuerdo al anélisis de varianza la presencia o ausencia de luz no afecta la concentracion de

TCS planteada en los tratamientos.
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Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L

200

Luz

150
|

Nivel de concentracién de TCS

Dia
Figura 9. Interaccion entre
niveles de luz y concentracion

de TCS.

o
o 4
™

Luz

[
- M

150
|

Nivel de concentracion de TCS
100
1

50

123 4 567
Dia
Figura 10. Interacciéon entre
niveles de luz y concentracion

de TCS.

150
|

Nivel de concentracidn de TCS
100
1

S0
1

123 4567
Dia

Figura 11. Interaccion

entre niveles de luz vy

concentracién de TCS.

5.1.1.1 Analisis estadistico de la fotodegradacion del TCS.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos

en la fotodegradacion del TCS, para esto se realizé la tabla el analisis de varianza para analizar la

significancia de las fuentes de variacion del modelo (tabla 14).

Tabla 13

ANOVA para la variable respuesta fotodegradacion del TCS

Suma de
cuadrados

Fuente
variabilidad

Grados de
libertad

Cuadrado
medio

valor
- P
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Aluz s, 20 a-1 1 Ms, 21 4 0151 06987
B: Dia SSp 2489 b—1 6 MSg 415 MSg 2930 0.0121
/MSg
C:
oncentracio  SS, c—1 MS e-
C i6 Ss. 391990 2 Ms, 195995 MSc 13844 5. 44
' /MS; 99
(@ MS
AB:Luz*Dia SSy; 679 —1)(b 6 Ms;p 113 M7 0799 05735
— 1) E
AC: Luz* (a MS
Concentracié6 SS,. 700 - 2 MS,, 350 Mgc 2471  0.0906
n —1) /MSg
BC: Dia* (b s
Concentracio SSg. 1037 —1D(c 12 MSg: 86 Mgc 0.610 0.8278
n —1) /MSg
ABC: Luz* (a
Dia* —1)(b MS5c
Concentracie SSam 2150 T 9c] 12 MS;pe 179 M 1266 02542
n - 1)
Residuales  SS, 11891 ‘ibf)(” 84 Ms, 142
Tol s, 410057 P 197301

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz0 la verificacion de hipétesis

de la variable de fotodegradacion del TCS como se muestra en la tabla 15.

Verificacion de las hipotesis

Para este factor el valor —p = 0.6987 > 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H,, luego el efecto del factor luz evaluado
no tiene influencia en el nivel de TCS.

Para este factor el valor —p = 0.0121 < 0.05 por lo que se

Tabla 14.

Verificacion de hipétesis para la variable motilidad
Factor
A:lLuz
B: Dia

rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene
influencia en el nivel de TCS.
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C: Concentracion (ug/l)

Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la concentracion
tiene influencia en la variacion de nivel de TCS.

Interaccion ABC: Luz *
Dia * Concentracion

Al evaluar esta interaccion entre luz, dia y concentracion el
valor —p = 0.2542 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se
acepta H,, luego el efecto de la interaccion no tiene influencia
en el nivel de TCS.

AC: Luz* Concentracion

Al evaluar la interaccion entre luz y concentracion el valor —
p = 0.0906 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,,
luego el efecto de la interaccion evaluada no tiene influencia
en el nivel de TCS.

BC: Dia* Concentracion

En la interaccion entre el tiempo y concentracion el valor —
p = 0.8278 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se acepta H,
luego el efecto de la interaccion entre tiempo y concentracion
evaluado no tiene influencia en el nivel de TCS.

AB: Luz* Dia

Tenemos que para esta interaccion de los factores luz y tiempo
el valor —p = 0.5735 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se
acepta H,, luego la interaccion evaluada no tiene influencia en
el nivel de TCS

5.1.2 Ensayo 2. Evaluacidn de la variabilidad de TCS respecto al tipo de filtro.

En las figuras 12, 13 y 14 se observa que el uso de filtro para la concentracién de 50 ug/L,

120 pg/L y 190 pg/L de TCS incide en la disminucion de la concentracion del contaminante. Esto

se podria deber a que en algunos tratamientos de agua se utilizan membranas de filtracion que son

tecnologias usadas para el tratamiento de aguas y aguas residuales que permiten mejorar la calidad

del agua (Acero, 2012). Asi mismo en la figura 12 y 13 se observa que al final del tratamiento no

se detecta concentracion de TCS, propiedad que se le atribuye al filtro con carbdn activado que

tiene la capacidad de adsorcidén de compuestos de masa molar baja, ademas la capacidad de la

membrana para retener compuestos de particulas de alto peso molecular (Acero, 2012).
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Concentracion 1: 50 pg/L Concentracion 2: 120 pg/L Concentracion 3: 190 pg/L
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Por otra parte, en la figura 14 al final del tratamiento se observa un comportamiento similar
en la concentracion de TCS en los dias 6 y 7 presentado una disminucién no muy significativa en
la concentracion de TCS, lo cual podria deberse a que los tratamientos con filtracion algunas veces
son inefectivos para la remocion de contaminantes emergentes debido a que las membranas de

carbdn activado tienen una capacidad de retencidn limitada (Acero, 2012).
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Se realizaron los diagramas de cajas para la variacion de concentracion de TCS en cada

uno de los filtros propuestos: filtro quimico constituido por malla de perlon con carbon activado

(1) y filtracion mecénica constituida por una rejilla plastica para la filtracion de residuos (2).

En el analisis de la tabla ANOVA se evidencia que los tipos de filtro inciden en la

concentracion de TCS evaluada como se muestra en las figuras 15,16 y 17, ya que para ambos

tipos de filtro se muestra una disminucion de la concentracion de TCS. Con base en los resultados

la mayor retencion de la concentracion de TCS se da en la filtracion quimica debido a la capacidad

de retencidn de particulas de alto y bajo peso molecular.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L
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Figura 15. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de TCS
respecto al tipo de filtro usado.
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Figura 16. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 120 ug/L de
TCS respecto al tipo de filtro
usado. Filtracion quimica (1) y

filtracion mecanica (2).
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Figura 17. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 190 ug/L de
TCS respecto al tipo de filtro
usado. Filtracion quimica (1) y

filtracion mecanica (2).
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Por otra parte, los ensayos con filtracion mecanica también inciden en la disminucion de
concentracion de TCS a través del tiempo, en este caso el contaminante se retiene en las paredes
de la rejilla del filtro.

Asi mismo se evalud la interaccion entre los niveles de filtro evaluados para la variable
respuesta nivel de concentracion de TCS, sin embargo como se muestra en las figura 18, 19 y 20
solo presenta interaccion entre los niveles de filtro en el primer dia y en los dias posteriores los
niveles no tienen interaccion, sin embargo cada uno de los filtros tiene incidencia en la disminucion
de la concentracion de TCS. Con base en los resultados obtenidos se decide no utilizar ningun tipo
de filtracion de las evaluadas y realizar la remocion de materia orgénica diariamente con el fin de
evitar que la concentracion de oxigeno disuelto disminuya y por lo tanto los pardmetros de calidad

de agua no sean 6ptimos para el adecuado funcionamiento del metabolismo de los peces.

Concentracion 1: 50 pg/L Concentracion 2: 120 pg/L Concentracion 3: 190 pg/L
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y concentracion de TCS. concentracion de TCS. concentracion de TCS.
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5.1.2.1 Anélisis estadistico de la variacion de TCS respecto al tipo de filtro.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos

en la variacion de TCS respecto al tipo de filtro, de tal manera se realizé la tabla del analisis de

varianza para identificar la significancia de las fuentes de variacion del modelo (tabla 16).

Tabla 15
ANOVA para la variable respuesta variacion de TCS respecto al tipo de filtro
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 —p
AFiltro  SS, 51343 a—1 1 Ms, 51343 MSa 130718 5 44
/MSg 1
B:Dia  SS; 97253 b—1 6 MS, 16209 M55 412674 2e-16
/MSg
C:
Concentraci6  SS; 18256 c—1 2 MS, 91284 MSc 2324.06 2e-16
o 7 /MSg 1
AB: Filtro* (a MS
"y SS,s 11551 —1)(b 6 MS,; 1925 AB 49013  2e-16
Dia —1) /MSg
AC: Filtro* (a MS
Concentracié SS,. 13494 —1)(¢c 2 MS,. 6747 AC 171777 2e-16
0 ~ 1) /MSg
BC: Dia* (b MS
Concentracié SSp. 11602 —1)(¢ 12 MSp. 967 BC 24615 2e-16
n ~1) /MSg
ABC: Filtro* (a
Dia* —1)(b MSapc 0.00016
Concentraci6 SSasc 1383 _ D(c 8 MSppc 173 /MSg 4.402 6
n - 1)
Residuales S5, 3456 ‘iblc)(" 88 Ms, 39
37264 abcn 12 16868
Total SSr 9 _ 1 5 7
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De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realizo la verificacion de hipétesis

de la variable nivel de TCS como se muestra en la tabla 17.

Tabla 16
Verificacion de hipotesis para la variabilidad de TCS respecto al tipo de filtro
Factor Verificacion de las hipotesis
Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
A:Filtro rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tipo de filtro tiene

influencia en el nivel de TCS evaluado.
Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
B: Dia rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene
influencia en el nivel de TCS.
Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
C: Concentracion (ug/l)  rechaza H, y se acepta H;, luego, el efecto de la concentracion
tiene influencia en la variacion de nivel de TCS.
Al evaluar esta interaccion entre filtro, dia y concentracion el
Interaccion ABC: Filtro* wvalor —p = 0.000166 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
Dia * Concentracion acepta H,, luego, el efecto de la interaccion tiene influencia en
el nivel de TCS evaluado.
Al evaluar la interaccién entre el tipo de filtro y concentracion
el valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, luego la interaccion tiene influencia en el nivel de
TCS evaluado.
En la interaccion entre el tiempo y concentracion el valor —
p=2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
luego la interaccion entre tiempo y concentracion tiene
influencia en el nivel de TCS.
Tenemos que para esta interaccion de los factores filtro y tiempo
el valor —p =2e— 16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H;, por lo tanto tiene influencia en el nivel de TCS
evaluado.

AC: Filtro* Concentracion

BC: Dia* Concentracion

AB: Filtro * Dia

5.1.3 Ensayo 3. Evaluacion de la variabilidad de la concentracion de TCS respecto al tipo

de difusor de oxigeno.
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Segun las figuras 21, 22 y 23 cuando se realizaron los ensayos a la concentracion de 50

Mo/L, 120 pg/L y 190 pg/L de TCS, se observa que el tipo de difusor de oxigeno utilizado incide

en la concentracion de TCS a los niveles propuestos aumentando su concentracion a medida que

pasan los dias de exposicion a éste.

Sin embargo en la figura 24, 25y 26 se hizo un analisis de diagrama de cajas para cada uno

de los niveles del factor tipo de difusor. En las concentraciones de 50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L

de TCS se evidencia que el difusor de oxigeno con piedra porosa incrementa la concentracion en

el agua, de igual forma ocurre con el paso de los dias.

En oposicion a lo que ocurre con la manguera difusora de oxigeno, ya que ésta mantiene

los niveles de concentracion de TCS esperados en los experimentos realizados, éstos cambios en

la concentracion se pueden explicar por el efecto combinado entre disolucion lenta del TCS y

evaporacion del agua como se habia explicado anteriormente (Figura 24, 25y 26).

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L
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Figura 21. Diagrama de cajas
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Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L

Concentracion 1: 50 pg/L
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Figura 24. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de
TCS

difusor usado: piedra porosa

respecto al tipo de

difusora (1) y manguera
difusora (2).
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Figura 25. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 120 pg/L de
TCS

difusor usado: piedra porosa

respecto al tipo de

difusora (1) y manguera
difusora (2).
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Figura 26. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 190 pg/L de
TCS

difusor usado: piedra porosa

respecto al tipo de

difusora (1) y manguera
difusora (2).

La interaccion entre los niveles del tipo de difusor de oxigeno en las figuras 27 y 28 no
tienen interaccion entre ellos, sin embargo el difusor de manguera es el que mantiene la
concentracion propuesta en los dos tratamientos. Por otra parte el comportamiento de los difusores
a la concentracién de 190 pg/L es similar y tienen una interaccion al principio del tratamiento y
al final de éste (figura 29), sin embargo hay que tener en cuenta que la solubilidad del TCS en la

concentracion mas alta se alcanza entre el dia sexto y séptimo del tratamiento.

Con base en los resultados analizados se escogio para el disefio experimental tener en

cuenta al difusor de oxigeno con manguera ya que este mantiene las concentraciones de TCS
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propuestas y no altera las concentraciones de oxigeno disuelto en el agua con base a la medicién

diaria de este parametro.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L
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Figura 27. Interaccién entre
niveles de difusores de
oxigeno, dia y concentracion
de TCS. El difusor de piedra
porosa es el nivel 1y el difusor

de manguera el nivel 2.
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Figura 29. Interaccion entre
niveles de filtros, dia y

concentracion de TCS.

5.1.3.1 Andlisis estadistico de la variacion de TCS respecto al tipo de difusor de oxigeno.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos en la

variabilidad del nivel de TCS, para esto se realizo la tabla el analisis de varianza para analizar la

significancia de las fuentes de variacion del modelo (tabla 18).
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Tabla 17
ANOVA para la variable respuesta variacion en el nivel de TCS respecto al tipo de difusor de

oxigeno usado

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Fy valor
variabilidad cuadrados libertad medio -p
A:Difusor §S, 334939 a-1 1 MS, 33493 MS, 54936 2e-16
9 /MSg 3

B: Dia SSg 126017 b-1 6 MSp 21003 MSp 34449 2e-16
/MSg
C: SSe 279335 ¢—-1 2 MS, 13966 MS. 2290.8 2e-16
Concentracio 7 /MSg 1
n
AB: Difusor* SS,z; 41959 (a 6 MS,; 6993 MS,; 11470 2e-16
Dia - 1)(b /MSg
-1)
AC: Difusor* S§S,. 167296 (a 2 MS,, 83648 MS,, 13719 2e-16
Concentracid - 1(c /MSg 8
n -1)
BC: Dia* SSgc 40327 (b 12 MSg:, 3361 MSp, 5512 2e-16
Concentracio - 1(c /MSg
n —1)
ABC: SSupc 62679  (a 12 MSypc 5223 MS,p; 85.67 2e-16
Difusor* Dia* - 1)(b /MSg
Concentracid —1D(c
n -1
Residuales SS, 5121  abc(n 84 MS, 61
- 1)
Total SSy 105767 abcn 12 59489
3 -1 5 5

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA (tabla 19) se realiz6 la verificacion de

hipétesis de la variable nivel de TCS.

Tabla 18

Verificacion de hipétesis para evaluar la variabilidad de TCS respecto al tipo de difusor usado

Factor Verificacion de las hipotesis
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A:Difusor Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H;, luego, el efecto del tipo de difusor
tiene influencia en la concentracion TCS.

B: Dia Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene
influencia en el nivel de TCS.

C: Concentracion (ug/l)  Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la concentracion
tiene influencia en la variacion de nivel de TCS.

Interaccién ABC: Difusor Al evaluar esta interaccion entre difusor, dia y concentracion el
* Dia * Concentracion valor —p = 2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta Hy, luego, el efecto de la interacciéon tiene influencia en

el nivel de TCS evaluado.

AC: Difusor* Al evaluar la interaccion entre difusor y concentracion el

Concentracion valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H;, luego la interaccion tiene influencia en el nivel de
TCS evaluado.

BC: Dia* Concentracion  En la interaccién entre el tiempo y concentracién el valor —
p=2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
luego la interaccion entre tiempo y concentracion tiene
influencia en el nivel de TCS.

AB: Difusor * Dia Tenemos que para esta interaccion de los factores difusor y
tiempo el valor —p =2e — 16 < 0.05 por lo que se rechaza
H, y se acepta H,, por lo tanto tiene influencia en el nivel de
TCS evaluado.

5.1.4 Ensayo 4. Evaluacién de la variabilidad de TCS con la exposicion de alimento.

En la figura 30, 31 y 32 se observa que la concentracion del TCS no se afectd por el
alimento en el primer dia de exposicion debido a que se mantiene en suspensién, sin embargo el
alimento desde el segundo dia de exposicion se solubiliza en la matriz de agua y disminuye la
concentracion del TCS significativamente lo cual es debido a que el triclosan tiene afinidad por
adsorberse sobre materia organica (Hale y Smith, 1996), debido a que tienen una alta naturaleza
lipofilica logKow 4.8, por lo tanto su acumulacion en compuestos solidos es mayor que en el agua
(Bester, 2003), en este caso sobre el alimento, disminuyendo la concentracion del triclosan en el
agua a través de los dias. De tal forma si el alimento es consumido por el pez sera mas facil la

ingesta por parte de éste del contaminante debido a que se encuentra retenido en la matriz organica,
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ademas la concentracion que este en el agua tendria tendencia a acumularse en los tejidos y por lo

tanto ser potencialmente mas toxico (Hansch y Dunn, 1972).

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 pg/L
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Figura 30. Diaglr:ma de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de
TCS respecto a la exposicién
con alimento usado durante

una semana.
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Figura 31. Dia[g);l?ama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de
TCS respecto a la exposicion
con alimento usado durante

una semana.
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Figura 32. Dia[;?ama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de
TCS respecto a la exposicion
con alimento usado durante

una semana.

En las figuras 33 y 34 para la concentracion de 50 pg/L y 120 pg/L se observa que la

adherencia al alimento es proporcional a la cantidad de alimento expuesto en la pecera, es decir

que a menor cantidad de alimento menor absorcion del contaminante, en este caso en el nivel 1

con 22 gramos de alimento la adsorcion del contaminantes es mayor al contrario que para el nivel

65



2 con 10 gramos, sin embargo el comportamiento en la figura 35 se observa que la adsorcion del

contaminante en ambos niveles de alimento es similar a una concentracion de 190 pug/L.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pug/L
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Figura 33. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de
TCS respecto al alimento. De
tal forma el nivel 1 corresponde
a 22 g de alimento y el nivel 2

a 10 g de alimento.
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Figura 34. Diagrama de cajas
para la variacion de la
concentracion a 120 ug/L de
TCS respecto al tipo de filtro
usado. De tal forma el nivel 1
corresponde a 22 g de alimento

y el nivel 2 a 10 g de alimento.
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Figura 35. Diagrama de
cajas para la variacion de la
concentracion a 190 pg/L de
TCS respecto al tipo de
filtro usado. De tal forma el
nivel 1 corresponde a 22 g
de alimento y el nivel 2a 10

g de alimento.

En la figura 36 y 37 se aprecia que los niveles de alimento propuestos tienen interaccién

los dos primeros dias, sin embargo en dias posteriores del tratamiento estos ya no tienen

interaccion. Por otra parte la cantidad de alimento propuesto incide en la variable respuesta de la

concentracion de TCS debido a su adherencia a la fase lipidica del alimento. Por ultimo en la figura
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38 se observa interaccion entre los dos niveles de alimento propuesto lo cual incide

significativamente en la disminucién de concentracién de TCS propuesta, por otra parte entre el

tercer y quinto dia ya no se presenta interaccion, sin embargo al final del tratamiento se restablece

el comportamiento inicial de interaccion entre los niveles de alimento propuestos.

De tal forma para el disefio experimental se sugiere que el pez consuma el alimento en el

primer dia debido a la flotabilidad y poca disolucion en el agua del alimento, sin embargo si el pez

ingiere el alimento en dias posteriores parte de la concentracion de TCS estara retenida en la

materia organica del alimento lo cual permitira al pez otro medio de asimilacion del contaminante

en su organismo sin interferir en las variables respuesta propuestas en el disefio experimental.

Concentracion 1: 50 pg/L

Concentracion 2: 120 pg/L

Concentracion 3: 190 ug/L
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Figura 36. Interaccién entre
niveles de alimento, dia vy

concentracion de TCS. El
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Figura 37. Interaccion entre
niveles de alimento, dia y
de TCS. EI
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Figura 38. Interaccion entre
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concentracion de TCS. El
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corresponde al nivel 2 y el
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alimento con
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5.1.4.4 Anélisis estadistico de la variacion de TCS con la exposicion de alimento.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos en la

variabilidad de TCS respecto a la exposicion con alimento. De tal forma se realizo la tabla el

analisis de varianza para analizar la significancia de las fuentes de variacion del modelo (tabla 20).

Tabla 19
ANOVA para la variable respuesta exposicion al alimento
Fuente Suma de Grados de Cuadrado Fy valor
variabilidad cuadrados libertad medio —p
A:Alimento SS, 13044 a-1 1 MS, 1304 MS, 314729 2e-16
4  /MSg
B: Dia SSg 84235 b-1 6 MSz; 1403 MSp 338.732 2e-16
9  /MS;
C: SSc 11507 ¢-1 2 MS, 5753 MS, 1388.24 2.36
Concentracio 5 8 /MSg 1 e-16
n
AB: SS,s 2859 (a 6 MS,; 477 MSu,p; 11497  2e-09
Alimento* -1 /MSg
Dia - 1)
AC: SS,c 8466 (a 2  MS,, 4233 MS,, 102.137 2e-16
Alimento* - 1(c /MSg
Concentracio - 1)
n
BC: Dia* SSgc 20487 (b 12 MSg, 1707 MSg, 41192 2e-16
Concentraci6 - 1(c /MSg
n - 1)
ABC: SSipc 2234 (a 12 MSupc 186 MS,p. 4.492 1.54
Alimento* -1 /MSg e-05
Dia* —1)(c
Concentracio -1
n
Residuales SS, 3481 abc(n 84 MS, 41
-1)
Total SSy 24988 abcn 12 9126
1 -1 5 5
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De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realizo la verificacion de hipétesis

de la variable variacion del nivel de TCS respecto a la exposicion de alimento como se muestra

en la tabla 21.

Tabla 20

Tabla verificacion de hipotesis para los niveles de alimento

Factor Verificacion de las hipdtesis
A:Alimento Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H;, luego, el efecto del alimento tiene
influencia en el nivel de TCS evaluado.
B: Dia Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se

rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene
influencia en el nivel de TCS.

C: Concentracion (pg/l)

Para este factor el valor —p = 2.36 e — 16 < 0.05 por lo que
se rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la concentracion
tiene influencia en la variacion de nivel de TCS.

Interaccion ABC:
Alimento * Dia *
Concentracion

Al evaluar esta interaccion entre alimento, dia y concentracion
el valor —p = 1.54 e — 05 < 0.05 por lo que se rechaza H, y
se acepta H,, luego, el efecto de la interaccion tiene influencia
en el nivel de TCS evaluado.

AC: Alimento*
Concentracion

Al evaluar la interaccion entre alimento y concentracion el
valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, luego la interaccion tiene influencia en el nivel de
TCS evaluado.

BC: Dia* Concentracion

En la interaccion entre el tiempo y concentracion el valor —
p=2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
luego la interaccion entre tiempo y concentracion tiene
influencia en el nivel de TCS.

AB: Alimento * Dia

Tenemos que para esta interaccion de los factores alimento y
tiempo el valor —p = 2e — 09 < 0.05 por lo que se rechaza
H, y se acepta H,, por lo tanto tiene influencia en el nivel de
TCS evaluado.

5.1.5 Ensayo 5. Evaluacién variabilidad de TCS en presencia de tilapia.
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Algunos contaminantes emergentes causan efectos negativos en el comportamiento de los
peces, disminuyendo su audacia, actividad y socializacién (Brodin, Fick, Jonsson y Klaminder,
2013). De tal forma en los ensayos realizados cabe resaltar que en el primer dia de exposicion de
los peces al primer tratamiento el comportamiento fue erratico en el caso de los machos, debido a
que los primeros dias los peces se mantuvieron aislados y sin movimiento, sin embargo las hembras

mantuvieron un comportamiento normal.

En este ensayo se busco evaluar la absorcion del contaminante por el pez a través del tiempo
y teniendo en cuenta los factores evaluados en los ensayos anteriores que no interfieren con la
concentracion del contaminante. En las figuras 39, 40 y 41 se observa que el nivel de concentracion
de TCS es influenciado por la presencia de los peces a través del tiempo. Es asi que para la
concentracion de 50 pg/L la deteccion del contaminante emergente en los dias 5, 6 y 7 no son
detectables por el cromatdgrafo (figuras 39), asi mismo en la concentracion de 120 pg/L se observa
el mismo comportamiento en los dias 6 y 7 (Figura 40) y por ultimo en la concentracién de 190
Mg/L se observa una disminucion significativa del contaminante entre el dia 2 al 5 y sigue
disminuyendo al final del tratamiento. Esta reduccién del contaminante en la matriz de agua se
puede deber a la bioacumulacién del contaminante en los peces ya que estudios realizados en éstos
han cuantificado la presencia de TCS en el plasma de 0.61 — 10.4 ng/g (Valters, et al., 2005), en
la bilis entre 14-80 pg/mL y respecto al peso total del pez entre 10-710 ng/g (Adolfsson — Erici,

Pettersson, Parkkonen y Sturve 2002; Houtman, Van, Brouwer, Lamoree y Legler, 2004).

Asi mismo en el analisis de la tabla ANOVA para este factor el valor—p=2e—-16 <
0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la exposicion del pez al
contaminante tiene influencia en el nivel de TCS, asi mismo el tiempo de exposicion en los

tratamientos tiene incidencia en la concentracion de TCS con un valor —p = 2e — 16 < 0.05
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Figura 39. Diagrama de cajas | Figura 40. Diagrama de cajas | Figura 41. Diagrama de cajas
para la variacion de la |para la variacion de la|para la variacion de la
concentracion a 50 pg/L de | concentracion a 120 pg/L de | concentracion a 190 pg/L de
TCS respecto al tiempo de | TCS respecto al tiempo de | TCS respecto al tiempo de

exposicion del pez. exposicion del pez. exposicion del pez.

Con base en los resultados se realizo el diagrama de cajas para la variacién de TCS a dos
niveles dependiendo del sexo del pez, de tal forma el nivel 1 corresponde al macho y el nivel 2 a
la hembra (Figuras 42, 43 y 44). En la exposicion de los peces a la concentracion de 50 pg/L y 120
Mg/L se observa un comportamiento de asimilacidn similar del contaminante independientemente
del sexo del pez (figura 42), sin embargo en la concentracion de 190 pg/L el macho tiende a
asimilar mejor la concentracion que la hembra manteniendo unos niveles mas bajos de
concentracion de TCS (figura 44) sin embargo la hembra también influye en la disminucién de la

concentracion con el paso del tiempo, por lo tanto, los peces absorbieron el TCS, sin embargo, el
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otro factor que podia disminuir la concentracion del TCS era el alimento pero se descarta debido

a que los peces ingirieron el alimento de inmediato sin dejar residuos.

Concentracion 1: 50 pg/L Concentracion 2: 120 pug/L Concentracion 3: 190 pg/L
e :
° I I o I I o T T
’ > 1 2 1 2
Sexo del pez Sexo del pez Sexo del pez
Figura 42. Diagrama de cajas | Figura 43. Diagrama de cajas | Figura 44. Diagrama de cajas
para la variacion de |[para la variacion de |para la  variacion  de
concentracion a 50 pg/L de | concentracion a 120 ug/L de | concentracion a 190 ug/L de
TCS con cada nivel, 1(Macho) | TCS con cada nivel, 1(Macho) | TCS con cada nivel, 1(Macho)
y 2 (Hembra). y 2 (Hembra). y 2 (Hembra).

Por ultimo se evalGa la posible interaccion entre los niveles del factor sexo del pez y como
se muestra en las figuras 45, 46 y 47 se presenta interaccion entre machos y hembras los cuales
inciden en la disminucion de concentracion de TCS en todos los tratamientos, esto se debe a su
capacidad de bioacumulacién del contaminante en las matrices bioldgica como se describid

anteriormente.
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Con estos ensayos realizados en peces teniendo en cuenta los resultados de los ensayos
realizados con los otros factores con el fin de controlar las condiciones para que no afectara la
concentracion de TCS, se evidencia que los peces cuando son expuestos al contaminante asimilan
la concentracion del contaminante de la matriz de agua y del alimento que se le suministra dado

que este también retiene el contaminante en la fase organica.

Concentracion 1: 50 pg/L Concentracion 2: 120 pg/L Concentracion 3: 190 pg/L

o fan}
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Figura 46. Interaccion entre | Figura 47. Interaccion entre

Figura 45. Interaccion entre | . .
g niveles de sexo de los peces y el | niveles de sexo de los peces

niveles de sexo de los peces y tiempo con el nivel de |y el tiempo con el nivel de

el tiempo con el nivel de concentracion de TCS. concentracion de TCS.

concentracion de TCS.

De tal forma teniendo en cuenta los resultados de los factores analizados en los ensayos
preliminares se propone un disefio experimental con los factores que no incidieron en la variacion
de concentracién de TCS y en las variables fisico quimicas que pudieran alterar la calidad del agua
con el fin de no alterar los resultados en las variables respuesta analizadas en los gametos de los

peces.
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5.1.5.1 Anélisis estadistico de la variacion de TCS en presencia de tilapia.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos

en la variacion de TCS en presencia de tilapia como se muestra en la tabla el analisis de varianza

(tabla 22) para analizar la significancia de las fuentes de variacion del modelo.

Tabla 21
ANOVA para la variable respuesta variabilidad de TCS en presencia de tilapia
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 —p
A:Pez ss, 13901 a-1 1 Ms, 13901 %\% 80.716 2e-16
E
e 34218 MSy  368.06 )
B: Dia SSy 3 b—1 6 MS; 57031 MS, 7 2¢e-16
C:
- 22059 11029 MS,. 711.84
Concerr:tramo SS¢ 5 c—1 2 MS; 8 IMS, 4 2 e-16
(@ MS 1.52
AB: Pez*Dia SS,; 10260 —1)(b 6 MS,; 1710 4B 11.036 '
—1) /MSg e-10
AC: Pez* (a MS
Concentracié6  SS,. 16912 —1)(¢ 2 MS,. 8456 AC 54574 2e-16
n —1) /MSg
BC: Dia* (b MS
Concentraci6  SSg. 62926 —1)(c 12 MSg. 5244 BC 33.843 2e-16
n —1) /MSg
ABC: Pez* (a
Dia* -1 MSypc 4.82
Concentracio SSasc 9672 _ D(c 8 MSppc 1209 /MSg 7803 o o
n - 1)
Residuales S, 29440 C_‘bf)(” Y oms, 155
70588 abcn 22 19800
Total SSr 9 _1 7 4

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz0 la verificacién de hipétesis

de la variable variabilidad de TCS en presencia de tilapia muestra en la tabla 23.
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Tabla 22

Verificacion de hipotesis para la variable de concentracion de TCS con la presencia de tilapia

Factor Verificacion de las hipotesis

Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
A:Pez rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la exposicion del

pez al contaminante tiene influencia en el nivel de TCS.

Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
B: Dia rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene

influencia en el nivel de TCS.

C: Concentracion (ug/l)

Para este factor el valor —p = 2e — 16 < 0.05 por lo que se
rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la concentracion
tiene influencia en el nivel de TCS.

Interaccion ABC: Pez *
Dia * Concentracion

Al evaluar esta interaccion entre pez, dia y concentracion el
valor —p = 4.82 e — 09 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta Hy, luego, el efecto de la interaccion tiene influencia en
el nivel de TCS.

AC: Pez* Concentracion

Al evaluar esta interaccidn entre pez y concentracion el valor —
p=2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
luego, el efecto de la interaccion tiene influencia en el nivel de
TCS.

BC: Dia* Concentracion

Al evaluar esta interaccion entre dia y concentracion el valor —
p=2e— 16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
por lo tanto el efecto de la interaccion tiene influencia en el nivel
de TCS.

AB: Pez* Dia

Tenemos que para esta interaccion de los factores pez y tiempo
valor —p = 1.52 e — 10 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, por lo tanto el efecto de la interaccion tiene influencia
en el nivel de TCS.

5.2 Andlisis de Motilidad en los espermatozoides de los peces Tilapia.

5.2.1 Andlisis de Motilidad expuestos a TCS (50 pg/L).

Se realizo el andlisis espermatico en cada uno de los tratamientos propuestos a diferentes
niveles de pH (7 y 9) y TCS (50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L) en los dias de exposicion 1, 4y 7.

Las muestras se tomaron en cada uno de los tratamientos antes de que los peces fueran sometidos
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al contaminante, durante la exposicion a éste y al final de cada tratamiento. En el primer y séptimo
tratamiento se expusieron por triplicado los peces a la concentracion baja del contaminante

emergente, 50 pg/L.

La motilidad espermatica se determind por el conteo de 200 espermatozoides por
duplicado. Esta se ha considerado una de las variables mas utilizadas para medir la calidad
espermatica (Moore y Akhondi, 1996) ya que esta le permitira una exitosa fertilizacién del ovulo
(Tabares, Tarazona, Olivera, 2005), ademas algunos autores sugieren que hay buena correlacion
entre motilidad y fertilidad (Lahnsteiner, 2000).

Como se puede observar en las tablas 24 y 25, la categoria mas frecuente es motilidad
progresiva para los dos tratamientos a diferentes niveles de pH, antes de ser expuestos al
contaminante asi como se ha observado porcentajes de motilidad alta en semen de bocachico de
76,8% sin exposicion a ningn contaminante (Arroyo y Vergara, 2010).

Para el tratamiento 1, el promedio de motilidad progresiva es 95.6% con una diferencia con
el promedio de la réplica de 0.5, lo cual es una diferencia aceptable. Por lo tanto se reportan los
siguientes valores: PR (95.6%), NP (4.3%) y IM (0.1%) (Tabla 24).

Tabla 23
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 1(medicion 1), Concentracién 50 pg/L
de TCS, pH 7

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.

Motilidad Motilidad no  Inmotilidad Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad
Progresiva  progresiva Progresiva progresiva
191,66 8,33 0 190,66 9 0,33

Porcentaje espermatozoides evaluados.
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95,80% 4,20% 0% 95,30% 4,50% 0,20%
Categoria mas frecuente

Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva  Motilidad entre aceptable de
Progresiva promedios. diferencia
95,6 % 0,5 5%
PR NP IM
95,6 % 4,3 % 0,1%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Para el tratamiento 7, el promedio de motilidad progresiva es 74.3% con una diferencia con
el promedio de la réplica de 2.5%, lo cual es una diferencia aceptable. Por lo tanto, se reportan los
siguientes valores: PR (74.3%), NP (3.16%) y IM (0.25%) (tabla 25). Asi mismo se han realizado
estudios que evallan la calidad seminal del esperma de Oreochromis spp. donde se reportan

porcentajes de motilidad superiores al 94% (Guerrero, Roa, Moreno, Taylor, Leon, Avalos, 2008)

La motilidad no progresiva e inmotilidad tienen un porcentaje poco representativo respecto
al promedio de motilidad progresiva en los dos tratamientos, lo cual indica que la motilidad de los
espermatozoides es aceptable para su reproduccién, en los peces de bagre blanco se ha reportado
un porcentaje de inmotilidad de 0.5 % en muestras frescas y de motilidad no progresiva 21.2 %
para este individuo (Universidad CES. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia., Salas

Villalva, Reza Gaviria, Espinosa Araujo, y Atencio-Garcia, 2015).

Tabla 24
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 7 (medicion 1), Concentracion 50 pg/L
de TCS, pH 9

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.

Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad Motilidad no Inmotilidad
Progresiva  progresiva Progresiva progresiva
192,66 6,66 0,66 193,66 6 0,33
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Porcentaje espermatozoides evaluados.

73% 3,33% 0,33% 75,50% 3% 0,16%
Categoria mas frecuente
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva  Motilidad entre aceptable
Progresiva promedios. de
diferencia
74,3 % 2,5% 9%
PR NP IM
74,30% 3,16% 0,25%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Los peces se evaluaron al cuarto dia de exposicion al TCS a la concentracién mas baja,
evidenciandose la disminucion de los porcentajes en la motilidad progresiva y el aumento en las
variables de motilidad no progresiva e inmotilidad, siendo la categoria més frecuente en los dos

tratamientos la motilidad no progresiva.

En el tratamiento 1, el promedio de motilidad no progresiva es 53.62 % con una diferencia
con el promedio de la réplica de 1.25%, lo cual es una diferencia aceptable. En consecuencia se
reportan los siguientes valores: PR (44.1%), NP (53.6%) y IM (2.6%). Por lo tanto, la motilidad
de espermatozoides disminuyé cuando el pez estuvo expuesto a dicha concentracion a la mitad
del tratamiento (Tabla 26). Asi mismo se evidencia que cuando se evallan biomarcadores
endocrinos y reproductivos en ambientes contaminados estos factores influyen en la disminucion

de las variables gonadosomaticas a evaluar (Goodbred et al., 2015).

Tabla 25
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 1 (medicién 2), Concentracion 50 pg/L
de TCS, pH 7

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
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Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad
Progresiva progresiva Progresiva progresiva
87,5 108,5 55 89 106 5
Porcentaje espermatozoides evaluados.
43,75% 54,25% 2,75% 44,50% 53% 2,50%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
No Motilidad No entre aceptable de
Progresiva Progresiva promedios. diferencia
53.62 % 1,25% 10%
PR NP IM
44,12% 53,62% 2,62%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Los resultados en el tratamiento 7 son acordes con el tratamiento 1 debido a que el
porcentaje de los espermatozoides en la variable motilidad progresiva disminuyeron respecto a la
primera medicién en un 34% de tal forma se reporta PR (40.3%), NP (59.5%) y IM (0.25%) donde
se evidencia que en el tratamiento 1 a pH 1 tiene un mayor porcentaje de disminucién en la

motilidad progresiva respecto al tratamiento 7 con pH 2 (Tabla 27).

Tabla 26

Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 7 (medicién 2), Concentracion 50 ug/L
de TCS, pH9

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.

Motilidad  Motilidad no Inmotilidad  Motilidad Motilidad no  Inmotilidad
Progresiva progresiva Progresiva  progresiva
78,67 121 0,33 82,33 117 0,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
39,30% 60,50% 0,20% 41,20% 58,50% 0,30%
Categoria mas frecuente.

Motilidad Promedio Diferencia Rango

no Motilidad no entre aceptable
Progresiva  Progresiva. promedios. de

diferencia

79



59,5% 2% 9%

PR NP IM

40,30% 59,50% 0,25%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Al finalizar los tratamientos se cuantificaron las mismas variables, las que mostraron

disminucion en el parametro de motilidad y aumento en la motilidad no progresiva. Esta vez en el

tratamiento 1, el promedio de motilidad no progresiva es 35.3% con una diferencia con el promedio
de la réplica de 2.0%, lo cual es una diferencia aceptable, siendo PR (35.3%) disminuyendo 8.8%

respecto a la segunda medicion, por otra parte NP (64%) se incrementd un 5.9% y IM (0.8%)

(Tabla 28).
Tabla 27
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 1 (medicion 3), Concentracion 50 pg/L
de TCS, pH 7
200 espermatozoides Replica 200

espermatozoides

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.

Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad
Progresiva progresiva Progresiva progresiva
68 130 2 73 126 1
Porcentaje espermatozoides evaluados.
34% 65% 1% 36,50% 63% 0,50%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
no Motilidad No entre aceptable de
Progresiva Progresiva promedios. diferencia
64% 2% 10%
PR NP IM
35,30% 64% 0,80%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).
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En el tratamiento 7, la categoria més frecuente es motilidad no progresiva con un 66.92%,
la cual sigue incrementandose desde la primera medicion con una diferencia con la réplica de
2.50% donde la diferencia es aceptable para los resultados PR (33%) disminuyendo 7.3% respecto
a la segunda medicion, por otra parte NP (66.92%) se incrementd un 5.9% e IM (0.08%) (Tabla
29).

Se muestra la influencia de la variacion del pH ya que a pH 9, la disminucion en la

motilidad es mayor en el tratamiento 1 respecto del 7.

Tabla 28
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 7 (medicion 3), Concentracion 50 pg/L
de TCS, pH 9

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad  Motilidad Motilidad no  Inmotilidad

Progresiva progresiva Progresiva  progresiva
68,33 131,33 0,33 63,67 136,33 0
Porcentaje espermatozoides evaluados.
34,17% 65,67% 0,17% 31,83% 68,17% 0%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
No Motilidad No entre aceptable
Progresiva Progresiva promedios. de
diferencia
66,92% 2,50% 9%
PR NP IM
33% 66,92% 0,08%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

5.2.2 Analisis de Motilidad expuestos a TCS (120 ug/L).
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Al inicio del tratamiento 2 se obtuvieron los siguientes resultados que se relacionan en la
tabla 30, PR (85.42%), NP (10.08%) y IM (4.50%), de tal forma se podria contrastar con la
motilidad evaluada para bagre blanco ya que se reportan porcentajes superiores al 90%
(Universidad CES. Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia., Salas Villalva, et al., 2015).

Tabla 29
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 2 (medicién 1), Concentracion 120
pg/L de TCS, pH 7

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad no  Inmot
Progresiva progresiva Progresiva progresiva ilidad
170,33 21,33 8,33 171,33 19 9,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
85,17% 10,67% 4,17% 85,67% 9,50% 4,83%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva Motilidad entre aceptable de
Progresiva promedios. diferencia
85,42% 0,50% 7%
PR NP IM
85,42% 10,08% 4,50%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Al igual que en tratamiento 2, en el 8 se encuentran buenos resultados como se observa en
la tabla 31 respecto a la motilidad evaluada en los espermatozoides reportando PR (98.75 %), NP
(2.25 %) y IM (0.00 %). En contraste con los resultados reportados en el semen de
Pseudoplatystoma metaense presentdé una movilidad mayor al 90%, con el menor valor de
movilidad progresiva lineal rapida (34.9+9.0%) y en general valores de espermatozoides inmoviles
menores al 10% (Universidad de Cordoba (Colombia). Facultad de Medicina veterinaria y

zootecnia., Medina — Robles, et al., 2011).
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Tabla 30
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 8 (mediciéon 1), Concentracion 120
pg/L de TCS, pH 9

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.

Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad no Inmot
Progresiva progresiva Progresiva progresiva ilidad
197,67 2,33 0 197,33 2,67 0
Porcentaje espermatozoides evaluados.

98,83% 1,17% 0% 98,67% 1,33% 0%

Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva Motilidad entre aceptable de
Progresiva promedios. diferencia
98.75 % 0,16% 3%
PR NP IM
98,75 % 1,25% 0%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Por otra parte al comparar las cargas corporales de contaminantes en peces analizando 252
sustancias quimicas se demuestra que estos influyen en la motilidad espermatica (Goodbred et al.,
2015). De tal forma, en la segunda medicion se encontré una diferencia significativa entre el
tratamiento 2 y 8, ya que en el tratamiento 2 la motilidad progresiva aunque se redujo 10.92%
sigue siendo el grupo que predomina, de esta forma como se aprecia en la tabla 32 se reporta PR
(72.42%), NP (23.67%) y IM (2.92%).

Tabla 31
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 2 (medicion 2), Concentracion 120 pg/L
de TCS, pH 7

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
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Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad no  Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva progresiva
149 46 5 140,67 48,67 6,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
74,50% 23% 2,50% 70,33% 24,33% 3,33%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva Motilidad entre aceptable de
Progresiva  promedios. diferencia
72,42% 4,17% 9%
PR NP IM
72,42% 23,67% 2,92%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Por otra parte en el tratamiento 8 se reporta una disminucion en la motilidad progresiva en
un 69%, siendo los resultados de motilidad: PR (29.75%), NP (1.25%) y IM (0%) que se observan
en la tabla 33 Se comprueba que en el tratamiento 2 con la concentracion con la concentracion
del120 pg/L y a una exposicion de pH 7, la incidencia disruptiva es inferior, en comparacion con
el tratamiento 8 de pH 9, sin embargo, en ambos tratamientos disminuyé la motilidad progresiva
y aumento la motilidad no progresiva e inmotilidad lo cual sugiere que ambos tratamientos tienen

afectacion.

Tabla 32
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 8 (medicion 2), Concentracién 120
pg/L de TCS, pH 9

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad Motilidad no Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva  progresiva
60,67 136 3,33 58,33 137 4,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
30,30% 68% 1,70% 29,20% 68,50% 2,30%

Categoria mas frecuente.
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Motilidad Promedio Diferencia Rango

no Motilidad no entre aceptable
Progresiva  Progresiva promedios. de
diferencia
68,30% 0,50% 9%
PR NP IM
29,75% 68,25% 2%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

En las ultimas muestras de los tratamientos 2 y 8, se evidencia la disminucion de motilidad
progresiva un poco superior a la segunda medicion en la concentracion con la concentracion de120
Mo/L del tratamiento 2, lo cual es debido a que los peces al inicio de los tratamientos tienden a
tener movimientos lentos y pausados evitando el gasto de energia lo que se puede reflejar en los
resultados, ya que al pasar los dias, el pez empieza a nadar normalmente y termina adaptandose al
medio en el que se encuentra. Por lo tanto, la motilidad progresiva disminuyé un 42.67% respecto
a la segunda medicion en el tratamiento 2, donde se reporta PR (67.75%), NP (31%) y IM (1.13%)

como se observa en la tabla 34.

Tabla 33
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 2 (medicién 3), Concentracion 120
Mg/L de TCS, pH 7

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad  Motilidad no Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva  progresiva
133,5 67 1,5 137,5 57 3
Porcentaje espermatozoides evaluados.
66,75% 33,50% 0,75% 68,75% 28,50% 1,50%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva  Motilidad entre aceptable
Progresiva promedios. de
diferencia
67,75% 2% 9%
PR NP IM
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67,75% 31% 1,13%
Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

En el tratamiento 8, en comparacion con el tratamiento 2, la motilidad progresiva aumento
0.75%, en la motilidad no progresiva disminuy6 3.17% y el pardmetro de inmotilidad aumentd
2.42%. Sin embargo, el grupo mas frecuente sigue siendo la motilidad no progresiva al igual que
en la segunda medicion, como se muestra en la tabla 35 y el promedio tiene una diferencia
aceptable. Los resultados que se reportan son: PR (30.50%), NP (65.08%) y IM (4.42%).

Tabla 34
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 8 (medicién 3), Concentracion 120
Mg/L de TCS, pH 9

Original 200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad no  Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva progresiva
65,33 126 8,67 56,67 134,33 9
Porcentaje espermatozoides evaluados.
32,70% 63% 4,30% 28,30% 67,20% 4,50%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
no Motilidad no entre aceptable de
Progresiva  Progresiva promedios. diferencia
65,10% 4,20% 10%
PR NP IM
30,50% 65,08% 4,42%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

5.2.3 Andlisis de Motilidad expuestos a TCS (190 pg/L).
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Por dltimo, se evalud la motilidad con 190 pg/L en los 2 niveles de pH, en el que los
tratamientos 3 y 9 se evaluaron los peces sin estar sometidos al contaminante. Para el tratamiento
3 se obtuvo los siguientes resultados: PR (76.83%), NP (14.42%) y IM (8.75%) (Tabla 36).

Tabla 35
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 3 (medicién 1), Concentracion 190
Mg/L de TCS, pH 7

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad  Motilidad no Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva  progresiva
151 28,33 20,67 156,33 29,33 14,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
75,50% 14,17% 10,33% 78,17% 14,67% 7,17%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva  Motilidad entre aceptable
Progresiva promedios. de
diferencia
76,83% 2,67% 8%
PR NP IM
76,83% 14,42% 8,75%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Los resultados de la motilidad en el tratamiento 9 a una exposicién de la concentracién mas
alta y pH 9 fueron: PR (96.33%), NP (3.50%) y IM (6.0%), donde el grupo que predomina es la
motilidad progresiva para ambos tratamientos (Tabla 37).

Tabla 36
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 9 (medicion 1), Concentracion 190 pg/L
de TCS, pH 9

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
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Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad  Motilidad no Inmotilidad

Progresiva  progresiva Progresiva  progresiva
192,33 7 0,67 193 7 0
Porcentaje espermatozoides evaluados.
96,17% 3,50% 0,33% 96,50% 3,50% 0%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva  Motilidad entre aceptable
Progresiva promedios. de
diferencia
3,50% 0% 6%
PR NP IM
96,33% 3,50% 0,17%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Con base en los anteriores resultados comparéndolos con los de bagre rayado
Pseudoplatystoma sp presenta una movilidad mayor al 90% presente en toda la estacion
reproductiva (Universidad de Cordoba (Colombia). Facultad de Medicina Veterinaria Yy
Zootecnia., Medina-Robles, y Cruz-Casallas, 2011).

Cuando se realiza la segunda medicién en la concentraciéon 3 para el tratamiento 3 se
encuentra que se reduce el porcentaje de la motilidad progresiva en 13.45% y aumentando la
motilidad no progresiva e inmotilidad (Tabla 38). De tal forma, se ha demostrado que a
concentraciones més altas de contaminantes como PCBS, DDTs, PBDEs galaxolide y methil
triclosan encontrados en las Vegas inciden en el conteo de espermatozoides fue inferior en casi el
50% (Goodbred et al., 2015). En la tabla 38se obtuvo como resultado: PR (63.38%), NP (26.75%)
e IM (9.63%).

Tabla 37
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 3 (medicion 2), Concentracién 190
Mg/L de TCS, pH 7

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
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Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad no Inmot

Progresiva progresiva Progresiva progresiva ilidad
128,5 52 18,5 125 55 20
Porcentaje espermatozoides evaluados.
64,25% 26% 9,25% 62,50% 27,50% 10%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiva Motilidad entre aceptable de
Progresiva promedios. diferencia
63,38 % 1,75 % 5%
PR NP IM
63,38 % 26,75 % 9,63 %

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

En contraste con el tratamiento 9, la motilidad progresiva se redujo significativamente en
un 72.75%, en el parametro de la motilidad no progresiva aumenté 70.5%, por lo tanto, se reportan
los siguientes resultados PR (23.58%), NP (74%) e IM (2.42%) (Tabla 39), teniendo en cuenta que
hay una diferencia aceptable del promedio de la variable més frecuente, en este caso motilidad no
progresiva.

Tabla 38
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 9 (medicién 2), Concentracién 190
pg/L de TCS, pH 9

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad Motilidad Motilidad  Inmoti
Progresiva progresiva Progresiva no lidad
progresiva
46 149,67 4,33 48,33 146,33 5,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
23% 74,83% 2,17% 24,17% 73,17% 2,6
7%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
no Motilidad no entre aceptable de
Progresiva Progresiva promedios. diferencia
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74% 1,67% 6%
PR NP IM
23,58% 74% 2,42%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Por altimo, cuando se realizd la ultima medicion a 190 pg/L, en la cual el pardmetro de
motilidad progresiva se incremento un 3.5%, sin embargo, la motilidad no progresiva aumenté en
un 5.75% en comparacion con la segunda medicion. Con base en estos resultados se obtuvieron
los siguientes resultados del tratamiento 3: PR (66.88%), NP (32.50%) e 1M (0.63%) (Tabla 40).

Tabla 39
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides, tratamiento 3 (medicién 3), Concentracion 190
Mg/L de TCS, pH 7

200 espermatozoides Replica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad Motilidad no Inmotilidad  Motilidad Motilidad Inmotilidad

Progresiv progresiva Progresiv no
a a progresiv
a
143,5 55 15 124 75 1
Porcentaje espermatozoides evaluados.
71,75% 27,50% 0,75% 62% 37,50% 0,50%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
Progresiv Motilidad entre aceptable
a Progresiva promedios. de
diferencia
66,88% 9,75% 5%
PR NP IM
66,88% 32,50% 0,63%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

Por otra parte, en el tratamiento 9 se obtuvo en los diferentes parametros: PR (25.17%), NP

(73.83%) e IM (1%) donde los resultados no difieren mucho de los obtenidos en la segunda
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medicion (Tabla 41), sin embargo se evidencia que la concentracion de cargas de contaminantes
en los individuos como los peces ademas de reducir niveles de ketotestosterona, sugiere que la
condicion reproductiva masculina es influenciada por la exposicion a los contaminantes
emergentes (Goodbred et al., 2015).

Tabla 40
Evaluacion PM, NP e IM en espermatozoides tratamiento 9 (medicion 3), Concentracion 190 pg/L
de TCS,pH9

200 espermatozoides Réplica 200 espermatozoides
Promedio espermatozoides evaluados por triplicado.
Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad Motilidad  Motilidad no  Inmotilidad

Progresiva progresiva Progresiva progresiva
51,67 145,67 2,67 49 149,67 1,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
25,83% 72,83% 1,33% 24,50% 74,83% 0,67%
Categoria mas frecuente.
Motilidad Promedio Diferencia Rango
no Motilidad no entre aceptable de
Progresiva Progresiva promedios. diferencia
73,83% 2% 6%
PR NP IM
25,17% 73,83% 1%

Nota. PR (Motilidad Progresiva), NP (Motilidad no progresiva) e IM (Inmotilidad).

5.2.4 Analisis de motilidad progresiva (PR).

De tal forma al comparar la motilidad progresiva en los diferentes tratamientos (Figura 48),
se aprecia que la PR en la primera medicion para todos los tratamientos es alta respecto a las
mediciones posteriores, a pesar de que cada organismo tiene unas caracteristicas especificas de
acuerdo a sus funciones metabdlicas y a que la adaptacién a los factores fisicoquimicos en el que

habita son diferentes.
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Figura 48. Motilidad progresiva a las diferentes concentraciones de TCS y niveles de pH.

En la concentracion 1, los tratamientos a pH 9 y pH 7, en la segunda medicién, la motilidad
progresiva disminuyd significativamente respecto a la medicion 1 que se realizd sin la exposicion
al TCS, asi mismo en la tercera medicion, la PR sigui6 en la tendencia a la disminucion del
porcentaje de PR, por lo tanto, se presenta un proceso disruptivo en los dos tratamientos con la
concentracion mas baja de TCS.

En los tratamientos expuestos a la concentracion 2 se observa una disminucion gradual en
la PR con el paso de los dias de exposicion al contaminante emergente, aunque la disminucion de
PR en el tratamiento con pH 7 es inferior entre la medicion 1y 2 respecto al tratamiento con pH 9
a esta concentracion, sin embargo, al comparar estos resultados con los otros tratamientos a
diferentes concentraciones se comprueba que los tratamientos a pH 9 tienen una mayor incidencia

de disrupcion en la motilidad progresiva respecto a los peces que se encontraban a pH 7.
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De acuerdo a la figura 48 se puede apreciar que la motilidad progresiva en la medicion 1

de la concentracion 3 es mayor en el tratamiento a pH 9 respecto a la medicion que se realiza en

el tratamiento a pH 7, siendo en la segunda medicion afectada significativamente la motilidad

progresiva para ambos tratamientos, pero a pH 9 fue més sensible la disrupcion. En la tercera

medicion, el porcentaje de motilidad se increment6 un poco en ambos tratamientos, sin embargo,

el porcentaje en ambos casos no es representativo para la viabilidad de reproduccion.

5.2.5 Analisis estadistico de la motilidad progresiva.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos

en la motilidad progresiva se realizo la tabla de analisis de varianza (tabla 42) para analizar la

significancia de las fuentes de variacion del modelo.

Tabla 41
ANOVA para la variable respuesta Motilidad progresiva
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 —p
e MS, 2.64 e-
A:Dia ss, 36141 a-1 2 MS, 18070 MS, 43.298 10
B: 55, 10868 b—1 2 wMms, 53 M5 1280 o201
Concentracion B B /MS; T '
C: pH ss; 300 c¢—1 1 Mms. 300 M 0719 0402
/MSg
- D (a
AB: Dia* N MS4p
Concentracion  SSAB 769 - B(b 4 MS,; 192 MS, 0.461 0.764
(a MS
AC:Dia*pH  SS, 1424 —1)(c¢ 2 MS,, 712 AC 1,706 0.196
BC: (b MS
Concentracion* SSp. 1294 —1)(c 2 MSyz. 647 BC 1550 0.226
pH ~1) /MSg
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(a

ABC: Dia* LI s
Concentracion* SS,z. 3318 4 MS,zc 830 ABC 1988 0.117
pH - 1% (C /MSE
Residuales S5, 15025 ‘iblc)(" 6 MS, 417
Total ssp 59339 P 53

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz la verificacion de hipotesis

de la variable motilidad como se muestra en la tabla 43.

Tabla 42

Verificacion de hipdtesis para la variable motilidad

Factor

Verificacion de las hipotesis

A:Dia

Para este factor el valor —p = 2.64e — 10 < 0.05 por lo que
se rechaza H, y se acepta H;, luego el efecto del tiempo tiene
influencia en el factor de motilidad progresiva evaluado en los
espermatozoides.

B:Concentracion (ug/l)

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.291 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto de la
concentracion no tiene influencia en la variable motilidad
progresiva de los espermatozoides.

C: pH

En este factor el valor —p = 0.402 > 0.05 por lo que se
rechaza H; y se acepta H,, luego el pH no tiene influencia en
la variable motilidad progresiva de los espermatozoides.

Interacciéon ABC: Dia *
Concentraciéon* pH

Para esta interaccion el valor —p = 0.117 > 0.05 por lo que
se rechaza H, y se acepta H,, luego el efecto entre los factores
dia, concentracion y pH no tiene influencia en la variable
motilidad progresiva de los espermatozoides.

AC: Dia* pH

Para la interaccion entre el diay el pH el valor —p = 0.196 >
0.05 por lo que se rechaza H; y se acepta H,, por lo tanto la
interaccion entre los factores dia y pH no tiene influencia en la
variable motilidad progresiva de los espermatozoides.

BC: Concentracion* pH

Para la interaccion concentracion y pH el valor —p =
0.226 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el
efecto del pH no tiene influencia en la variable motilidad
progresiva de los espermatozoides.
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Para la interaccion concentracion y dia el valor —p =
0.764 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el

AB: Dia* Concentracion  efecto de la interaccion entre la concentracién y el pH no tiene
influencia en la variable motilidad progresiva de los
espermatozoides.

5.2.6 Anélisis de la Motilidad no progresiva (NP).

Por otra parte se analiz6 el parametro de la motilidad no progresiva (Figura 49), en la que
en la primera medicidn para todos los tratamientos fue inferior el porcentaje en contraste con las
mediciones posteriores a cualquier concentracion de TCS. En el analisis de la segunda medicion,
los tratamientos expuestos a un pH 9 tienen un porcentaje mayor de motilidad no progresiva mayor
que en los tratamientos expuestos al pH 7 lo que coincide con los resultados obtenidos en el analisis
de la variable de motilidad progresiva.

Motilidad no progresiva (NP)

80 7473,83

68,2
70 64 66,92 25,08
59,5

50
40 32,5 El Seriesl

26,7 O Series2

31
30 23,6
20 14,4 M Series3
10,08
10 43 3,16 I_I 125 ﬂ 3,5
o =1 =1 — =

pH7Conc.1 pH9Conc.1 pH7Conc.2 pH9Conc.2 pH7Conc.3 pHYConc.3

Mediciones

Porcentaje de motilidad no Progresiva

Figura 49. Motilidad no progresiva a diferentes concentraciones y niveles de pH.
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Por altimo, el porcentaje de motilidad no progresiva en la Gltima medicion aumento6 para
todos los tratamientos excepto para las concentraciones 2 y 3 a pH 9, sin embargo, la diferencia

con la segunda medicion no es significativa.

5.2.7 Analisis estadistico de la motilidad no progresiva.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos
en la motilidad no progresiva se realizé la tabla de analisis de varianza para cada uno de los factores

como se observa en la tabla 44.

Tabla 43
ANOVA para la variable respuesta Motilidad no progresiva
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 -p
i~ _ MS, 3.54 e-
A:Dia SS, 18824 a-1 2 MS, 9412 /MS, 35.064 09
B: MSy
Concentracion ~ SSE 79 b—1 2 MSg 39 MS, 0.146  0.864
) _ MS, 4.73 e-
C:pH SS. 10070 ¢—-1 1 MS. 10070 MS, 37.515 07
SNy (a
AB: Dia* N MS,p
Concentracion 5348 93 B B(b 4 MSyp 23 /MS, 0.087 0.986
(a _
AC:Dia"pH  SS,c 8012 —1)(c 2 MS, 4006 oAC 14924 Loe
_ 1) / E
BC: (b
Concentracion® SSz. 217  —1)(c 2 MSp 109 M5 0404 0670
H ~1 /MSe
p )
D (a
*
antracion* - 1) MS i5c
Concentracion* SS,5. 724 4 MSugc 181 0.674 0.614
pH - 1) (C /MSE
— 1)
Residuales  ss, 9663 (" 35 ys 268
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Total SSy

abcn

47603 53

-1

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realizd la verificacion de hipotesis

de la variable motilidad como se muestra en la tabla 45.

Tabla 44

Verificacion de hipétesis para la variable motilidad no progresiva

Factor Verificacion de las hipotesis
Tenemos que para este factor el valor —p =3.54e - 09 <
A-Dia 0.05 por lo que se rechaza H,, y se acepta H;, luego, el efecto del

tiempo tiene influencia en la variable de motilidad no progresiva
evaluado en los espermatozoides.

B:Concentracion (ug/l)

Tenemos que para este factor el valor — p = 0.864 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto de la
concentracion no tiene influencia en la variable motilidad no
progresiva de los espermatozoides.

C:pH

Tenemos que para este factor el valor —p =4.73e - 07 <
0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,, por lo tanto el
efecto del pH tiene influencia en la variable evaluada de
motilidad no progresiva en espermatozoides.

Interaccion ABC: Dia *
Concentracion* pH

Al evaluar esta interaccion entre dia, concentracion y pH el
valor —p = 0.614 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta
H,, luego, el efecto de la interaccion evaluada no tiene
influencia en la variable evaluada de motilidad no progresiva en
espermatozoides.

AC: Dia* pH

Tenemos que para este factor el valor —p =1.90e - 05 <
0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta Hy, luego, el efecto de
la interaccion entre dia y pH tiene influencia en la variable
motilidad no progresiva evaluada en espermatozoides.

BC: Concentracion* pH

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.670 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto de la
interaccidn entre concentracion y pH no tiene influencia en la
variable motilidad no progresiva de los espermatozoides.

AB: Dia* Concentracién

Tenemos que para esta interaccion de los factores el valor —
p = 0.986 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se acepta H,
luego el efecto de la interaccion entre concentracion y tiempo no
tiene influencia en la variable motilidad no progresiva de los
espermatozoides.
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5.2.8 Analisis de la Inmotilidad (IN).

Por ultimo en la Figura 50 se presenta el analisis de IM con las diferentes concentraciones
de TCS a diferentes niveles de pH, observandose que no presenta un patrén generalizado para los
diferentes tratamientos, no obstante se relacionan respecto al incremento del porcentaje de IM
cuando aumenta la concentraciéon de TCS, por ejemplo para el tratamiento a pH 7, el porcentaje
de IM en la medicion 2 es proporcional al incremento de la concentracion del contaminante, asi

mismo ocurre en la secuencia de mediciones a pH 9.

En la Gltima medicién con la que se terminan los tratamientos para ambos niveles de pH,
la concentracion de IM en los espermatozoides presentd un porcentaje bajo de 1M, en la segunda
medicion este porcentaje aument6 en todos los experimentos y en la tercera medicion disminuyd

de nuevo el porcentaje de IM.

Inmotilidad (IN)
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3 10 8,75

% s .
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©
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Figura 50. Inmotilidad a diferentes concentraciones y niveles de pH.
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Con base en los parametros analizados a diferentes concentraciones del TCS y a diferentes
niveles de pH se comprobo que en todos los tratamientos hubo disrupcion endocrina afectando las
variables de motilidad en cada uno de los tratamientos y en cada uno de los peces estudiados en la
fase experimental, lo que induce a una disminucidn de la capacidad de fertilidad del pez por la baja

produccidn de espermatozoides viables para su reproduccion.

5.2.9 Andlisis estadistico de la Inmotilidad

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos
en la inmotilidad se realizé la tabla del analisis de varianza para analizar la significancia de las

fuentes de variacion del modelo (tabla 46).

Tabla 45
ANOVA para la variable respuesta Inmotilidad
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 —p
A:Dia ss, 2142 a-1 2 wms, 1071 M 1770 0.18401
/MSg
B: 55, 7266 b-1 2 Ms; 3633 M55 6004 000562
Concentracion B ' B /MSg
C: pH ss, 3910 c—1 1 Mms. 3910 MSc  eue2 01547
/MSg
- D (a
AB: Dia* N MSyp
Concentracien  SSas  37.66 - B(b 4 MSy; 941 LeP 1556 0.20708
(a MS
AC:Dia*pH  SS, 7371 —1)(c 2 MS,. 36.86 / Me 6.091 0.00527
— 1) E
BC: (b S
Concentracion* SSz. 3567 —1)(c 2 MSy. 17.84 /MEC 2.947 0.06525
pH - 1) E

99



(a

ABC: Dia* e s
Concentracion* SS,5. 42.14 4 MS,p. 1054 ABC 1741 0.16238
Residuales S5, 217.84 ‘_‘bf)(” 36 MS, 6.5
Total ssp 5402 M 53

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz la verificacion de hipotesis

de la variable inmotilidad como se muestra en la tabla 47.

Tabla 46

Verificacion de hipétesis para la variable inmotilidad

Factor

Verificacion de las hipotesis

A:Dia

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.18491 > 0.05
por lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto del
tiempo no tiene influencia en la variable evaluada de
inmotilidad de los espermatozoides.

B:Concentracion (ug/l)

Tenemos que para este factor el valor — 0.00562 < 0.05 por
lo que se rechaza H, y se acepta H,, por lo tanto el efecto de la
concentracion tiene influencia en la variable evaluada de
inmotilidad en espermatozoides.

C:pH

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.1547 > 0.05
por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego el efecto del pH
no tiene influencia en la variable evaluada de inmotilidad de
los espermatozoides.

Interacciéon ABC: Dia *
Concentraciéon* pH

Al evaluar esta interaccion entre dia, concentracion y pH el
valor —p = 0.16238 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, luego, el efecto de la interaccion evaluada no tiene
influencia en la variable evaluada de inmotilidad en
espermatozoides.

AC: Dia* pH

Tenemos que para la interaccién entre el factor dia y pH el
valor —p = 0.00527 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, luego, el efecto de la interaccion entre dia y pH tiene
influencia en la variable de inmotilidad evaluada en
espermatozoides.

BC: Concentracion* pH

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.06525 > 0.05
por lo que se rechaza H, y se acepta Hy, luego el efecto de la
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interaccion entre concentracion y pH no tiene influencia en la
variable motilidad no progresiva de los espermatozoides.
Tenemos que para esta interaccion de los factores el valor —
p = 0.20708 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,

AB: Dia* Concentracion  luego el efecto de la interaccion entre concentracion y tiempo no
tiene influencia en la variable inmotilidad de los
espermatozoides.

5.3 Andlisis vitalidad en espermatozoides de peces Tilapia.

5.3.1 Analisis de la vitalidad a 50 pg/L de TCS.
Esta variable permite analizar la integridad de la membrana en las células, identificando
el porcentaje de células viables y a su vez las células no vitales, las cuales son tefiidas con los

reactivos eosina y nigrosina con los cuales se puede identificar un dafio en la membrana celular.

Con el fin de comparar la variacion de vitalidad y el dafio en la integridad de las membranas
celulares en los diferentes tratamientos se realizd un analisis contrastando la exposicion de los
peces a pH 7 y 9, a diferentes concentraciones de TCS (50 pg/L, 120 pug/L y 190 pg/L). Al igual
que para la variable motilidad se realiz6 el analisis con base en 200 espermatozoides por duplicado
para cada uno de los peces en cada uno de los tratamientos antes, durante y al finalizar la exposicion
a TCS, en cada uno de los tratamientos ya que este es considerado como un potente disruptor que
provoca toxicidad reproductiva (Lan, et al., 2015).

Por consiguiente en los tratamientos 1 y 7 se utilizd 50 pg/L de TCS como se puede
observar en las tablas 48 y 49, ya que estos tratamientos fueron aceptados debido a que la
diferencia en el porcentaje de vitalidad es aceptable. Antes de exponer a los peces al TCS, la
diferencia en el porcentaje de vitalidad para los tratamientos 1y 7 es 16.16% Yy la diferencia en las
células muertas es 16.17%, siendo el mayor porcentaje de células muertas en el tratamiento a pH
7. De tal forma el porcentaje de vitalidad es alta, si se compara con el bagre rayado
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Pseudoplatystoma sp para el cual reportan una viabilidad espermatica superior al 61 % en las
diferentes estaciones de muestreo, teniendo en cuenta que las muestras fueron tomadas in situ
(Universidad de Cordoba (Colombia). Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia., Medina-
Robles, et al., 2011)

Tabla 47
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 1 (medicion 1), Concentracién 50
pg/L de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
141,33 58,67 143 57
Porcentaje espermatozoides evaluados.
70,67% 29,33% 71,50% 28,50%
Porcentaje células 71,08% Diferencia entre porcentajes 0,83%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 9%
Tabla 48

Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 7 (medicion 1), Concentracién 50
pg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
173,67 26,33 175,33 24,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
86,83% 13,17% 87,67% 12,33%
Porcentaje células 87,25% Diferencia entre porcentajes 0,83%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 7%
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A la mitad del tratamiento, al cuarto dia de exposicion de los peces se analizaron con el fin
de observar la variabilidad de la vitalidad de los espermatozoides, de tal forma en el tratamiento 1
disminuyo el porcentaje de vitalidad en un 31% vy el porcentaje de células muertas se incremento
en igual porcentaje (Tabla 50).

Tabla 49
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides tratamiento 1 (medicion 2), Concentracion 50 pg/L
de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células

muertas muertas

78,67 121,33 81,67 118,33

Porcentaje espermatozoides evaluados.

39,33% 60,67% 40,83% 59,17%

Porcentaje células 40,08% Diferencia entre porcentajes 1,5%
vivas. células vivas.

Diferencia entre promedios. 10%

Para el tratamiento 7, el porcentaje de vitalidad disminuyé 19.42% como se presenta en la tabla

51, valor inferior al obtenido en el tratamiento 1.

Tabla 50
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 7 (medicion 2), Concentracién 50
pg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
135,67 64,33 135,67 64,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
67,83% 32,17% 67,83% 32,17%
Porcentaje células 67,83% Diferencia entre porcentajes 0%
vivas. células vivas.
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Diferencia entre promedios. 9%

Al finalizar el tratamiento 1 disminuyd la vitalidad 56.83% como se observa en la tabla 52,
respecto a la primera medicién, por lo tanto, el porcentaje de células muertas aumentd
significativamente. El porcentaje de vitalidad se redujo 25.83% respecto a la segunda medicién lo
que indica que a medida que el pez se encuentra expuesto al TCS hay disrupcion endocrina,
reflejada en las variables evaluadas en los espermatozoide, lamentablemente las condiciones
ambientales de la tilapia se pueden alterar por la presencia de contaminantes emergentes en rios,
lagos y estanques de agua dulce que causan alteraciones metabdlicas en el pez (Kolpin, et al.,
2002).

Tabla 51. Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 1 (medicion 3),
Concentracion 50 pg/L de TCS, pH 7.

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
28 172 29 171
Porcentaje espermatozoides evaluados.
14% 86% 14,50% 85,50%
Porcentaje células 14,25% Diferencia entre porcentajes 0,50%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 7%

Para el tratamiento 7, la vitalidad en la medicion 3 fue 63.25% como se aparece en la tabla
53, teniendo una diferencia de 24% respecto a la primera medicion y de 4.58% respecto a la
segunda medicion, lo cual indica que el porcentaje de vitalidad en los dos tratamientos a la
concentracion de 50 pg/L, fue mas afectada cuando los peces estuvieron expuestos al tratamiento
7, sin embargo, en ambos tratamientos se presenta una diminucién en la variable lo que indica un

proceso de disrupcién endocrina.
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Tabla 52

Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 7 (medicién 3), Concentracion 50

Mg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
125,33 74,67 127,67 72,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
62,67% 37,33% 63,83% 36,17%
Porcentaje células 63,25% Diferencia entre porcentajes 1,17%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 10%

5.3.2 Analisis de la vitalidad a 120 pg/L de TCS.

En el tratamiento 2, el porcentaje obtenido en la vitalidad fue 89.58% que al compararlo en

un estudio realizado también en semen de oreochromis spp.se obtuvieron porcentajes de vitalidad
superiores al 80% (Guerrero, et al., 2008) y el de células muertas fue 10.41% como se observa en
la tabla 54, en el que los peces no estaban expuestos a TCS, siendo la diferencia aceptable entre
los porcentajes de la vitalidad entre la muestra original y la réplica.

Tabla 53
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 2 (medicién 1), Concentracion 120
Mg/l de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Celulas vivas Celulas Células vivas Celulas
muertas muertas
179 21 179,33 20,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
89,50% 10,50% 89,67% 10,33%
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Porcentaje células 89,58% Diferencia entre porcentajes 0,17%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 6%

Por otra parte para el tratamiento 8 se observa en la tabla 55 que el porcentaje de vitalidad

es 80.42% vy el porcentaje de células con dafio en la membrana fue 19.58%.

Tabla 54

Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 8 (medicion 1), Concentracion 120
Mg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
156,33 43,67 165,33 34,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
78,17% 21,83% 82,67% 17,33%
Porcentaje células 80,42% Diferencia entre porcentajes 4,50%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 9%

El porcentaje de vitalidad en la segunda medicion disminuy6 para el tratamiento 2 en
31.16% respecto a la primera medicion como se observa en la tabla 56 y aumento el porcentaje de
células muertas, siendo coherentes los resultados con los obtenidos para la concentracion de 50
Ma/L, por lo tanto, los resultados son aceptados ya que la diferencia entre los porcentajes de
vitalidad de la medicién original y la réplica es 3.50% y la diferencia para ser aceptable debe ser
de méaximo 10.

Tabla 55
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 2 (medicion 2), Concentracion 120
Mg/l de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado
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Células vivas Células Células vivas Células

muertas muertas
113,33 86,67 120,33 79,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
56,67% 43,33% 60,17% 39,83%
Porcentaje células 58,42% Diferencia entre porcentajes 3,50%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 10%

En la medicidn 2, para el tratamiento 8 disminuyd el porcentaje de vitalidad en 4.75% como
se muestra en la tabla 57 y la diferencia entre los porcentajes de vitalidad en la medicion 2 entre
los tratamientos 2 y 8 es de 17.25% siendo superior en el tratamiento 2. Ademas hay que tener en
cuenta que la disminucidn de la vitalidad espermatica en cada uno de los tratamientos propuestos
se podria atribuir al cambio histopatoldgico al que es sometido el epididimo con exposicion al TCS

debido a su acumulacion impidiendo la especializacion de las células sexuales (Lan, et al., 2015).

Tabla 56
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 8 (medicién 2), Concentracion 120
Mg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
151 49 151,67 48,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
75,50% 24,50% 75,83% 24,17%
Porcentaje células 75,67% Diferencia entre porcentajes 0,33%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 9%

En la tltima medicion para la concentracion de 120 pg/L de TCS en el tratamiento 2, la
vitalidad en los tratamientos disminuyd significativamente respecto a las mediciones anteriores.

Por ejemplo, en el tratamiento 2 disminuy¢ la vitalidad 75.83% como se relaciona en la tabla 58,
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respecto a la primera medicion, teniendo en cuenta que en ésta los peces no estuvieron expuestos
al TCS pero respecto a la segunda medicion se redujo el porcentaje de vitalidad a 44.67%, siendo
mas alta la disminucidn de la variable entre el cuarto y octavo dia de exposicion al contaminante

en la concentracion 2.

Tabla 57
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides tratamiento 2 (medicién 3), Concentraciéon 120
pg/L de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
27,5 172,5 27,5 172,5
Porcentaje espermatozoides evaluados.
13,75% 86,25% 13,75% 86,25%
Porcentaje células 13,75% Diferencia entre porcentajes 0%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 7%

En el tratamiento 8 hubo una disminucion significativa del porcentaje de vitalidad respecto
a la primera medicion de 45.84% (Tabla 59), inferior al valor obtenido en el tratamiento 2, y la
diferencia con la segunda medicion es de 41.09%. Por lo tanto, para los tratamientos 2 y 8, en la
concentracion de 120 pg/L de TCS se redujo la vitalidad a 42.88% entre el cuarto dia al octavo dia
de exposicién al contaminante, por lo tanto, el porcentaje de células muertas a medida que
trascurren los tratamientos aumentan generando un dafio irreversible en la integridad de las
membranas celulares de los espermatozoides. Esto se podria explicar ya que el TCS ha mostrado
una vida media de eliminacion mas larga en el epididimo que en el plasma lo cual incide en la

vitalidad para los espermatozoides (Lan, et al., 2015).
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Tabla 58

Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides tratamiento 8 (medicion 3), Concentracion 120

Mg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
66 134 72,33 127,67
Porcentaje espermatozoides evaluados.
33% 67% 36,17% 63,83%
Porcentaje células 34,58% Diferencia entre porcentajes 3,17%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 10%

5.3.3 Analisis de la vitalidad a 190 pg/L de TCS.

Los porcentajes de vitalidad en las primeras mediciones en los peces fueron muy altos

respecto a la exposicion gradual a los peces con el TCS en cada uno de los tratamientos. Para el

tratamiento 3, el porcentaje de vitalidad fue 82.33% y el de células muertas fue 17.67% con una

diferencia aceptable con la réplica que se realiz6 ya que la diferencia entre los porcentajes es 1

(Tabla 60).

Tabla 59

Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 3 (medicién 1), Concentracion 190

pg/L de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
165,67 34,33 163,67 36,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
82,83% 17,17% 81,83% 18,17%
Porcentaje células 82,33% Diferencia entre porcentajes 1%
vivas. celulas vivas.
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Diferencia entre promedios. 8%

En el tratamiento 9, el porcentaje de células vitales fue 81.42% como se observa en la tabla

61, muy similar al tratamiento 3 con el cual se contrastaran los resultados posteriores.

Tabla 60
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 9 (medicién 1), Concentracion 190
ug/L, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
164,67 35,33 161 39
Porcentaje espermatozoides evaluados.
82,33% 17,67% 80,50% 19,50%
Porcentaje células 81,42% Diferencia entre porcentajes 1,83%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 8%

Cuando se realizé la segunda medicion, los peces estaban expuestos a una concentracion
de 190 ug/L, la vitalidad en el tratamiento 3 disminuy6 10.58% (Tabla 62).

Tabla 61
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 3 (medicion 2), Concentracion 190
Mg/L de TCS, pH 7

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
148,33 51,67 138,67 61,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
74,17% 25,83% 69,33% 30,67%
Porcentaje células 71,75% Diferencia entre porcentajes 4,83%
vivas. celulas vivas.
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Diferencia entre promedios. 9%

Para el tratamiento 9 (Tabla 63), la vitalidad mantuvo un porcentaje similar a la medicién
que se realizo al inicio del tratamiento como se muestra en la tabla 61, esto se explica porque el
comportamiento de algunos peces cuando estaban expuestos al TCS era de evitar nadar y se
guedaban estaticos durante dias, lo cual incidié en que disminuyera el metabolismo y las células
germinales fueran menores, a pesar de la perseverancia en los peces de no tener movilidad en los
primeros dias de exposicidn, al cuarto dia asumian de nuevo su comportamiento habitual lo que

incidia en que las variables evaluadas cambiaban el patron de los resultados en la fase inicial.

Tabla 62
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 9 (medicién 2), Concentracion 190
pg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
162,33 37,67 165,67 34,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
81,17% 18,83% 82,83% 17,17%
Porcentaje células 82% Diferencia entre porcentajes 1,67%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 8%

Ahora bien en la fase final para el tratamiento 3 disminuy0 la vitalidad espermatica 41.08%
respecto a la medicidn inicial como se muestra en la tabla 64, y 30.5% respecto a la segunda
medicion, y el porcentaje de células muertas fue 58.75%, el cual aumento respecto a las mediciones

anteriores con la concentracion de 190 pg/L.

Tabla 63
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 3 (medicion 3), Concentracion 190
Mg/l de TCS, pH 7
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Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
76,5 123,5 88,5 1115
Porcentaje espermatozoides evaluados.
38,25% 61,75% 44,25% 55,75%
Porcentaje células 41,25% Diferencia entre porcentajes 6%
vivas. células vivas.
Diferencia entre promedios. 10%

El porcentaje de vitalidad para el tratamiento 9 disminuy6 30.17% respecto a la primera
medicion y el porcentaje de células muertas fue 48.75%, aumentando 30.75% (Tabla 65). Por lo
tanto, con la concentracién 3 se evidencia que el porcentaje de vitalidad disminuyé mas en el
tratamiento 3 que en el 9 y el porcentaje en las células muertas es mayor para el tratamiento 3 que
en el 9 respecto a medicion inicial en la que los peces no estuvieron expuestos al contaminante,
asi mismo en un estudio realizado con ratas se les administro 10, 50 y 20 mg/kg de TCS durante 8
semanas demostro que al ser expuestas a concentraciones altas del contaminante mostraba una

disminucion en la produccion de esperma diario (Lan, et al., 2015).

Tabla 64
Evaluacion de la vitalidad en espermatozoides, tratamiento 9 (medicién 3), Concentracion 190
pg/L de TCS, pH 9

Promedio espermatozoides evaluados por triplicado

Células vivas Células Células vivas Células
muertas muertas
104,33 95,67 100,67 99,33
Porcentaje espermatozoides evaluados.
52,17% 47,83% 50,33% 49,67%
Porcentaje células 51,25% Diferencia entre porcentajes 1,83%
vivas. celulas vivas.
Diferencia entre promedios. 10%
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Como se observa en la figura 51 la vitalidad espermatica disminuy6 en todos los
tratamientos en cada una de las mediciones a diferentes concentraciones del TCS. En tanto, el
porcentaje de vitalidad en todos los tratamientos con pH 9, en la segunda y tercera mediciones

fueron superiores al pH 7.

Vitalidad espermatica
89,58
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Figura 51. Vitalidad espermatica a diferentes concentraciones y niveles de pH.

Se evidencia que el porcentaje de mas baja vitalidad fue con la concentracion de 50 pg/L
respecto a las otras concentraciones en la segunda medicion de exposicion de los peces TCS. En
la tercera medicion hubo una mayor incidencia en la disminucion del porcentaje de vitalidad a 50
pg/L y 120 pg/L respecto a la concentraciéon de 190 pg/L a pH 7, sin embargo, a pH 9 hubo una
disminucion gradual del porcentaje de vitalidad a 50 pg/L y a 120 pg/L, pero con 190 pg/L se
elevo de nuevo la vitalidad en un 10%. Los porcentajes de vitalidad en los espermatozoides son
bajos respecto a las mediciones iniciales lo que impide que las células sean aptas para la
reproduccion ya que a menores concentraciones de células vitales menos porcentaje de

fecundacion.

5.3.4 Andlisis estadistico de la vitalidad.
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Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos
en la vitalidad espermatica se realizo la tabla el analisis de varianza para analizar la significancia

de las fuentes de variacién del modelo (tabla 66).

Tabla 65
ANOVA para la variable respuesta vitalidad espermética
Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 -p
e 1197 MS, 87.63 147e-
A:Dia §S, 23953 a—-1 2 MS, 5 IMS, 5 14
B: MSg 0.03431
Concentracion SSg 1014 b—-1 2 MSz 507 MS, 3.709 9
_ MS. 3428 1.08e-
C:pH SSc 4685 ¢—1 1 MS, 4685 MS, 5 06
.y (a
AB: Dia* h MS,p 0.03576
Concentracion SS,s 1580 - B(b 4 MS,; 395 /MS, 2890 5
(@ MS 0.00059
AC:Dia*pH SS,, 2513 —1)(¢c 2 MS,, 1256 AC 9194 T 5
BC: (b
Concentracién  SS,. 1624 —1)(c 2 MSz 812 %\fgc 5043 0%
* pH _ 1) E
ABC: Dia* (@
Concentracion  $S,p. 312 AL MSugc 78 MSpsc 57 068557
. - 1)(c /MSg 9
pH
— 1)
Residuales  SS, 4920 ‘ibf)(” S omMs, 137
17,394 abcn 5
Total SSt 5 1 3

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realizd la verificacion de hipotesis

de la variable vitalidad como se muestra en la tabla 67.

Tabla 66
Verificacion de hipotesis la variable vitalidad espermatica
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5.4 Analisis morfoldgico en espermatozoides de peces Tilapia.

5.4.1 Analisis morfoldgico de espermatozoides en peces sin estar expuestos al contaminante

Factor Verificacion de las hipdtesis

Tenemos que para este factor el valor —p =1.47e - 14 <
0.05 por lo que se rechaza H,, y se acepta H;, luego, el efecto del
tiempo tiene influencia en el factor de vitalidad evaluado en los
espermatozoides.

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.034319 < 0.05
por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la
concentracion si tiene influencia en la variable evaluada de
vitalidad en espermatozoides.

Tenemos que para este factor el valor —p = 1.08e — 06 <
0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta Hy, por lo tanto el
efecto del pH tiene influencia en la variable evaluada de
vitalidad en espermatozoides.

Al evaluar esta interaccion entre dia, concentracion y pH el
valor —p = 0.685579 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se
acepta H,, luego, el efecto de la interaccion evaluada no tiene
influencia en la variable evaluada de vitalidad en
espermatozoides.

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.000595 <
0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta Hy, luego, el efecto de
la interaccién entre dia y pH tiene influencia en la variable
evaluada de vitalidad en espermatozoides.

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.005883 < 0.05
por lo que se rechaza H, y se acepta H, por lo tanto el efecto de
la interaccidn entre concentracion y pH tiene influencia en la
vitalidad de los espermatozoides.

Tenemos que para este factor el valor —p = 0.035766 < 0.05
por lo por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto
de la interaccion entre concentracion y tiempo tiene influencia
en la vitalidad de los espermatozoides.

A:Dia

B:Concentracion (ug/l)

C: pH

Interaccion ABC: Dia *
Concentracion* pH

AC: Dia* pH

BC: Concentracion* pH

AB: Dia* Concentracién

TCS.

En la figura 52 se observan los espermatozoides de peces Tilapia sin ser sometidos a TCS,

para lo cual se identifican 8 espermatozoides para analizarles la forma de la cabeza, pieza
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intermedia y la pieza principal, estos se consideran uniflagelados con cabeza en forma cilindrica
como en el bagre rayado y las tilapias (Universidad de Cérdoba (Colombia). Facultad de medicina
veterinaria y zootecnia. Medina — Robles, et al., 2011). Asi mismo se considera que en los peces
la morfologia es muy variada en los teledsteos, teniendo como caracteristica principal la ausencia
de acrosoma (Billard, 1988; Mattei, 1993),

En éste caso los espermatozoides 1, 2, 6 y 7 presentan una morfologia normal pero el
espermatozoide 3 se clasific6 como anormal debido a que la pieza principal esta doblada
impidiendo su desplazamiento; los espermatozoides 5 y 8 tienen cabeza amorfa, ésta caracteristica
inhibe la fecundacion, ademas presentan anormalidad en la pieza intermedia y pieza principal, de
tal forma las anormalidades mas frecuentes son la presencia de gotas citoplasmaticas en la cabeza
y cuerpo del espermatozoide, lo cual se podria asociar a espermatozoides inmaduros segun
Bearden en 1982. Por ultimo, se observa que el nimero cuatro tiene dos células, las cuales no se
pueden caracterizar. En la tabla 68 se encuentra la evaluacion realizada a los espermatozoides del
pez blanco con las caracteristicas de cada una de las células descritas.

Figura 52. Espermatozoides, primera medicion sin TCS.
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Tabla 67

Caracterizacion morfologica de espermatozoides de Tilapia sin exposicion a TCS (Primera

medicion)
. Clasificacion
) Forma de la Pieza . ..
Espermatozoide . . Pieza principal general del
cabeza intermedia )
espermatozoide
1 Normal Normal Normal Normal
2 Normal Normal Normal Normal
3 Normal Normal Doblado Anormal
4 NA NA NA Dos células
5 Anormal Delgada Enroscada Anormal
amorfa
6 Normal Normal Normal Normal
7 Normal Normal Normal Normal
8 Anormal Gruesa Normal Anormal
amorfa

Nota.* NA (No aplica).

5.4.2 Analisis morfoldgico de espermatozoides en peces expuestos a 50 pg/L de TCS.

En la figura 53 se observa la fotografia de los 14 espermatozoides evaluados a la
concentracion de 50 pg/L en la mitad del tratamiento, dos de ellos presentan normalidad (1 y 13),
el numero 11 no se puede evaluar debido a que hay dos células; los espermatozoides 2, 5y 14
presentan defecto en la forma de la cabeza de la célula y en la pieza intermedia de cada una de las
estructuras; el 4 presenta anormalidad en la cabeza por su forma redonda, las piezas media y
principal son normales; los espermatozoides 3 y 10 presentan alteracion en la parte intermedia
siendo una delgada y la otra gruesa, respectivamente; el 8 y 9 tienen cabezas anormales pero el
resto de la estructura celular es normal, y por Gltimo el espermatozoide 12 tiene el cuello doblado
lo que impide un movimiento rapido (Tabla 69), este tipo de caracterizacion morfologica puede
deberse a cambios en la morfologia e histopatologia epididimaria (Lan, et al., 2015).
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Figura 53. Espermatozoides a 50 Mg/L de TCS, segunda medicion.

Tabla 68
Caracterizacion morfoldgica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 50 pg/L de TCS, segunda
medicién
. Forma Pieza Pieza Clasificacion general del
Espermatozoide de la . . o )
intermedia principal espermatozoide
cabeza
1 Normal Normal Normal Normal
2 Anormal Delgada Normal Anormal
redonda
3 Normal Delgada Normal Anormal
4 Anormal Normal Normal Anormal
redonda
Anormal Cuello
5 redonda doblado Normal Anormal
6 Anormal Normal Enroscado Anormal
7 Normal Asimétrica Enroscado Anormal
8 Anormal Normal Normal Anormal
amorfa
9 Anormal Normal Normal Anormal
10 Normal Insercion Normal Anormal
gruesa
11 NA NA NA Dos células
12 Anormal Cuello Normal Anormal
doblado
13 Normal Normal Normal Normal
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Anormal

14 redonda

Nota.* NA (No aplica).

Asimétrica Enroscado Anormal

En la figura 54 se muestra la fotografia de los espermatozoides que se encuentran expuestos
a 50 pg/L de TCS, en la segunda medicion. En ésta se pueden evaluar 10 espermatozoides en su
morfologia, todos son anormales. Los espermatozoides 9 y 10 presentan una cabeza anormal
redonda, mientras que la pieza intermedia y principal son normales, sin embargo cuando el
espermatozoide presenta al menos un defecto en la célula se clasifica con anormalidad en su
estructura; las células 1, 2 y 5 presentan una cabeza redonda con estructura de la pieza intermedia
normal, pero con la pieza principal corta lo que impide su répido desplazamiento; el
espermatozoide 3 también tiene una cabeza anormal redonda, con estructura normal en la pieza
intermedia pero con irregularidad en la pieza principal ya que presenta dos colas; el
espermatozoide 4 es anormal por tener mas dos vacuolas en la cabeza; los espermatozoides 6y 7
tienen forma anormal redonda en la cabeza y su insercion en la pieza intermedia es gruesa y el
espermatozoide 8 presenta una cabeza amorfa con el resto de su estructura celular normal (Tabla
70).

Figura 54. Espermatozoides a 50 pug/L de TCS, segunda medicion (Replica).

119



Tabla 69

Caracterizacion morfoldgica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 50 pg/L de TCS, segunda

medicion (Replica)

. Pieza Clasificacion
) Forma de Pieza L
Espermatozoide . . principa general del
la cabeza intermedia .
I espermatozoide
Anormal
1 Normal Corta Anormal
redonda
Anormal
2 Normal Corta Anormal
redonda
Anormal
3 Normal Doble Anormal
redonda
Anormal
4 mas de 2 Asimétrico Normal Anormal
vacuolas
Anormal
5 Normal Corta Anormal
redonda
Anormal
6 Grueso No se ve Anormal
redonda
Anormal
7 Grueso Doblada Anormal
redonda
Anormal
8 Normal Normal Anormal
amorfa
Anormal
9 Normal Normal Anormal
redonda
Anormal
10 Normal No se ve Anormal
redonda

Asi mismo se evaluaron los espermatozoides de los peces que estuvieron expuestos a 50
Mg/l de TCS, en la ultima medicion del tratamiento, para lo cual se lograron caracterizar 16
espermatozoides (Figura 55 y tabla 71). Todos presentan anormalidad excepto el espermatozoide
16, predominan espermatozoides con cabezas redondas y las piezas intermedias son dificiles de
estudiar debido a que no son visibles como es el caso de los espermatozoides 2, 3, 4 y 9; por otra
parte se encontraron células con cabezas amorfas y con anormalidades en la pieza intermedia y
pieza principal como por ejemplo los espermatozoides 8, 10 y 12; hay células cabezas redondas
anormales pero con la pieza intermedia y principal con normalidad; los espermatozoides 13, 14 y
15 tienen estructura anormal redonda de la cabeza, sin embargo, la parte intermedia presenta

normalidad y la parte principal tiene colas cortas lo que impide que el desplazamiento sea rapido;
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los espermatozoides 1 y 11 presentan estructura redonda en la cabeza y su estructura intermedia y

principal es normal; los espermatozoides 5 y 6 presentan anormalidades en la cabeza, asimétricas

en la pieza intermedia y dobladas en la pieza principal.

Figura 55. Espermatozoides a 50 pg/L de TCS, tercera medicion.

Tabla 70
Caracterizacion morfoldgica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 50 pg/L de TCS, tercera
medicion
. Forma de la Pieza Pieza Clasificacion general
Espermatozoide . . o )
cabeza intermedia principal del espermatozoide
1 Anormal Normal Normal Anormal
redonda
2 Anormal No se ve No se ve Anormal
redonda
3 Anormal No se ve No se ve Anormal
redonda
4 Anormal No se ve No se ve Anormal
redonda
5 An,or_mal Asimétrica Doble Anormal
conica
6 Anormal Asimétrica Doblada Anormal
amorfa
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No clasificable,

7 espermatozoide
anormal.
Anormal
8 No se ve No se ve Anormal
amorfa
Anormal
9 No se ve No se ve Anormal
redonda
Anormal e
10 Asimétrica Corta Anormal
amorfa
Anormal
11 Normal Normal Anormal
redonda
Anormal
12 Gruesa No se ve Anormal
amorfa
Anormal
13 Normal Corta Anormal
redonda
Anormal
14 Normal Corta Anormal
redonda
Anormal
15 Normal Corta Anormal
redonda
Normal si la cola
16 Normal Normal No se ve siguiera la misma
normalidad.

5.4.3 Analisis morfolégico de espermatozoides en peces expuestos a 120 ug/L de TCS.

Ademas se realiz6 el analisis morfoldgico de los espermatozoides cuando los peces se
encuentran expuestos a la concentracion de TCS de 120 ug/L en la segunda medicion como se
observa en la figura 56 donde se caracterizaron 27 espermatozoides, de los cuales ninguno presenta
normalidad, debido a que algunos autores relacionan la motilidad y morfologia espermatica con
los resultados de motilidad al ser expuestos al TCS que implican que algunos espermatozoides no
posean la pieza principal de la cola (Flores, Lobo, Chelhod, Rojas, Salazar y Alvarado, 2012), lo
cual les impide el desplazamiento para lograr la fecundacion y por lo tanto se hace necesario la
caracterizacion morfoldgica de éstos que puedan afectar su capacidad reproductiva. Ademas, las
concentraciones en medios naturales de estos contaminantes estdn asociadas al riesgo de

subfertilidad debido a las alteraciones hormonales que éstos provocan (Den Hond et al., 2015) y
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disminuyen la actividad reproductiva ocasionados por la disrupcion endocrina (Hontela y Habibi,
2013).

En los resultados se evidencia la tendencia de que los espermatozoides evaluados en su
mayoria presentan cabeza anormal redonda excepto para los espermatozoides 2 y 24 que presentan
cabezas amorfas y para los espermatozoides 8, 11, 16, 20 y 22 que presentan una cabeza normal.
Por otra parte, 10 espermatozoides presentan insercion gruesa en la pieza intermedia (2, 5, 7, 11,
12, 13, 16, 18, 19 y 27); 10 presentan normalidad (1, 3, 6, 8, 9, 10,14, 17, 20 y 23) mientras que
los espermatozoides 21 y 22 tienen una pieza intermedia asimétrica. Respecto a la pieza principal,
8 espermatozoides presentan anormalidad con cola corta (3, 5, 6, 8, 10, 13, 16 y 22); 5 con cola
doblada (2, 7, 12, 17 y 21); 6 con cola normal (1, 9, 11, 20, 23 y 27) y a los otros 8 (4, 14, 15, 18,
19, 24, 25y 26) las colas no se alcanzan a ver (Tabla 72).

Figura 56. Espermatozoides a 120 pg/L de TCS, Segunda medicion.
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Tabla 71

Caracterizacion morfoldgica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 120 pg/L de TCS,

segunda medicion

TCS Concentracion 120 pg/L Medicion 2

. . Clasificacion
Espermatozoide Forma de la cabeza _ Preza Pleza general del
intermedia  principal .
espermatozoide
1 Anormal redonda Normal Normal Anormal
2 Anormal amorfa Gruesa Doblada Anormal
3 Anormal redonda Normal Corta Anormal
4 Anormal redonda No se ve No se ve Anormal
5 Anormal redonda Gruesa Corta Anormal
6 Anormal redonda Normal Corta Anormal
7 Anormal redonda Gruesa Doblada Anormal
8 Normal Normal Corta Anormal
9 Anormal redonda Normal Normal Anormal
10 Anormal redonda Normal Corta Anormal
11 Normal Gruesa Normal Anormal
12 Anormal redonda Gruesa Doblada Anormal
13 Anormal redonda Gruesa Corta Anormal
14 Anormal redonda Normal No se ve Anormal
15 Anormal redonda No se ve No se ve Anormal
16 Normal Gruesa Corta Anormal
17 Anormal redonda Normal Doblada Anormal
18 Anormal redonda Gruesa No se ve Anormal
19 Anormal redonda Gruesa No se ve Anormal
20 Normal Normal Normal Normal
21 Anormal amorfa Asimétrica  Doblada Anormal
22 Normal Asimétrica Corta Anormal
23 Anormal redonda Normal Normal Anormal
24 Anormal amorfa No se ve No se ve Anormal
25 Anormal redonda No se ve No se ve Anormal
26 Anormal redonda No se ve No se ve Anormal
27 Anormal redonda Gruesa Normal Anormal

En la figura 57 esta la foto de la que se realiz6 la caracterizacion de 13 espermatozoides de

una muestra de pez Tilapia que estaba expuesto a 120 pg/L de TCS, la cual se tom¢ al final del

tratamiento. Todas las células analizadas presentaron anormalidad como se muestra en la tabla 73,
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sin embargo, se observa diversidad en la clasificacion de las estructuras celulares, por ejemplo las
cabezas de los espermatozoides presentaron formas anormales (redondas y amorfas) y normales
en una proporcion similar, sin embargo, el espermatozoide 7 tenia una cabeza conica. Por otra
parte, la estructura de la pieza intermedia en la mayoria de los espermatozoides evaluados presento6

normalidad excepto para los espermatozoides 2 y 3 que tenian una insercion gruesa.

Por altimo la mayoria de los espermatozoides evaluados presentaron como caracteristica
comun colas cortas en la parte principal, lo cual imposibilita la facilidad de movimiento para lograr
una rapida fecundacion, ademas los espermatozoides con alteraciones morfol6gicas e inmaéviles
estan asociadas a dafios al ADN, en el genoma nuclear y mitocondrial relacionandose con la
disminucion de la capacidad de fertilizacion (Cruz I, et al., 2010).

Figura 57. Espermatozoides a 120 pg/L de TCS, Tercera medicion.
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Tabla 72

Caracterizacion morfologica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 120 pg/L de TCS, tercera

medicién
. Forma Pieza Pieza Clasificacion general del
Espermatozoide de la . . L )
intermedia principal espermatozoide

cabeza

1 Anormal Normal Corta Anormal
redondo

2 Anormal Gruesa Corta Anormal
redondo

3 Anormal Gruesa Corta Anormal
amorfo

4 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo

5 Normal Normal Corta Anormal

6 Normal Normal Corta Anormal

7 An’or_mal No se ve No se ve Anormal
conico

8 Normal Normal Corta Anormal

9 Anormal Normal Corta Anormal
amorfo

10 Anormal Normal Corta Anormal
amorfo

11 Normal Normal Corta Anormal

12 Anormal Normal Corta Anormal
redondo

13 Normal Normal Corta Anormal

5.4.4 Andlisis morfoldgico de espermatozoides en peces expuestos a 190 pg/L de TCS.

Para terminar se realiz0 la caracterizacion de las muestras de gametos de los peces Tilapia
que estuvieron expuestos a 190 ug/L de TCS, lograndose evaluar 29 espermatozoides como se
muestra en la figura 58 y en la tabla 74. De los espermatozoides evaluados solo 3 de ellos presentan
normalidad (4, 5 y 16) y la mayoria presentan anormalidad en todas las partes de la estructura
celular analizada como se aprecia en la figura 58, lo que implica que la fertilidad se vea afectada

cundo el nimero de espermatozoides anormales es mayor de 20 a 25% (Bearden, 1982). En este
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caso las cabezas también tiene diversidad en su clasificacion, por ejemplo, los espermatozoides 1,
2, 3,17, 18 y 26 presentan cabeza anormal amorfa; 10 de los espermatozoides evaluados presentan
cabeza anormales redondas; 8 células presentan estructura normal y el espermatozoide 19 presenta
una cabeza anormal. Por otra parte, al evaluar la pieza intermedia, la mayoria de los
espermatozoides presentan cuello doblado, grueso y delgado respecto a la insercién y en el estudio
de la pieza terminal predominan las colas cortas y enroscadas, por ejemplo, los espermatozoides
2,3,6,8,11, 18, 19, 26 y 27, y normales en los espermatozoides 4, 5, 9, 16, 17, 23, 24, 28 y 29;
colas cortas para los espermatozoides 10, 12 y 15. Por ultimo los espermatozoides 13 y 14 no son
clasificables debido a que la estructura intermedia y la pieza principal no se ven con claridad para

ser evaluadas.

Figura 58. Espermatozoides a 190 pg/L de TCS, Segunda medicion.

Tabla 73
Caracterizaciéon morfoldgica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 190 pg/L de TCS,
segunda medicién

Clasificacion
Pieza intermedia Pieza principal general del
espermatozoide

Forma de la

Espermatozoide
cabeza
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Anormal

1 Cuello doblado Corta Anormal
amorfo
2 Anormal Cuello doblado Cortay Anormal
amorfo enroscada
3 Anormal Cuello doblado Cortay Anormal
amorfo enroscada
4 Normal Normal Normal Normal
5 Normal Normal Normal Normal
6 Normal Normal Cortay Anormal
enroscada
7 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo
8 Anormal Doblado Corta y Anormal
redondo enroscada
9 Normal Grueso Normal Anormal
10 Normal Normal Corta Anormal
11 Anormal No se ve Corta y Anormal
redondo enroscada
12 Normal Grueso Corta Anormal
13 Normal No se ve No se ve No clasificable
14 Normal No se ve No se ve No clasificable
15 No se ve No se ve Corta Anormal
16 Normal Normal Normal Normal
17 Anormal Doblado Normal Anormal
amorfo
18 Anormal Asimétrico Cortay Anormal
amorfo enroscada
19 Anormal Doblado Cortay Anormal
enroscada
20 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo
21 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo
22 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo
Anormal
23 redondo Delgado Normal Anormal
24 Anormal Delgado Normal Anormal
redondo
25 Anormal No se ve No se ve Anormal
redondo
26 Anormal Doblado Cortay Anormal
amorfo enroscada
27 Anormal Doblado Corta y Anormal
enroscada
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Anormal
28 redondo

29 Normal Doblado Normal Anormal

Normal Normal Anormal

En la figura 59 se muestra la identificacion de los espermatozoides de los peces que fueron
expuestos a concentraciones de TCS de 190 pg/L en la tercera medicién, es decir al finalizar el
tratamiento. En la tabla 75 se nuestra la caracterizacion de los 9 espermatozoides evaluados en la
etapa final del tratamiento, todos presentaron estructura celular anormal excepto el espermatozoide
8; 5 de los espermatozoides evaluados presentaron estructura de la cabeza redonda (3, 4, 5y 6), 2
anormal amorfa (7 y 9) y 2 normales (8 y 2). La estructura intermedia y pieza principal fue dificil
de evaluar debido que para los espermatozoides 2, 3, 4, 5y 6 no era visible la estructura, pero para
los espermatozoides 1 y 8 la estructura intermedia es normal; para los espermatozoides 7 y 9 es

gruesa y delgada la insercion en la parte intermedia, respectivamente.

Figura 59. Espermatozoides a 190 pg/L de TCS, Tercera medicion.
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Tabla 74

Caracterizacion morfologica de espermatozoides de Tilapia expuestos a 190 pg/L de TCS, tercera

medicion.
. Forma de Pieza Pieza Clasificacion general del
Espermatozoide . . L )

lacabeza intermedia  principal espermatozoide
Anormal

1 Normal Corta Anormal
redonda

2 Normal No se ve No se ve No es clasificable
Anormal

3 No se ve No se ve Anormal
redonda
Anormal

4 No se ve No se ve Anormal
redonda
Anormal

5 No se ve No se ve Anormal
redonda
Anormal

6 No se ve No se ve Anormal
redonda
Anormal

7 Gruesa Corta Anormal
amorfa

8 Normal Normal Normal Normal
Anormal

9 Delgada Corta Anormal
amorfa

5.5 Analisis de Residualidad de TCS en el agua.

5.5.1 Analisis de TCS en el dia 1 de exposicion de los peces al contaminante a 50 pg/L, 120
pg/Ly 190 pg/L.

En la figura 60 se observa el diagrama de cajas para los tratamientos 1, 4, 7 y 10 de machos
y hembras en la medicion del dia 1 de exposicion de los peces al contaminante, siendo la absorcion
del contaminante mayor en los peces que se encontraban expuestos a pH 7 en comparacion a los
que estaban a pH 9, a la concentracion mas baja, esto se debe a que la distribucion del TCS en el
medio ambiente depende del pH , de tal forma que si el pH aumenta, la relacién TCS ionizado y
TCS sin ionizar también aumenta (Sabaliunas, Webb, Hauk, Jacob y Eckhoff, 2003).
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De tal forma, en los tratamientos 2, 5, 8 y 11 como se observa en la figura 61, los peces
absorbieron mas rapido el TCS cuando estaban expuestos a pH 9 en contraste con los que se
encontraban a pH 7, y por ultimo, a la concentracion de 190 pg/L, la asimilacion al contaminante

fue mayor cuando los peces estaban expuestos a pH 7 (Figura 62).

Asi mismo se realizé el analisis de varianza con el fin de estudiar la interaccion entre los
factores: tiempo, pH y TCS en el transcurso de los tratamientos en las diferentes mediciones, la
cual comprobd gue la interaccidn entre los factores no influye en la concentracion de TCS evaluado
en cada uno de los tratamientos, asi mismo como se comprobé en los ensayos preliminares los
procesos de fotodegradacién del TCS solo es significativa en la superficie de las masa de aguas

bajo la influencia de la luz solar, pero no en aguas subterraneas o residuales (Aranami, et al., 2007)

TCS 50 ug/L, Dia 1 TCS 120 pg/L, Dia 1 TCS 190 pg/L, Dia 1
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Figura 60. p[;iagrama de | Figura 61. pIHDiagrama de | Figura 62?. Diagiama de
cajas para la variacion de la | cajas para la variacion de | cajas para la variacion de la
concentracion de TCS en el | la concentracién de TCS | concentracion de TCS en el
agua con cada nivel de pH (7 | en el agua con cada nivel agua con cada nivel de pH (7
y 9), a50 pg/L de TCS. de pH (7 'y 9), a 120 pg/L | y 9), a 190 pg/L de TCS.

de TCS.
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Por otra parte se presentan los tratamientos 1, 4, 7 y 10 en el primer dia de exposicion, los
cuales fueron sometidos a dos niveles de pH tanto las hembras como los machos, realizandose por
triplicado, de esta forma se puede evidenciar que a pesar de ser peces de la misma especie
reaccionan diferente en cuanto a la absorcion del contaminante, asi mismo cabe resaltar que cada
uno de los peces estuvo expuesto a la misma concentracidn en peceras diferentes. De acuerdo a la
figura 63, la tendencia de asimilacion del contaminante para la concentracion 1 es mayor en los
machos que para las hembras, ya que en los machos 2 y 3 es inferior la concentracion de TCS en
agua, respecto a los otros peces expuestos en agua, en el primer dia de exposicion. Asi mismo para
los tratamientos 2, 5, 8 y 11 que se muestran en la figura 64 que estuvieron expuestos a la
concentracion de 120 pg/L de TCS, para los peces machos la asimilaciéon del contaminante es mas
rapido a diferencia de las hembras que estuvieron expuestos a las mismas condiciones y que son
independientes del pH en el que se encontraban, esto podria atribuirse a que el TCS tiene una
elevada lipofilidad lo que hace su posible acumulacion en matrices organicas (Bester, 2003), en

este caso en los peces.

Para finalizar, en la figura 65 se observan los tratamientos 3, 6, 9 y 12 que presentaron una
conducta similar que las concentraciones anteriores donde la tendencia de los machos es similar
ya que absorben mas rapido la concentracién a diferencia de las hembras, aunque hubo una
excepcion con el primer pez macho en la concentracion de 190 pg/L, ya que fue el de mayor

resistencia al contaminante.
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hembra) y 6H (Tercera hembra).

En la figura 66 se puede apreciar que tanto machos como hembras cuando estaban
expuestos a 50 pg/L, la absorcién de TCS fue mayor en los tratamientos a pH 7, a diferencia de
los expuestos a pH 9, como se dijo anteriormente esto se debe a que la distribucion del TCS en el

medio ambiente depende del pH (Sabaliunas, et al., 2003).

Asi mismo se puede apreciar que los machos en los tratamientos expuestos en los dos
niveles de pH a 50 pg/L, absorben mas rapido el TCS a diferencia de las hembras que tardan mas
en el proceso de asimilacion en la primera medicion. Sin embargo se considera que el TCS genera

toxicidad en los peces siendo indiferente del sexo como el Danio rerio que fue expuesto en varias
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etapas de su ciclo de vida al TCS y en el cual demostraron que cuando estos se expusieron a
concentraciones por encima de 0.7 mg 1'%, este condujo a efectos teratogénicos, atrasando procesos
de desarrollo en el embrion y causando la muerte en 48 horas (Oliveira, Domingues, Grisolia y
Soares, 2009).

Por otra parte en los tratamientos 2, 5, 8 y 11 a 120 pg/L de TCS (Figura 67) se observa un
fendmeno contrario al analizado anteriormente, ya que los machos asimilan mas rapido el
contaminante cuando se encontraban a pH 9 a diferencia de los que se encontraban a pH 7, que
tardan mas tiempo en hacerlo, sin embargo, para las hembras el comportamiento fue dinamico ya
que las primeras hembras expuestas se comportaron como los machos en los dos niveles de pH,
pero para las otras hembras el nivel de pH no es significativo ya que en los dos niveles se presenta

la misma relacién de concentracién de TCS.

En la figura 68 se observa que la tendencia en la concentracion de 190 pg/L, es que los
machos absorben mas rapido el TCS a pH 9, al igual que sucede a 120 pg/L. Por otra parte en las
hembras es diferente la asimilacién de TCS, ya que lo hacen mejor a la concentracion de TCS a
pH 7'y se favorece a una concentracion alta cuando estaban expuestas a pH 9. Ademas se considero
en los ensayos preliminares que el TCS también puede ser retenido en el alimento por la naturaleza
lipofilica de los componentes, sin embargo los peces siempre ingirieron el alimento, por lo tanto
es tomado como producto de bioacumulacion en los organismos que estén expuestos a éste
(Coogan, Edziyie, La Point y Venables, 2007; DeLorenzo, et al., 2008) y por lo tanto la
concentracion de TCS disminuye a través del tiempo, demostrando efectos adversos en los

organismos a nivel reproductivo y de crecimiento.

134



TCS 50 pg/L, Dia 1 TCS 120 pg/L, Dia 1 TCS 190 pg/L, Dia 1

pH pH pH

150
1
150
1
150
1

100
1
100
1
100
I

Concentracién de TCS
Concentracién de TCS
Concentracién de TCS

M 2M 3M 4H 5H 6H M 2M 3M 4H 5H 6H
M2M 3M 44 SH e

Peces Peces Peces

Figura 66. Interaccion entre | Figura 67. Interaccion entre | Figura 68. Interaccion entre los
los niveles de pH y los peces | los niveles de pH y los peces a niveles de pH y los peces a 190

ug/L de TCS.
a 50 pg/L de TCS. 120 pg/L de TCS.

5.5.2 Andlisis de TCS en el dia 4 de exposicion de los peces al contaminante a 50 pg/L, 120
pg/Ly 190 pg/L.

En la figura 69 se muestra el diagrama de cajas para la variacion de TCS (a 50 pg/L) a los
dos niveles de pH. Se observa que la asimilacion de TCS cambio su comportamiento respecto al
pH, ya que en la segunda medicion se acelerd la absorcidn del contaminante para los peces que se
encontraban expuestos a pH 9, manteniendo niveles de concentracién de TCS mas bajos que los
peces que se encontraban a pH 7, respecto a la concentracion inicial. En los tratamientos que se

encontraban a pH 9 disminuyeron su concentracion en un 99% Yy 98.7% a pH 7.

La concentracion de 120 pg/L, en la segunda medicion, se observa en la figura 70, cuyo
comportamiento es igual a la primera medicion respecto al pH, ya que prevalece la absorcion de
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TCS en los tratamientos que estaban expuestos a pH 9, ya que la concentracion disminuyo 82.36%
respecto a la primera medicién. En cambio a pH 7 disminuyo la concentracion de TCS a 67.6%
respecto al primer dia de exposicion, por lo cual algunos autores reportan concentraciones de
triclosén en musculo (Balmer, Poiger, Romanin, Bergqvist, Muller y Buser, 2004), bilis
(Adolfsson — Erici, et al., 2002; Houtman, et al., 2004) y plasma de pescado (Valters, et al., 2005),
por lo tanto esto podria explicar la reduccion de concentracion de TCS en agua en comparacion

con la concentracion inicial de 120 pg/L disminuy6 70.84% y 85% a pH 7 y 9, respectivamente.

Por ultimo en la figura 71 se observa la variacién de TCS a 190 pg/L en el cuarto dia de
exposicion, en la que la dindmica de asimilacion del contaminante cambia ya que en este caso los
tratamientos expuestos a pH 9 absorben mas rapido el contaminante que los que se encontraban a
pH 7. Respecto a la medicion en el dia 1, los tratamientos expuestos a los dos niveles de pH
disminuyeron sus concentraciones significativamente, lo que indica que los peces asimilaron el
TCS en el transcurso del tiempo de exposicion, disminuyendo 94.74% el TCS a pH 9 respecto la
concentracion inicial de 190 pg/L, y a pH 7 descendié a 91.58%, que reflejan los procesos de

disrupcion endocrina en los biomarcadores bioldgicos analizados.

Asi mismo los graficos muestran que donde se mantuvieron las concentraciones mas altas
de TCS en la segunda medicién en el dia cuarto de los tratamientos fue en los expuestos a la

concentracion de 120 pg/L, ya que se encontrd 74.29 ug/L de TCS en agua.
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En las figuras 72 y 73 se observa que la asimilacion de TCS en la segunda medicion es

favorable en los machos respecto a las hembras, ya que los niveles de concentracién en las dos

primeros niveles de concentracion de TCS para los machos son inferiores a las hembras, y estos

resultados son acordes a los obtenidos en la primera medicion.

Por el contrario la figura 74 muestra que la diferencia de asimilacion del contaminante no

es significativa respecto al sexo de los peces, ya que hembras y machos tienen un patrén similar

de comportamiento en la concentracion de 190 pg/L.
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Por otra parte se analizaron los efectos entre las variables de concentracion, pH y sexo de
los peces a diferentes concentraciones de TCS. Para la primera concentracion, en la medicion del
dia 4, se puede observar en las figuras 75 y 76 que los machos que estuvieron expuestos a pH 7
tuvieron una menor retencién del contaminante en comparacion con los que se encontraban a pH

9, lo cual es coherente con el anélisis realizado en los diagramas de cajas para el factor pH.

En la figura 77 se observa la interaccion entre los factores sexo, pH y concentracién de
TCS en la segunda medicidn a una concentracion de 190 pg/L, observandose que la interaccion es
positiva para los machos a pH 7 haciendo que su capacidad de retencion de TCS en el metabolismo

sea inferior que los machos expuestos a pH 9. Por otra parte en las hembras se muestra una
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interaccion positiva en los dos niveles de pH, sin embargo éstas asimilan mejor el TCS cuando se
encontraban expuestas a pH 9.

TCS 50 pg/L, Dia 4 TCS 120 pg/L, Dia 4 TCS 190 pg/L, Dia 4
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Figura 75. Interaccién | Figura 76. Interaccion entre | Figura 77. Interaccion entre
entre los niveles de pH y | los niveles de pH y los peces | los niveles de pH y los peces

5.5.3 Andlisis de TCS en el dia 8 de exposicion de los peces al contaminante a 50 pg/L, 120
pg/Ly 190 pg/L.

En la figura 78 se observa el diagrama de cajas en la ultima medicion, observandose
concentraciones mas altas en los tratamientos que se encontraban expuestos a pH 9 y niveles méas
bajos de concentracion de TCS en los tratamientos expuestos a pH 7. En la figura 79 se observa
que las concentraciones de TCS en agua al final de los tratamientos 2, 5, 8 y 11 a pH 7 son altas
respecto a los de pH 9, sin embargo las concentraciones de TCS en el agua se redujeron
significativamente en cada tratamiento de tal forma que se evidencia una acumulacion de TCS en

los peces evaluados, tal y como demuestra en ensayos realizados con caracoles expuestos a
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concentraciones de TCS de 100 ng/L comprobandose que la concentracion de TCS en estos

organismos fue 10 veces mayor (Coogan, et al., 2008).

Por altimo en los tratamientos 3, 6, 9 y 12 como se observa en la figura 80, la diferencia

entre las medias de los niveles de pH no es significativa, y tienen un comportamiento similar.
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Figura 78. Diagrama de cajas | Figura 79. Diagrama de | Figura 80. Diagrama de cajas
para la variacion de la | cajas para la variacion de la | para la variacion de la
concentracion de TCS con | concentracion de TCS con | concentracion de TCS con
cada nivel de pH (7 y 9), a 50 | cada nivel de pH (7 y 9), | cada nivel de pH (7 y 9), a 190
ug/L de TCS. al120 pg/L de TCS. Mg/L de TCS.

En el analisis factorial de los tratamientos se evidencia en la concentracion de 50 pg/L
(Figura 81) que no se conserva un patron similar a las mediciones anteriores en cuanto a la
asimilacion del contaminante por machos y hembras, por ejemplo, el macho 1 mantuvo la
concentracion mas alta respecto a sus otros referentes, de igual forma la hembra 1 mantuvo una

concentracion mas baja de TCS respecto a las otras hembras analizadas.
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Para las figuras 82 y 83, en la medicién 3 a 120 y 190 ug/L, ninguna manifiesta un patrén
de comportamiento similar respecto a las hembras y los machos en contraste con el analisis
realizado en las mediciones anteriores, al parecer los peces a medida que pasan los dias de
exposicién al contaminante, el metabolismo se comporta diferente de acuerdo a la incidencia que

tenga el contaminante en las funciones vitales de cada uno de los organismos.
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de acuerdo al sexo.

En la figura 84 se observa la interaccion entre los factores analizados, de tal forma, el
primer macho del tratamiento 1 expuesto a pH 7 present6 una concentracion mas baja en la tercera
medicion respeto al macho del tratamiento 7 a pH 9, ya que éste tuvo una concentracién mas alta
de TCS en el agua en el octavo dia de exposicion al contaminante respondiendo a la disminucion

de la concentracion que se observo en la medicion del dia 4. Sin embargo, el macho 2 expuesto a
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pH 9 asimilo la concentracion de TCS en mayor medida que el macho que estuvo expuesto a pH
7, y para el tercer macho, a ambos niveles de pH presentd el mismo comportamiento que los
primeros machos que se presentan en la grafica. Para las hembras, en general tuvieron menor
asimilacion de TCS a pH 9 en el octavo dia de exposicidn, sin embargo, uno de los peces hembra

tuvo un comportamiento contrario.
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En la figura 85 se observa que para las hembras a la concentracion de TCS de 120 ug/L,
en la medicion del dia octavo los niveles de TCS en el agua no fueron detectables en el UPLC
MS/MS a un nivel de pH 9, pero a pH 7, el agua present6 una concentracion detectable de TCS en
la Gltima medicién. En general, las muestras de agua en la Gltima medicién marcaron

concentraciones de TCS independiente de los niveles de pH a los que se expusieron.
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Las muestras de agua presentaron concentraciones bajas de TCS en las que estaban

expuestos los machos a la concentracion de 190 pg/L de TCS en la medicién del dltimo dia de

exposicion a ambos niveles de pH (Figura 86), sin embargo, para las de agua en las que estaban

expuestas las hembras no fueron detectables las concentraciones de TCS a pH 7 pero a pH 9 aln

se detecto el TCS.

5.5.4 Andlisis estadistico de la variabilidad de TCS en los tratamientos.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos

en el nivel de TCS evaluado para este fin se realizé la tabla el andlisis de varianza para analizar la

significancia de las fuentes de variacion del modelo (tabla 76)

Tabla 75
ANOVA para la variable respuesta nivel de TCS

Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 —-p
e 13461 6730 MS, 49228. i
A:Dia SSa 6 a—1 2 MS, 8 IMS, 1 2e-16
B: 1400 MSg 10241.
Concentracion  >o¢ 28005 b—1 2 MSy 3  /MSg 4 2e-16
C: pH sS; 1561 ¢—1 1 MS, 1561 %\gg 11419 2e-16
E
e (a
AB: Dia* o MSap _
Concentracién SS,s 35017 B B(b 4 MS,; 8754 /MS, 6402.8 2e-16
(@ MS
AC:Dia*pH SS,0 1273 —1)(c¢ 2 MS,. 637 / Ve 4657 2e-16
-1 E
BC: (b MS
Concentracion  SSp. 403 —1D(c 2 MSz 201 ME‘C 1473 2e-16
* pH _ 1) / E
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(a

. fAaXx
ABC: Dla” ~1)(b MS,ip
Concentracion SS,z. 1014 4 MSugc 253 1854 2e-16
* - 1) (C /MSE
pH —1)
Residuales SS, 49 Ciblc)(n 36 MS, 1
Total sS, 20;93 cib;n 53 92871

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz la verificacion de hipotesis

de la variable motilidad como se muestra en la tabla 77.

Tabla 76

Verificacion de hipétesis para motilidad

Factor Verificacion de las hipotesis
Para el factor dia el valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que
A-Dia se rechaza H,, y se acepta H,, luego, el efecto del tiempo tiene

influencia en la variable de nivel de TCS evaluada en los
tratamientos.

B:Concentracion (ug/l)

En el factor concentracion el valor —p =2e—16 < 0.05
por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la
concentracion tiene influencia en la variable de nivel de TCS
evaluada en los tratamientos.

C:pH

Tenemos que para el factor concentracion el valor —p =2 e —
16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H,, luego, el
efecto del Ph tiene influencia en la variable de nivel de TCS
evaluada en los tratamientos.

Interaccion ABC: Dia *
Concentracion* pH

En la interaccion entre el factor dia, concentracién y pH el
valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se
acepta H,, luego, el efecto de la interaccion entre dia,
concentracion y pH tiene influencia en la variable nivel de TCS
evaluada.

AC: Dia* pH

En la interaccion evaluada entre el factor dia y pH el valor —
p=2e—16 < 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta H;,
luego, el efecto de la interaccion entre dia y pH tiene incidencia
en la variable nivel de TCS evaluada.

BC: Concentracion* pH

Tenemos que para la interaccion entre el factor concentracion y
pH el valor —p =2 e —16 < 0.05 por lo que se rechaza H,
y se acepta H,, luego, el efecto de la interaccion entre
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concentracion y pH tiene influencia en la variable nivel de TCS

evaluada.

Tenemos que para la interaccion entre el factor dia vy

concentracion el valor —p =2e—16 < 0.05 por lo que se
AB: Dia* Concentracion  rechaza H, y se acepta H,, luego, el efecto de la interaccién entre

diay concentracion tiene influencia en la variable nivel de TCS

evaluada.

5.6 Analisis Vitelogenina en las hembras Tilapia.

Para el andlisis de vitelogenina en las hembras Tilapia se utilizé el kit ELISA que permite
medir la concentracion de Vitelogenina, que fueron expuestas durante una semanaa TCS (50 ug/L,
120 pg/L y 190 pg/L) a dos niveles de pH (7 y 9).

Para este fin se realizd una curva con 11 puntos a partir del estdndar de vitelogenina de 5
pg VTG/ml, del cual se realizaron diluciones de VTG a niveles de ng/L (Tabla 78).

Tabla 77
Puntos de la curva estandar de VTG

Concentracion de VTG (ng/ml)

50
25
125
6.25
3.13
1.56
0.78
0.39
0.20
0.10
0.05

O 0N~ WN -

e =
o

Para las muestras de 6vulos se prepararon dos diluciones 1:50 (se afiadié 10 pL de la

muestra a 490 pL del buffer) y la Gltima se realiz6 a 1:5000 (se afiadieron 100 pL de la dilucion
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realizada de 1:50 a 990 pL del buffer). La concentracion de vitelogenina estuvo siempre entre los

puntos 9y 11 de la curva planteada, de tal forma se realizé una curva entre el punto 6 y 11.

Para cada uno de los puntos de la curva y para las muestras analizadas se realiz6 una
correccion de los valores de la absorbancia para cada uno de los puntos de la curva y para las
muestras analizadas por duplicado (Figura 87).

0,1
0,08
0,06
0,04 -

0,02 -

Concentracion de VTG

-
-

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

NSB - Factor de correcion de absorbancia

Figura 87. Factor de correccion de absorbancia para la curva del estandar de VTG y las muestras
analizadas.

Con el fin de analizar la interaccion entre los factores propuestos en el disefio experimental
como lo son pH (7 y 9), concentracién de TCS (50 pg/L, 120 pg/L y 190 pg/L) y concentracion
de Vitelogenina (VTG) se realizé un analisis factorial tanto para los peces hembras blanco como

para los peces hembras al primer, cuarto y séptimo dia de exposicion.

En primer lugar se estudié la influencia de TCS en las hembras para ambos niveles de pH
evaluando la concentracion de VTG, de esta forma en la figura 88 se observa como en cada uno
de los niveles propuestos de TCS varid la concentracion de VTG , en consecuencia en el primer
nivel (50 pg/L de TCS) la media de concentracion de vitelogenina fue 0.05 ng/L de VTG, para el
nivel dos (120 pg/L de TCS) aumentd gradualmente a 0.051 ng/L de VTG y para el nivel tres (190

pg/L de TCS) incremento a 0.052 ng/L de VTG, asimismo en otros resultados se ha demostrado
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que cuando los machos de la especie Oryzias latipes fueron expuestos a concentraciones de 20 y
100 pg/L durante 21 dias la concentracion de vitelogenina se increment6 haciendo una funcion
similar al estrogeno en esta especie (Ishibachi, et al., 2004). Al compararse con los peces de la
linea base, éstos arrojaron una media de 0.048 ng/L de VTG, y no se reporta diferencia
significativa cuando se evaluo la concentracion de VTG a peces expuestos a diferentes niveles de
pH, ya que los resultados obtenidos son muy similares para los tratamientos propuestos en las
hembras. Por lo tanto, se concluye que el aumento de la concentracion de VTG es directamente
proporcional al aumento de la concentracion de TCS en el caso de las hembras, sin embargo, se
sugiere evaluar en posteriores estudios éste biomarcador en un tiempo de exposicion mas largo
debido a que el proceso de vitelogénesis en las hembras es mas largo que el proceso de
espermatogénesis en machos, por ejemplo en otro estudio relocalizado con Gambussia affinis
expusieron a los individuos a una concentracion de TCS de 350 nM el conteo de espermatozoides
disminuyo, el higado crecié de tamafio y aumento la sintesis de ARNm para la sintesis de

vitelogenina (Raut, et. al, 2010).

Andlisis factorial concentracion de VTG a diferentes niveles de TCS
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Figura 88. Diagrama de cajas para la variacion de concentracién de VTG a

diferentes concentraciones de exposicion de TCS.

Por otra parte se evalué como cambi6 la concentracion de vitelogenina cuando se realizaron

las mediciones en cada uno de los tratamientos en el cuarto y octavo dia de exposicion a TCS. En

147



la figura 89 se observa que para la medicion 2 del cuarto dia de exposicion a los diferentes niveles
de TCS es inferior la concentracion de VTG a la concentracion de TCS para la medicion tres
cuando los tratamientos estuvieron en el octavo dia de exposicién, de tal forma el incremento de
la concentracién de vitelogenina es gradual al tiempo de exposicion al contaminante emergente,
de igual forma se sugiere evaluar en posteriores estudios la concentracion de la proteina en un
tiempo maés prolongado teniendo en cuenta el proceso de vitelogénesis en las hembras, sin embargo
en la evaluacion de los efectos del TCS en Oryzias latipes durante 21 dias no mostro diferencia
significativas en el nimero de huevos producidos y la fertilidad, en los tratamientos de 20 pg/L,
100 pg/L y 200 pg/L (Ishibachi, et al., 2004).

Analisis factorial concentraciéon de VTG de acuerdo al dia
de exposicion.
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Figura 89. Diagrama de cajas para la variacion de
concentracion de VTG en los dias 4 y 7 de exposicion al

contaminante emergente.

En la figura 90 se muestra el grafico de la interaccion entre la concentracion de VTG, la

concentracion de TCS y las mediciones realizadas en las diferentes etapas del tratamiento. Cuando
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se realizd la segunda medicion al cuarto dia de exposicion al TCS, la concentracion de VTG
aumento gradualmente con el dia de exposicion como se muestra en la figura 90, y por el contrario,
cuando se realizo la tercera medicion al octavo dia de exposicion a TCS en sus diferentes niveles
de concentracion la concentracion de VTG se mantuvo constante, para lo cual se sugiere una fase
experimental en éste caso mas prolongada con el fin de observar si en el transcurso de los dias hay

una variabilidad en los resultados proponiendo otras mediciones.
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Figura 90. Interaccion entre los niveles de TCS,
concentracion de VTG y las mediciones 2 y 3.

5.6.1 Andlisis estadistico de la variable VTG.

Con el fin de evaluar la influencia de los factores y las posibles interacciones entre éstos
en la VTG se realizoé la tabla el analisis de varianza para analizar la significancia de las fuentes

de variacion del modelo (Tabla 79).
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Tabla 78
ANOVA para la variable respuesta VTG

Fuente Suma de Grados de Cuadrado F valor
variabilidad cuadrados libertad medio 0 -p
A:Dia ss, 8.0 a—1 2 MS, 4052 M54 0950 0396
/MSg
B: _ MSp
Concentracion 558 898  b—1 2 MS; 4489 S, 1.054 0.359
C: pH ss, 386 c—1 1 Ms, 3856 MSc 0906 0.348
/MSg
., (a
AB: Dia* N MSyp
Concentracion  SSas 1658 - B(b 4 MS,; 4144 IMs, 0.973 0.434
(a MS
AC:Dia*pH  SS,, 885 —1)(c 2 MS, 4427 AC 1,093 0.364
_ 1) /MSE
BC: (b Ms
Concentracién*  SSp. 82.7 —1(c 2 MSy 4135 BC0.971 0.388
pH ~1) /MSg
ABC: Dia (—al)(b MS,pc 1.034
Concentracion* SS,5. 176.1 4 MS,pc 44.04 ABC ™ 0.403
pH - 1)(C /MSE
— 1)
Residuales SS, 15331 ‘iblc)(n 36 MS, 4259
Total ssp 2255 %M 53

De acuerdo al analisis obtenido de la tabla ANOVA se realiz6 la verificacion de hipdtesis

de la variable VTG como se muestra en la tabla 80.

Tabla 79

Verificacion de hipétesis para VTG

Factor Verificacion de las hipotesis
Para este factor el valor —p = 0.396 > 0.05 por lo que se
A:Dia rechaza H, y se acepta H,, luego el efecto del tiempo no tiene

influencia en la variable evaluada de vitelogenina en ovulos.
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B:Concentracion (ug/l)

Tenemos que para este factor el valor — p = 0.359 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto de la
concentracion no tiene influencia en la variable evaluada de
vitelogenina en 6vulos.

C:pH

Tenemos que para este factor el valor — p = 0.348 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto del pH no
tiene influencia en la variable vitelogenina en 6vulos.

Interaccion ABC: Dia *
Concentracion* pH

Al evaluar esta interaccion entre dia, concentracién y pH el
valor — p = 0.403 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta
H,, luego, el efecto de la interaccion evaluada no tiene
influencia en la variable evaluada de vitelogenina en 6vulos.

AC: Dia* pH

Al evaluar esta interaccion entre dia y pH el valor —p =
0.364 > 0.05 por lo que se rechaza H, y se acepta Hy, luego, el
efecto de la interaccién evaluada no tiene influencia en la
variable vitelogenina en évulos.

BC: Concentracion* pH

Tenemos que para este factor el valor — p = 0.388 > 0.05 por
lo que se rechaza H; y se acepta H,, luego el efecto de la
interaccion entre concentracion y pH no tiene influencia en la
variable vitelogenina en dvulos.

AB: Dia* Concentracién

Tenemos que para esta interaccion de los factores el valor —
p = 0.434 > 0.05 por lo que se rechaza H; y se acepta H,,
luego el efecto de la interaccion entre concentracion y tiempo no
tiene influencia en la variable vitelogenina en 6vulos.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- Al realizar la evaluacion de los gametos de los peces macho de la linea base a los
diferentes tratamientos propuestos se evidencio que los peces de la linea base presentan porcentajes
de motilidad, vitalidad y morfologia acordes a la especie evaluada con porcentajes normales.

- Los peces evaluados durante los tratamientos realizados muestran bioacumulacion
del contaminante, ya que a través de los tratamientos se observé una disminucion significativa del
contaminante emergente en el agua y con efectos adversos en la cuantificacion de los gametos, asi
mismo, si los peces con esta acumulacion estan en la cadena tréfica se presenta un proceso de
biomagnificacién que podria afectar a cualquier organismo que consuma el pez como producto en

la cadena alimenticia.

- En la evaluacion de espermatozoides en la variable motilidad progresiva se
evidencio que el factor tiempo influye en la variable respuesta, a pesar de los niveles de
concentracion de TCS y niveles de pH propuestos.

- La motilidad no progresiva evaluada en los gametos de machos tilapia influye el
tiempo y la variacion en los niveles de pH, para lo cual la concentracion de TCS no incide en los

porcentajes de motilidad no progresiva.

- Para la variable de inmotilidad en los espermatozoides se comprobd que la
concentracion de TCS incide significativamente en el aumento de células inmoviles teniendo

efectos en la posibilidad de fecundacién de éstos peces.
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- En la evaluacién de la vitalidad e integridad de la membrana celular de los
espermatozoides se evidencio que los tres factores evaluados: tiempo, pH, y concentracion tienen

incidencia en el porcentaje de células viables, lo cual incide en el éxito de la reproduccion.

- La evaluacion morfoldgica de los espermatozoides expuestos al contaminante
muestran aberraciones estructurales superiores al 50% en las muestras analizadas, sin embargo la
caracterizacion espermatica impide una correlacion directa con la posibilidad de realizar una
fertilizacion debido a las caracteristicas de las estructuras celulares son heterogéneas en las

diferentes células evaluadas.

- Para todos los tratamientos se observa una disminucion significativa de células
normales, ya que se observa una mayor incidencia en la alteracién de la estructura celular a medida

gue se aumenta la concentracion de TCS en cada uno de los tratamientos.

- A medida que se aumenta la concentracion de TCS, la concentracion de
vitelogenina es directamente proporcional a ésta ya que a 50 pg/L de TCS se aprecia que la media
de la concentracion de vitelogenina fue 0.05 ng/L de VTG, para el nivel 120 pg/L de TCS la
concentracion aumento6 gradualmente a 0.051 ng/L de VTG y a190 pg/L de TCS fue 0.052 ng/L
de VTG. Si se compara con los peces de la linea base, éstos arrojaron una media de 0.048 ng/L de

VTG la cual es inferior a los obtenidos a través de las mediciones realizadas.

- La concentracion de VTG se incrementd proporcionalmente a medida que estaba
expuesta a diferentes concentraciones de TCS vy al tiempo de exposicion, sin embargo, se sugiere
evaluar la concentracion de la proteina en un tiempo mas prolongado teniendo en cuenta que el

proceso de vitelogenesis es mas prolongado en las hembras que en los machos.
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- La concentracion de VTG aumentO proporcionalmente en la segunda medicion
cuando se evalué a los peces al cuarto dia de exposicion al contaminante a medida que la

concentracion de TCS se fue incrementando.

- La concentracion de VTG en los peces se mantuvo constante cuando se realizé la
tercera medicion en los tratamientos al octavo dia de exposicion a TCS, por lo cual se sugiere un
tiempo de exposicion mas prolongado con el fin de analizar la variabilidad de VTG respecto al

tiempo y los niveles de concentracién de TCS propuestos en la fase experimental.

- Al considerarse la tilapia de alto consumo por su contenido nutricional y beneficios
al ser humano se deben implementar medidas de regulacion en el uso del contaminante emergente
TCS en productos de aseo personal que eviten la contaminacién frecuente a las fuentes hidricas y
por ende evitar efectos de bioacumulacion y biomagnificacion en la cadena tréfica que tengan

incidencia en la disrupcion endocrina en las matrices acuéticas.
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