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Resumen

El crecimiento de la mancha urbana causa alteraciones en el medio natural debido a
la introduccidén de factores extrafios como son los contaminantes. Dentro de los
menos estudiados se encuentra el ruido de origen antropogénico, que esta cada vez
mas presente en los ecosistemas, incluyendo los acuaticos. Este contaminante actua
como estresor, causando alteraciones a nivel conductual y fisiolégico, como puede

ser el caso de alteraciones en la reproduccion y en especifico, la calidad espermatica.

El presente trabajo tiene como objetivo investigar cdmo la exposicion
intermitente a ruido blanco afecta la calidad espermatica en guppies. Para esto, se
asignaron aleatoriamente peces guppy machos a un grupo control o experimental.
Ambos tratamientos duraron 4 dias consecutivos. El tratamiento consistié en aplicar
una pista de ruido blanco intermitente por medio de una bocina como estimulo
estresor; en el caso del control, la bocina se mantuvo encendida pero no reproducia
la pista de sonido. En ambos grupos, el ruido se monitored antes y después del

tratamiento mediante el uso de un hidréfono y un acelerémetro.

Para evaluar la calidad espermatica de los peces, se tom6 una muestra de
esperma antes de comenzar el tratamiento y al final de este. Se analizaron los
parametros de numero de paquetes espermaticos, movilidad, viabilidad,
concentracion espermatica y fragmentacion de ADN.

Se demostr6 que, en condiciones experimentales, la exposicion de los guppies
a un factor acustico estresante como lo es el ruido blanco intermitente, no tiene
efectos significativos sobre los parametros de la calidad espermatica de numero de
paquetes espermaticos, movilidad, viabilidad, concentracion de células vy

fragmentacion de ADN.



Abstract

The growth of urban sprawl causes alterations in the natural environment due to the
introduction of foreign factors such as pollutants. Among the less studied is
anthropogenic noise, which is increasingly present in ecosystems, including aquatic
ones. This pollutant acts as a stressor, causing behavioral and physiological

alterations, such as disruptions in reproduction, for example in sperm quality.

The present study aims to investigate how exposure to intermittent white noise
for four days affects sperm quality in guppies. For this purpose, two groups of male
guppies were formed, a control group and an experimental group, which were
individually maintained and manipulated under the same isolation conditions for 3 days
prior to the start of the treatment. The experimental treatment consisted of isolating
the fish and applying an intermittent white noise track through a speaker as a stressor
stimulus; in the case of the control treatment, the speaker remained on, but did not
play the soundtrack. The noise track was monitored before and after the treatment

using a hydrophone and an accelerometer.

To evaluate the sperm quality of the fish, a sperm sample was taken before the
treatment began and at the end of it, and the parameters of number of sperm bundles,

mobility, viability, sperm concentration, and DNA fragmentation were analyzed.

It was demonstrated that, under experimental conditions, the exposure of
guppies to a stressful acoustic factor such as intermittent white noise does not have
significant effects on sperm quality parameters such as number of sperm bundles,

mobility, viability, cell concentration, and DNA fragmentation.



Introduccioén

La seleccion sexual esta definida como la evolucion resultante de la competencia por
la pareja de apareamiento o sus gametos (Parker, 1970). En la teoria de la seleccion
sexual, los rasgos reproductivos que influyen en la capacidad de competir por parejas
y/o fertilizaciones son costosos de producir y, por lo tanto, estan vinculados con los
recursos disponibles que el individuo destina a cualidades que mejoran su aptitud
(Evans et al., 2023; Tomkins et al., 2004).

Los rasgos reproductivos pueden ser impulsados por variaciones ecolégicas
gue benefician a algunas cohortes de la poblacién mas que a otros; un ejemplo de
estas variaciones es la depredacion que puede favorecer la competencia entre
machos, limitar la eleccién de parejas por parte de las hembras o modificar las tacticas

de apareamiento (Devigili et al., 2019; Mcbride et al., 2015)

De igual manera, el ambiente juega un papel importante sobre la adecuacién
de los individuos (Mcbride et al., 2015; Tomkins & Hazel, 2007), ya que los organismos
sometidos a condiciones estresantes generalmente tienen una cantidad de recursos
limitada que es asignada a la supervivencia en vez de a actividades no esenciales
como es el caso de la reproduccién (Fuzzen et al., 2011; Morbiato, Cattelan, &
Pilastro, 2023; Wingfield et al., 1998; Wootton & Smith, 2014). En especies donde las
hembras se aparean con mas de un macho durante el mismo evento reproductivo
(poliandricas), se presenta la competencia espermatica, donde el esperma de dos o
mas machos compite para fertilizar el mismo conjunto de évulos (Parker, 1970). Por
ende, el éxito reproductivo de un macho estéa influenciado no sélo por el nimero de
parejas con las que se aparea, sino también por la proporcion de huevos que fertiliza
(Parker, 1970). Aquellos espermatozoides que fisiologicamente superan a los
provenientes de otras eyaculaciones en la competencia por la fertilizacion confieren

una ventaja selectiva al macho que los produjo (Morbiato, Cattelan, & Pilastro, 2023.

Bobbe y Labbé (2010) definen la calidad espermética como la capacidad que
tienen los espermatozoides para fertilizar un ovulo de manera exitosa. En este
proceso, la calidad espermatica se revela crucial, ya que no solo se refiere a la
capacidad de fertilizacion, sino también a la contribucidn positiva para el desarrollo
del embrién, siempre y cuando el évulo cumpla con los parametros necesarios de

calidad.
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Algunos parametros utilizados para evaluar la calidad espermatica son los
siguientes: motilidad, viabilidad celular, integridad del ADN nuclear, ademas de estos,
otros autores destacan la importancia de parametros como la concentracion
espermatica, morfologia y velocidad de los espermatozoides (Bobe & Labbé, 2010;
Hajirezaee et al., 2010; Lopez-Hernandez et al., 2018).

Se ha demostrado que diversos factores pueden alterar la calidad espermatica
de los peces, dentro de estos se encuentran perturbaciones en el ambiente como la
temperatura, el fotoperiodo, la salinidad (Bobe & Labbé, 2010), asi como diversos

tipos de contaminantes (Quintero Marmol, 2022).

La urbanizacion ha aumentado mundialmente a un ritmo muy acelerado, lo que
ha causado cambios cada vez mas cuantiosos y complejos en la ecologia del planeta
y en los pardmetros del habitat que van desde el clima hasta la introduccion de
contaminantes (Ellis et al., 2006). Dentro de los contaminantes menos estudiados se
encuentran la luz y el ruido de origen antropogénico, que son causantes de estrés en
los animales (Kaiser et al., 2011, 2015).

El ruido antropogénico estd cada vez mas presente en los ecosistemas,
afectando negativamente tanto a organismos terrestres como marinos. Este tipo de
ruido altera las interacciones entre especies y las redes de comunicacién (Obomsawin
et al., 2021). Ademas, funciona como un factor de estrés crénico, con repercusiones

significativas en la fisiologia y el desarrollo de los organismos (Faria et al., 2022).

El presente estudio evalué como la exposicion continua a ruido blanco
intermitente afect6 la calidad espermatica de peces guppy (Poecillia reticulata). Los
pardmetros de calidad espermatica evaluados fueron: el nimero de paquetes
espermaticos, movilidad, viabilidad y concentracion espermatica, asi como los dafos

o fragmentacion en ADN.

Reproduccién en poecilidos

El ciclo reproductivo de los peces al alcanzar la madurez sexual se divide en dos fases
principales: la primera se constituye de la proliferacion, el crecimiento y la

diferenciacion de los gametos (ovogénesis y espermatogénesis); mientras que la
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segunda fase consiste en la maduracion y la preparacion para su liberacion

(espermiacion u ovulacion) (Lopez-Hernandez et al., 2018).

Los peces poseen dos tipos de fertilizacion: la fertilizacién externa, que ocurre
en especies oviparas mediante la liberacion simultanea de los gametos al medio
externo (agua salada o dulce), donde se lleva a cabo la fecundacion (Billard & Cosson,
2019); y la fertilizacion interna, que ocurre dentro del 6rgano reproductor femenino
(Engel et al., 2020; Ito et al., 2021). La fertilizacion interna se observa en relativamente
limitadas especies. La mayoria se encuentra dentro del grupo de los poecilidos, a la
cual pertenecen los peces guppy, Poecilia reticulata (Billard & Cosson, 2019); en esta,
los espermatozoides son depositados en el receptaculo espermatico de la hembra
mediante un Organo accesorio denominado gonopodio, lo que garantiza la
fecundacion cuando los 6vulos estan maduros (LOpez-Hernandez et al., 2018).

En los peces de la familia poeciliidae, la forma del gonopodio varia segun el
estado de los espermatozoides en el momento de la transferencia (Billard & Cosson,
2019). Cuando el semen cuando esta agrupado en paquetes espermaticos los
espermatozoides se mantienen cohesionados y se transfieren mediante un gonopodio
gue presenta un canal para orientar los paquetes hacia la papila genital de la hembra

(Billard & Cosson, 2019), como en el caso de los guppies (Fig.1).

Figura 1. Foto de gonopodio en Poecilia reticulata, visto en microscopio estereoscéopico NIKON

a un aumento de 10x. Fotografia tomada por Lépez-Flores, T. K.

Los paquetes son denominados espermatéforos si se encuentran envueltos
con una membrana o0 espermatozeugmatos si no presentan esta membrana (Figura
2) (Billard & Cosson, 2019).



Figura 2. Espermatozeugmatos de pez guppy, 10x en estereoscopio NIKON. Fotografia

tomada por Lépez-Flores, T. K.

Los guppies poseen testiculos organizados en tubulos dentro de los cuales se
encuentran las espermatogonias agrupadas en conjuntos denominados cistos (Figura
3) (Billard & Escaffre, 1969). Los cistos estan rodeados por células de Sertoli que se
degeneran al final de la espermatogénesis liberando glucoproteinas que mantienen
cohesionado a los espermatozoides, formado asi a los espermatozeugmatos. Cada
uno de estos paquetes puede llegar a contener aproximadamente 32,000
espermatozoides (Billard, 1986; Billard & Escaffre, 1969).

a) B)  Tabulo
©®© GA
Cyst
s s¢

Displacement :

= Cyst
eig ==® Spzoa

Qe

Tabulo

Canal
testicular

Figura 3. a) Esquema de testiculos de guppy , b) Organizacién de tibulos en testiculos de
guppy, se muestra ademas el recorrido de los cistos para desarrollarse en paquetes espermaticos
(Imagen modificada de Billard, 1986)
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En los poecilidos, la copula es muy frecuente, llegando a ser de hasta un acto
sexual por minuto en algunas especies (Magurran & Seghers, 1994), por lo tanto, la
produccion de espermatozoides debe ser muy alta y, en el caso del guppy, por dia
llega a ser de 36 paquetes espermaticos que, en conjunto, pueden llegar a contener
hasta 750,000 espermatozoides (Billard & Cosson, 2019).

En el caso de las hembras, una vez que han alcanzado la madurez sexual son
capaces de seguir produciendo ovocitos a partir de ovogonias mitéticas a lo largo de
sus vidas (Mcbride et al., 2015; Wallace & Selman, 1990).

Antecedentes

Efectos de los estresores sobre la calidad espermatica

Los rasgos reproductivos precépula (ornamentaciéon) y poscopula (calidad
espermatica) determinan el éxito reproductivo de un macho. Estos rasgos pueden
variar dentro de la misma especie, no solo en relacién con las diferencias entre
fenotipos masculinos, sino también como consecuencia de la fluctuacion en las

condiciones ambientales (Gage et al., 1997).

La exposicion a estresores forma parte del dia a dia de los organismos, ya que
diversos factores pueden generar perturbaciones en su entorno con efectos directos
o indirectos sobre el organismo (Martin et al., 2011). Estos estresores pueden tener
un origen diverso, como alteraciones en el entorno por fendmenos geofisicos
naturales, parasitismo, o eventos de origen antrépico, como lo es la introduccion de

contaminantes (Fuzzen et al., 2011).

Las condiciones estresantes activan un estado de emergencia capaz de alterar
el ciclo de historia de vida, modificando el comportamiento y la fisiologia de los
organismos con la finalidad de buscar la supervivencia (Wingfield et al., 1998). Ante
situaciones estresantes, el cuerpo recurre a la liberacion de glucocorticoesteroides
mediante las glandulas suprarrenales, como la corticosterona (aves y reptiles) o
cortisol (peces y mamiferos), con la finalidad de activar un estado de alerta que mejora

la supervivencia del individuo (Martin et al., 2011).
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El estrés tiene efectos diversos sobre los organismos, que pueden llegar a
causar diversos padecimientos como problemas cardiacos, auditivos, nerviosos,
hormonales o alteraciones morfolégicas (Jalali et al., 2012; Martin et al., 2010, 2011,
Wingfield et al., 1998). Ademés, afecta las funciones inmunes provocando
susceptibilidad a enfermedades, muerte neuronal y supresion del crecimiento y

metamorfosis (Wingfield et al., 1998).

La exposicion cronica a las hormonas del estrés promueve la degradacion de
proteinas mediante la gluconeogénesis, suprime los procesos reproductivos y
comportamientos asociados a este (Wingfield et al., 1998). Como se ha demostrado
en ratas sometidas a ejercicio excesivo para generar estrés croénico, provocando una

disminucién de la calidad espermatica (Mingoti et al., 2003).

Las situaciones estresantes que limitan los recursos necesarios para la
supervivencia causaran estrés en el organismo que limitara la reproduccién. Un claro
ejemplo es la limitacion del alimento (Macartney et al., 2019). Estudios donde se
mantuvo a peces guppy con una alimentacion restringida, demostraron que el estrés
provocado por esta dieta disminuyé el patrébn de apareamiento y el éxito de
fertilizacion de las hembras (Morbiato, Cattelan, & Pilastro, 2023). En machos
expuestos a alimentacién restringida, se ha observado una disminucion en el nimero
de espermatozoides, intentos de cOpula, asi como el area de la coloracion naranja en

el cuerpo (Cattelan et al., 2020).

Efectos de los contaminantes sobre la calidad espermatica

En las ultimas décadas, ha aumentado drasticamente la liberacion de contaminantes
al medio terrestre, cuerpos de agua dulce y océanos que, en conjunto con el cambio
climatico y la acidificacion de los mares, tienen efectos toxicos sobre los
organismos(Gallo & Tosti, 2019). Algunos de estos efectos van dirigidos sobre el
sistema enddcrino y reproductivo de los peces (Denslow & Sepulveda, 2007), y, en el

caso de los machos, sobre la calidad espermatica (Xia & Niu, 2017).

Se ha estudiado la influencia de diversos tipos de contaminantes quimicos
sobre la calidad espermatica de peces (Quintero Marmol, 2022), dentro de estos se
encuentran, metales pesados (Garriz & Miranda, 2020; Kerekes et al., 2020), y

compuestos quimicos como pesticidas (Rurangwa et al., 2002), herbicidas
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(Harayashiki et al., 2013), compuestos perfluorados (Xia & Niu, 2017), y disruptores
enddcrinos como los contaminantes estrogénicos (Hatef et al., 2013) y el bisfenol A
(Silveira et al., 2019).

Ademés de los contaminantes de origen quimico, existen contaminantes
fisicos, como los campos magnéticos generados por lineas eléctricas submarinas que
tienen la capacidad de generar alteraciones a nivel celular (Oliva et al., 2023). La luz
y el ruido de origen antropogénico son de los contaminantes fisicos méas frecuentes
en la actualidad (Kaiser et al., 2011, 2015). Estos contaminantes alteran ciclos
naturales (Bassi et al., 2022; Green et al., 2020) y causan estrés en los organismos
(Chandralekha et al., 2007).

En la dltima década, se ha investigado los efectos del ruido sobre la salud de
los seres humanos y organismos silvestres con la finalidad de establecer estatutos

para su regulacion en algunos paises (United States of America’s Government, 2013).

Ruido y sus implicaciones

La Agencia de Proteccién de Ambiental de los Estados Unidos (EPA, 2023) sefiala
gue el ruido se encuentra dentro de la categoria de contaminantes, definiéndolo como
un sonido no deseado o perturbador que interfiere con las actividades cotidianas con
efectos sobre la salud de los individuos.

El sonido por si mismo es una parte importante de los ecosistemas. El paisaje
sonoro es el conjunto de sonidos presentes en el entorno en un momento dado, estos
sonidos se dividen en tres tipos: biofonia (sonidos de organismos no humanos),
geofonia (sonidos geofisicos) y antropofonia (sonidos generados por humanos)
(Krause, 2016). Se plantea que los paisajes sonoros proporcionan nichos acusticos

donde las especies vocalizadoras pueden comunicarse (Krause, 1987, 1993).

En un entorno donde las antropofonias predominan, se produce un fenbmeno
conocido como enmascaramiento, que ocurre cuando la deteccion de un sonido se
ve afectada por la presencia de otro (Neenan et al., 2016). A medida que la intensidad
del ruido aumenta, una sefial se torna menos discernible del fondo, hasta que
finalmente deja de ser distinguible por completo (Kaiser & Hammers, 2009). Este

fendmeno interfiere en las redes de comunicacion de los organismos que dependen
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del sonido dentro del nicho acustico afectando la reproduccion y el comportamiento,

y, por lo tanto, también la supervivencia de los animales (Krause, 1987, 1993).

El enmascaramiento se ha registrado tanto en ecosistemas terrestres como
marinos. En aves, el ruido enmascara sefiales acusticas emitidas para comunicarse,
interfiriendo en redes basicas como la comunicacion entre adultos con las crias para
la alimentacion (Obomsawin et al., 2021). Por otra parte, en anfibios como los machos
de la especie Dendropsophus triangulum, se incrementan las tazas de llamados en
presencia de sonidos de origen antropogénico, lo que, a su vez, incrementa la energia

invertida en los llamados para atraer hembras (Kaiser & Hammers, 2009).

Se ha registrado que existe un efecto de la contaminacion acustica en el medio
marino con repercusiones sobre comportamiento y la fisiologia de los organismos
(Popper et al., 2003; Popper & Hawkins, 2016). Los mamiferos marinos y peces
también se ven afectados por el enmascaramiento, dificultando la deteccion de presas
y depredadores, asi como la navegacion, reproduccion y comunicacion entre
conespecificos (de Jong et al., 2020; Finneran, 2015; Neenan et al., 2016; Popper et
al., 2003; Sebastianutto et al., 2016).

Algunos de los efectos fisiolégicos registrados en peces son la pérdida de la
audicion temporal o permanente debido a dafios producidos en las células auditivas,
(Popper et al., 2003; Smith et al., 2004), alteraciones en el desarrollo (Faria et al.,
2022; Nawrot et al., 1981; Ristovska et al., 2014), y un incremento de las hormonas
asociadas con el estrés (Smith et al., 2004) que a su vez podria verse relacionado

con otras afecciones fisioldgicas como en los procesos reproductivos.

La reproduccién, al ser un proceso sensible a factores internos y externos,
como lo es el estrés, puede verse comprometida con este tipo de estimulos
perturbadores. Investigaciones han evidenciado que el estrés inducido por el ruido
tiene efectos notables en la reproduccion (de Jong et al., 2020) y, en particular, sobre

la calidad espermatica (Tabla 1).
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Choe et al. (2020) Humanos (Homo sapiens) - Morfologia Reduccion en la
Concentraciéon  concentracion

Jurewicz et al. (2014)  Humanos (Homo sapiens) - Movilidad, Aumento en dafio a
dafioen ADN  ADN y disminucion de

movilidad

Chamkaori et al.
(2016)

Humanos (Homo sapiens)

Exposicioén a 107
dBy119dB

Concentracion
espermatica,
morfologia, y
movilidad

Reduccion en la
movilidad y
concentracion
espermatica, sin
efectos en morfologia

Kaiser et al. (2015)

Rana arbérea (Litoria

Exposicion a 70 dB,

Concentracion

Reduccion en ambos

(80 dB) y alto (100
dB)

concentracion
espermatica

caerulea) 7 kHz espermaticay ~ parametros
viabilidad
Tanyeri & Ylice, Rata (Rattus norvegicus) Exposicion a ruido Morfologia, Aumento en el nimero
(2019) bajo (60dB), medio  movilidad y de células con

morfologia anormal,
sin efecto sobre
movilidad ni
concentracion

Jalali et al. (2012)

Rata (Rattus norvegicus)

Exposicion ruido de
90-120 dB con
frecuencia de 300-
350 Hz

Movilidad y
concentracion
espermatica

Reduccion en ambos
parametros

Ghanbari et al. (2013)

Rata (Rattus norvegicus)

Ruido de 100 dB en
combinacion con

Concentracion
espermatica,

Disminucién de la
viabilidad y movilidad,

2018)

conjunto con
extracto de C.
verum
hidroalcolholico

concentracion
espermatico y
morfologia

ondas de viabilidad, sin efectos en
microondas movilidad, concentracion ni
morfologia morfologia
(Khavanin et al., Rata (Rattus norvegicus) Ruido 100 dB en Viabilidad, Disminucién en la

concentracion y
aumento en la
morfologia anormal

Pramanik & Biswas
(2012)

Rata (Rattus norvegicus)

Exposicion a ruido
de 80 a 90 dB

Concentracion
espermatica, y
morfologia

Disminucién en
concentracion y
aumento en el nimero
de células anormales

Chandralekha &
Jeganath (2007)

Rata (Rattus norvegicus)

Ruido de 120 dB

Concentracion
espermatica,
viabilidad,
motilidad

Disminucién en la
concentracion,
viabilidad y motilidad
espermaticas

Vosoughi et. al (2012)

Ratén (Mus musculus)

Expuesto a ruido
700-5700 Hz, en
conjunto con
formaldehido

Concentracion
espermatica,
movilidad,
viabilidad

Disminucién en los
tres parametros.

Tabla 1. Investigaciones sobre el efecto del ruido sobre calidad espermatica en diferentes

organismos. Tabla elaborada por L6pez-Flores, T. K.

En ratas macho (Rattus norvergicus) se ha demostrado que el estrés por ruido

tiene la capacidad de reducir los niveles de testosterona, con efectos en el tejido

testicular (Farzadinia et al., 2016; Jalali et al., 2012), reduciendo el porcentaje de

viabilidad de los espermatozoides (Chandralekha & Jeganath, 2007), asi como la

concentracion y aumentando el porcentaje de células anormales (Khavanin et al.,

2018).
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Asi mismo, una exposicion a 8000 Hz en ratas se vio relacionada con la
presencia de alteraciones en la morfologia espermatica (Tanyeri & Yilce, 2019). En
exposiciones prolongadas a ruido blanco (50 dias) con una frecuencia de 350 Hz, se
encontroé una disminucion en la concentracion de células, asi como una disminucién

en la movilidad espermatica (Jalali et al., 2012).

El ruido en combinacion con otro tipo de factores, como la radiacion liberada
por teléfonos celulares, puede causar efectos ain més significativos en la disminucion
de la calidad espermética, asociandolo con el estrés oxidativo provocado por el estrés
fisiologico (Ghanbari et al., 2013). En ratones (Mus musculus), la exposicion a ruido
en conjunto con gases de formaldehido se vio relacionada con una disminucién en la

concentracion, viabilidad y movilidad espermaética.

También se han realizado estudios sobre la calidad espermatica de anfibios
sometidos a ruido de trafico, resultando en una reduccién de los parametros de
concentracion espermatica y viabilidad, asi como un aumento de corticosterona, en

el plasma sanguineo (Kaiser et al., 2015).

Existen estudios de cohorte realizados en humanos (Chamkori et al., 2016;
Choe et al., 2020; Jurewicz et al., 2014), donde se registraron disminuciones en la
concentracion y movilidad espermatica en pacientes cuyo trabajo implica una
exposicién continua a ruido o viven en zonas donde el ruido antropogénico es

abundante.
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Justificacion

En la actualidad los contaminantes estan afectando a los organismos de diversas
formas, uno de los mas comunes, pero poco estudiados es el ruido, que esta presente
en todos los ambientes, pero en mayor nivel en zonas antropizadas. El caso de los
individuos acuaticos no es la excepcion, debido al aumento de vias de transporte
marino y de la mancha urbana cerca de zonas costeras (Sebastianutto et al., 2016).
En otros organismos, principalmente mamiferos, se han realizado estudios donde se
prueba que el estrés generado por contaminantes acusticos repercute a nivel de las
gonadas, llevando a una disminucion en la calidad de los gametos, en machos
especificamente en el esperma. En organismos acuaticos los estudios de este tipo
son escasos, por ello es importante determinar si el ruido tiene efectos sobre la

reproduccion en los organismos acuaticos.

El pez guppy resulta ser un modelo ideal para este tipo de investigaciones, ya
gue es un pez presente en numerosos cuerpos de agua continentales alrededor del
mundo, por su capacidad para prosperar en diferentes comunidades ecoldgicas y
condiciones ambientales (Magurran, 2005). El guppy ha sido utilizado antes en
numerosos experimentos de ecologia evolutiva (Houde, 1997) donde se evalla la
calidad espermatica de este en relacion con diversos factores que podrian alterarla
(Cattelan et al., 2020; Gasparini et al., 2010, 2013; Morbiato, Cattelan, & Pilastro,
2023; Morbiato, Cattelan, Pilastro, et al., 2023; Pauletto et al., 2020).

Gracias a su forma de reproduccion interna y a la anatomia y fisiologia del pez,
resulta sencillo acceder al esperma (agrupado en paguetes espermaticos) de este
este organismo para realizar las pruebas necesarias en la determinacién de la calidad

espermatica utilizando microscopia basica.
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Hipotesis
Pregunta general

¢ La exposicion intermitente a ruido blanco afecta la calidad
espermatica en peces guppy?

Hipotesis

El estrés provocado por la exposicion intermitente a ruido blanco tendra un efecto
sobre la fisiologia de los peces guppy, y este se vera reflejado en la calidad
espermatica al determinar los parametros: NUmero de paquetes espermaticos,

movilidad, viabilidad, nimero de células e integridad del ADN.

Prediccion

Los machos expuestos por determinado tiempo a ruido blanco tendran menor calidad
espermatica en comparacion con los mismos individuos antes de la exposicion al
tratamiento y al grupo de machos control que no fueron expuestos a ruido, y que

fueron mantenidos en condiciones de aislamiento durante el mismo tiempo.

Obijetivos

Objetivo general

Analizar los efectos de la exposicion intermitente a ruido blanco sobre la calidad

espermatica en guppies.

Objetivos particulares
Comparar entre machos del tratamiento experimental que fueron sometidos a ruido
blanco y machos del tratamiento control que no fueron sometidos a ruido:

e La produccion de paquetes espermaticos.

e La movilidad de los espermatozoides.

e La viabilidad de los espermatozoides.

e El numero de espermatozoides por eyaculado.

e Laintegridad del ADN en los espermatozoides.
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Materiales y métodos
Poblacion de estudio

Los organismos fueron colectados en un cuerpo de agua perteneciente a la poblacién
de La Magdalena Tepeojuma en el estado de Puebla (18° 42" 24.9” Ny 98° 26" 20.9”
W). Se trasladaron al Laboratorio de Ecologia Evolutiva de la BUAP en febrero del
2023, donde fueron distribuidos y alojados aleatoriamente en tanques de 120 L en
condiciones controladas: fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
temperatura 23 - 26°C, alimentados cada 12 horas con hojuelas Tetramin® Tropical
Flakes de la marca Tetra. Al finalizar el experimento, los peces se reintegraron a estas
condiciones en un tanque especial para no ser utilizados en experimentos futuros del

laboratorio.

Disefio experimental

El experimento tuvo como finalidad analizar la calidad espermatica (cantidad de
paquetes esperméaticos, movilidad, viabilidad, concentracion espermatica y
fragmentacion del ADN) de dos grupos de peces: control (20 n) y machos sometidos
a ruido blanco (24 n) (Figura. 4).

c)

o
]
a I I I |
a)o b)3 d)7
Aclimataciéon |:> E>
Aislamiento de 1° extraccion de 2° extraccion de
machos espermatozoides espermatozoides

Figura 4. Diagrama de disefio experimental. En el inicio del tratamiento en el dia 0 (a) elegimos
machos al azar de diferentes tanques, estos fueron aislados individualmente en contenedores de
acrilico, los cuales se encontraban dentro de uno de los tanques principales, el aislamiento se realizé
durante 3 dias con la finalidad de que los peces se acostumbraran a las condiciones del taque y esto
no influenciara sobre los pardmetros analizados posteriormente. En el dia 3 (b) se extrajo una muestra
de esperma de los machos y se analizaron los parametros de calidad espermatica, en este dia también
se ingreso a los peces al tratamiento asignado al azar, los cuales fueron ruido o sin ruido (c) del dia 3
al dia 7. Al final de tratamiento (d) se realiz6 la segunda extraccién de esperma de los guppies y se

analizaron los parametros de calidad espermatica.
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En ambos grupos, los machos fueron aislado individualmente dentro un
contenedor de acrilico con capacidad de un litro; siendo identificado con un ID
asignado al inicio del experimento. La tapa de cada contenedor presentaba aberturas
rectangulares pequenas para permitir el intercambio de agua. El contenedor fue
sumergido dentro de un tanque circular de una capacidad de 60 litros con 40 litros de
agua. Cuatro de estos contenedores con peces fueron utilizados por prueba,
dispuestos de forma que la distancia entre ellos fuera la misma (Figura 5). Al centro
del tanque se coloco una bocina de la marca JBL (modelo Clip 3), la cual fue anclada
de tal manera que se mantuviera flotando y la distancia entre la bocina y cada

contenedor fuera la misma.

Figura 5. Disposicion de contenedores en tanque. El tanque redondo principal tenia un
diametro de 60 cm, por lo que la distancia entre la bocina y los contenedores fue de 15 cm
aproximadamente. El tanque redondo contuvo 40 L de agua, la cual se mantenia a una altura de 20
cm, cubriendo completamente los contenedores de acrilico para permitir el libre paso del agua a través

de las ranuras en las tapas.

Alrededor de los contenedores se encontraban hembras nadando libres en una
proporcion de dos por macho con la finalidad de crear un estimulo visual y olfativo
para promover la espermatogénesis (Bozynski & Liley, 2003). Cada contenedor
estaba cubierto en las caras de los costados con una mica negra, de tal forma que los
machos pudieran ver a las hembras nadando por enfrente o atrds pero no a los
machos contiguos. Mediante la bocina se reprodujo una pista de ruido blanco
intermitente durante 12 horas por 4 dias (de 7am a 7 pm). Los machos del grupo
control se mantuvieron en condiciones similares a los del grupo experimental,
ademas, fueron manipulados y aislados de la misma forma, pero sin la aplicacion de
ruido. Ambos tanques circulares estuvieron en condiciones idénticas tanto en

temperatura (24° C) como en iluminacion (12h luz/12 h oscuridad).
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El experimento se llevo a cabo entre junio y agosto de 2023, e involucré a siete
grupos de ocho peces cada uno (Los peces que no liberaron esperma fueron
descartados). Debido a la capacidad limitada de los tanques, cada grupo se subdividio
en dos subgrupos de cuatro peces. Se realizaron dos pruebas por grupo: una antes
del tratamiento (pl) y otra después (p2). Esta subdivision y el disefio del estudio
facilitaron tiempos de aclimatacion adecuados, necesarios tanto para recargar la
reserva de esperma como para homogeneizar la historia reproductiva reciente de los
machos, segun Bozynski & Liley (2003). Cada subgrupo comenzd su aclimatacion
con un dia de diferencia, aunque el periodo de aclimatacion y el tratamiento fueron
idénticos para ambos. Después de tres dias de aclimatacion y justo antes de iniciar el
tratamiento, se extrajo una muestra de esperma de cada individuo (P1). Una segunda
muestra fue recolectada al finalizar el tratamiento (P2), permitiendo la comparacion

posterior de los pardmetros de calidad espermaética.

La pista de ruido blanco se disefi6 en el programa Audacity (v. 3.4), de tal forma
gue emitiera varias frecuencias a la vez entre los 100-1000 Hz. Para monitorear que
el sonido se mantuviera en las frecuencias adecuadas, se usaron un hidréfono
(Aquarian Audio & Scientific, AS-1; con sensibilidad de -208 dBV re 1 pPa, respuesta
a frecuencias de 1 Hz-100 kHz) y un acelerometro (Briel & Kjeer, 4533-B-001;
sensibilidad 1 mV/ms-2, respuesta a frecuencias de 0.2-12800 Hz ) (Figura 6).

Nivel del agua a)
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Figura 6. Esquema de tanques y medicidn del sonido. a) La bocina se mantuvo flotando en el centro

del tanque reproduccion la pista de sonido, o en silencio segun el tratamiento. Las mediciones de

sonido, registradas con el hidréfono (b) y el movimiento de particulas, registrado con el acelerometro
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(c), se realizaron dentro de los contenedores de los machos para monitorear el estimulo al que eran

expuestos. En el centro del tanque se colocé un filtro de piso (d) para mantener el agua oxigenada.

El hidréfono se utilizé para grabar el sonido en una grabadora (Zoom H4n-
PRO) y posteriormente analizarlo en el programa Raven Pro (v. 1.6) mediante el
analisis y comparacion del espectrograma de los tratamientos (Anexo 1). Las lecturas

se realizaron al inicio del tratamiento en el dia 3 y al final de este en el dia 7.

El tratamiento tuvo una duracion de 4 dias; esta duracion estuvo condicionada
por el horario de apertura de las instalaciones de la facultad. Por este motivo, se
organizo la administracion del tratamiento en dos grupos distintos: el primer grupo
recibio el tratamiento de lunes a viernes, mientras que el segundo grupo fue tratado
de martes a sabado. Esta organizacion asegurd que todos los peces recibieran un
periodo de tratamiento continuo de cuatro dias, adaptdndose a las restricciones
operativas existentes, y dando tiempo suficiente para recargar la reserva de esperma
gracias al estimulo visual y olfativo de las hembras segun lo descrito por Bozynski &
Liley (2003).

Extraccion de la muestra

La extraccion de los paquetes espermaticos de guppy se realizd por presion
abdominal segun los métodos establecidos por Gasparini et al., (2010). Para esto, los
peces fueron anestesiados con una solucion de aceite de clavo (1.320 g/mL) diluida
con alcohol al 90% en una proporcion 1:10, la cual fue posteriormente diluida con
agua para obtener una concentracion final de aceite de 75 mg/L (Cunha et al., 2015).

Una vez anestesiados, los peces se colocaron sobre una caja Petri con 500 pL
de solucion salina (NaCl 0.9%) (Billard, 1978). Con un aumento de 4x bajo un
microscopio estereoscopico, se realizé un masaje en el abdomen, posteriormente se
estimulé al pez mediante el balanceo del gonopodio e inmediatamente se aplico una
gentil presion en direccion cefalocaudal cerca del gonopodio para expulsar los
paguetes espermaticos (Figura 7), los cuales fueron recuperados con una micropipeta

y colocados en 300 pL de solucion salina en un tubo eppendorf.
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Figura 7. Procedimiento para la extraccion de esperma en guppies. a) balanceo del gonopodio para
estimular la eyaculacion, b) aplicacion del masaje abdominal y expulsion de paquetes espermaticos, c)

paquetes espermaticos vistos a 10x. Fotografia tomada por Lopez-Flores, T. K.

Para romper los paquetes espermaticos y liberar los espermatozoides en la
solucion fue necesario realizar un reflujo lento con la micropipeta de 5 a 10 veces para

evitar dafar a las células.

Al finalizar el masaje abdominal, el pez fue retirado gentilmente de la caja Petri

y se depositd de regreso en su tanque individual.

Parametros calidad espermatica

Los parametros de calidad espermaética fueron analizados mediante

microscopia optica bajo las metodologias descritas a continuacion.
Conteo de paquetes espermaticos

Los paquetes espermaticos fueron contados bajo un microscopio estereoscopico en
la caja Petri justo después de la extraccion, al emplear un contador manual y un fondo

oscuro para generar un mejor contraste de los paquetes.
Movilidad

Para obtener la movilidad, se deposité una alicuota de 10 pL de espermatozoides
previamente liberados de los paquetes mediante reflujo; sobre un portaobjetos para
su posterior observaciéon en un microscopio Optico. Una vez enfocado el campo en
40x, se procedid a contar células moviles e inmoviles hasta obtener un total de 200

células. A partir de este total se obtuvo el porcentaje de células méviles e inmaviles.
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Viabilidad

La viabilidad se observé mezclando una alicuota de 20 pL de espermatozoides con 2
ML del colorante eosina-nigrosina, realizando un leve reflujo con la micropipeta para
homogenizar la muestra. Posteriormente, se deposité una alicuota de 10 pL sobre un
portaobjetos para su posterior observacion en un microscopio Optico. Una vez
enfocado el campo en 40x, se procedid a contar el nimero de células no tefiidas
(inviables) y tefiidas (viables) (Figura 8) hasta obtener un total de 200 células. A partir

de este total se obtuvo el porcentaje de células viables e inviables.

Figura 8. Espermatozoides tefiidos con eosina-nigrosina. Los espermatozoides viables (V) no
presentan coloracion, mientras que los espermatozoides inviables (1) se tifien en color rosa. Fotografia

tomada por Lopez-Flores, T. K.

Concentracion

La determinacibn de la concentracion de células se realiz6 utilizando un
hemocitémetro en el cual se depositdé una alicuota de 10 pL de espermatozoides sin
realizar diluciones. Posteriormente, se enfoco la cuadricula central (25 cuadros, cada
uno con divisiones de 4 x 4) y se procedi6 a contar las células dentro del primer cuadro
(esquina superior izquierda) para luego determinar el nimero de cuadros a contar de
los 25, segun sefala el manual de la OMS (Tabla 2) (WHO, 2021):
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Células en primer cuadro Cuadros por contar
<10 25
10 - 40 10
> 40 5

Tabla 2. Tabla para determinar el nimero de cuadros a contar en el hemocitémetro segun el
nimero de células, modificada del manual de la OMS para la evaluacién y procesamiento de semen
humano (WHO, 2021).

Para calcular el niumero de células contenidas en un mililitro se realizd la

siguiente formula:
No. De células por mL =N x FD x 10000

Donde
N= Numero de células contadas

FD= 25 / nUmero de cuadros contados en la cuadricula central

Para calcular el nimero de células totales obtenidas por eyaculado:

No. de células = N° de células por mL X v

Donde
v=Volumen de muestra recuperada

Tomando en cuenta que el volumen de muestra recuperada se midié en pL.

Ensayo cometa

El ensayo cometa, es un método simple, rapido, visual y sensible para detectar dafio
primario en el ADN a nivel de la célula individual causado por diferentes agentes
guimicos y fisicos (Pu et al., 2015; Rodriguez-Rey et al., 2016). Para la realizacion de
este proyecto, se prepararon las soluciones descritas en el Anexo 1y se hizo uso del

siguiente protocolo:
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Para realizar la primera capa de agarosa, se utilizaron portaobjetos nuevos que
fueron previamente hervidos con agua destilada durante una hora para garantizar que
se encontraran libres de grasa y otras impurezas. Posteriormente, se les coloc6 100
pL de agarosa caliente al 0.4% y se distribuyé6 de manera uniforme sobre el

portaobjetos con ayuda del borde de una pipeta de vidrio.

Los portaobjetos con agarosa fueron colocados en una charola y
posteriormente se ingresaron a un horno precalentado para dejarlos secar a 80° C

durante 15 minutos.

Para realizar la segunda capa se mezclé una alicuota de 100 pL de
espermatozoides en solucion salina con 100 pL de agarosa caliente al 1%. Una vez
homogenizada, se colocaron 150 uL sobre uno de los portaobjetos realizados en el
paso anterior e inmediatamente se le colocd un cubreobjetos de 20 x 40 mm sobre la
mezcla. Posteriormente, se metieron a refrigeracion (4°C), donde se mantuvieron por

10 minutos.

Una vez solidificada la segunda capa de agarosa, se retird el cubreobjetos de
la preparacion con ayuda de unas pinzas con punta fina. Debido a que esta capa

contiene las células, es sumamente importante verificar su integridad.

La placa se colocé en una caja Petri, donde cuidadosamente se le adicion6
buffer de lisis (2,5 M NaCl, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, DMSO al 10 %, Triton al 1 %,
pH 10) cubriendo por completo el gel y dejandolo reposar durante 30 minutos.

Al finalizar el tiempo de lisis, los portaobjetos se neutralizaron mediante tres
lavados con solucion Tris-HCI (0,4 M pH 7,5). Inmediatamente después de lavar las
muestras, los portaobjetos se colocaron en una camara de electroforesis con solucion
TAE (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13), donde se le aplicaron 50 V durante 10

minutos.

Al término de la electroforesis, los portaobjetos nhuevamente se colocaron en
cajas Petri limpias, donde se les agregaron de 4 a 5 gotas de solucién de anaranjado
de acridina, dejandolos reposar por 3 minutos y posteriormente se lavaron con

solucion TAE limpia a 4°C para eliminar el exceso de colorante.
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Finalmente, las preparaciones se almacenaron en un recipiente de vidrio con

gasas humedecidas de manera que cumpla con la funcion de camara hiumeda.

Observacion en microscopio de fluorescencia

Las muestras se observaron en microscopio de fluorescencia de la marca Velab
enfocando primero en campo claro y posteriormente se encendio la lampara de
mercurio y se aplico un filtro de 450-480 nm con la finalidad de excitar el fluorocromo

e iluminar las células en color verde.

Para cuantificar el porcentaje de cometas por muestra, se contaron un total de 200
células, y a partir de este se obtuvo el porcentaje de células normales y células con

fragmentacion de ADN que presentaban cometas.

Analisis estadistico

Se obtuvieron muestras de espermatozoides antes y después de aplicar el tratamiento
a los machos. Los datos se organizaron en una tabla de Excel 360. Se calcularon las
diferencias entre los parametros registrados de cada individuo en la Prueba 2 (p2) y
los resultados obtenidos en la Prueba 1 (pl1). Posteriormente, se utilizo el programa
R (v 4.3.1) (R Core Team, 2023), para aplicar un modelo de regresion lineal
generalizada (GLM) a cada parametro para evaluar los efectos del ruido sobre la
calidad espermatica en los diferentes tratamientos (Guevara-Fiore et al., 2010). Para
garantizar la validez de los analisis, se ajusté la distribucién de los datos utilizando un
método de ajuste de distribucion gaussiana para todas las variables de la calidad
espermatica (variable de respuesta) en funcién del tratamiento (variable explicativa).
La eleccién de esta distribucion fue verificada mediante una prueba de normalidad de

Shapiro-Wilk y una inspeccion visual a través de un histograma (Zar, 1996).

Para fortalecer los resultados, se calcularon los intervalos de confianza del 95% (IC)
para las diferencias individuales de cada parametro (Nakagawa & Cuthill, 2007).
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Resultados

Numero de paquetes espermaticos
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Figura 9. Boxplot de diferencias de la p2 menos la p1 del parametro de niumero de paquetes
espermaticos. No se observan diferencias significativas entre los peces expuestos a ruido (n=24) y
los peces control (n=20).

Se determin6é que no existen diferencias significativas entre el numero de
paquetes extraidos de los machos control y los expuestos al tratamiento (GLM, t=-
0.618, P = 0.53970).
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Figura 10. Boxplot de diferencias de la p2 menos la p1 del porcentaje de movilidad de los
espermatozoides. No se observan diferencias significativas entres los peces expuestos a ruido
(n=24) y los peces control (n=20).

En relacion con la movilidad de los espermatozoides, los analisis no revelaron
diferencias significativas entre las muestras de los individuos expuestos a ambos

tratamientos (GLM, t = 0397, P = 0.693).

Viabilidad
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Figura 11. Boxplot de diferencias de la p2 y p1 del porcentaje de viabilidad esperméatica. No se
observan diferencias significativas entres los peces expuestos a ruido (n=24) y los peces control
(n=20).
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En relacion con la viabilidad de los espermatozoides, el modelo lineal
generalizado (GLM) no revel6 diferencias significativas entre las células obtenidas de

los peces expuestos a ruido y los peces control (t = 1.173, P = 0.2474).

Concentracion espermatica
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Figura 12. Boxplot de diferencias de la p2 menos la p1 del parametro de la concentracion espermatica,
no se observan diferencias significativas entre los peces expuestos a ruido (n=24) y los peces control
(n=20).

Mediante el analisis estadistico se determind que no hay diferencias
significativas en la concentracion de células por eyaculado entre los machos

expuestos a diferentes tratamientos (GLM, t = 0.001, P = 0.9995).

Parametro Estimado Limite inferior  Limite superior P-valor
Numero de paquetes  -25.27 -105.3585 54.82435 0.53970
Movilidad 0.03101 -0.1221249 0.18415392 0.693
Vitalidad 0.06677 -0.04478504 0.178325417 0.2474
Concentracion 0.5166 -1493.052 1494.0849 0.9995
espermatica

Tabla 3. Resumen de resultados mostrando los intervalos de confianza de los parametros de calidad
espermatica contrastando los tratamientos ruido-control con un intervalo de confianza del 95%.
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Ensayo cometa

En el ensayo cometa para la determinacion de la fragmentacion de ADN se
analizaron fotografias de 5 campos diferentes de cada muestra. Sin embargo, al no
presentarse cometas en ninguno de los dos grupos, no se realizaron pruebas

estadisticas.

CONTROL b)

Figura 13. Ensayo cometa. Las muestras observadas en el grupo control antes del tratamiento (a) y
después de este (b) no muestran células en cometa. En las células observadas del tratamiento con
ruido antes (c) y después de este (d) tampoco se observan células en cometa. Fotografias tomadas
por Lépez-Flores, T. K.
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Discusion
El aumento del ruido en diferentes ecosistemas ha sido un tema de preocupacion
creciente en las ultimas décadas (Kaiser & Hammers, 2009) y los ambientes acuaticos
no son la excepcion (Cox et al., 2018; Frisk, 2012). Este fendbmeno tiene efectos

diversos sobre el comportamiento y la fisiologia de los organismos, incluidos los peces
(Popper et al., 2003).

Sin embargo, los estudios de los efectos del ruido sobre la reproduccién a un
nivel fisiolégico en los organismos acuaticos son limitados. Por lo que, en el presente
estudio, investigamos los efectos del ruido sobre la calidad espermética de los peces
guppy expuestos a ruido blanco intermitente a la par que se analizaron los efectos de

este mismo tratamiento sobre el cortejo de estos peces (Zavala-Rodriguez, 2024).

El tratamiento de ruido (4 dias) podria parecer corto al compararse con
estudios realizados sobre la calidad espermatica en otros organismos como ratas
(Rattus norvegicus) (30 - 60 dias) (Khavanin et al., 2018; Pramanik & Biswas, 2012;
Tanyeri & Ylce, 2019), ratones (Mus musculus) (10 dias) (Vosoughi et al., 2012) y
ranas arboreas (Litoria caerulea) (7 dias) (Kaiser et al., 2015). Sin embargo, se ha
demostrado que mediante un proceso denominado “Sperm priming” los guppies
tienen la capacidad de aumentar la cantidad de esperma disponible para la copula
acelerando las ultimas etapas de maduracion de los espermatozoides (Bozynski &
Liley, 2003). Este proceso ha sido aplicado en investigaciones relacionada con la
calidad espermatica de los guppies con un tiempo que va de 3 (Gasparini et al., 2009)
a 7 dias (Bozynski & Liley, 2003), siempre y cuando exista un estimulo visual y olfativo
el cual se da por la presencia de hembras. Se plantea que mientras se presenten
estos estimulos, es posible presentar ajustes en las caracteristicas del esperma como

respuesta a factores externos (Gasparini et al., 2009; Magris et al., 2020).

Contrario a nuestras expectativas, no se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos de ruido y control en cuanto a los pardmetros de calidad
espermatica, incluyendo el nimero de paquetes espermaticos, movilidad, vitalidad,
numero de células y fragmentacion de ADN. Estos resultados contrastan con los
obtenidos por otros estudios donde se investigo el efecto del ruido sobre la calidad
espermatica (Ghanbari et al., 2013; Jalali et al., 2012; Kaiser & Hammers, 2009;
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Khavanin et al., 2018; Vosoughi et al., 2011); sin embargo, cabe destacar que ninguno
de estos se llevo a cabo sobre organismos acuaticos, especificamente en peces, lo

gue sugiere la necesidad de explorar las posibles causas de estas estos resultados.

En el presente estudio, se decidio utilizar ruido intermitente en distintas
longitudes, similar a los presentados en la naturaleza, pues se ha reportado que el
ruido de bajas frecuencias tiende a afectar a los peces (Sebastianutto et al., 2016),
mientras que la exposicion constante a tonos puros puede dafiar las células auditivas
y provocar pérdidas en la audicion (Popper et al., 2003). Sin embargo, al no existir
audiogramas especificos de guppies se eligio la frecuencia de la pista de sonido con
base en literatura de otra especie de pez perteneciente a la familia de los poecilidos
(Poecilia mexicana, 100 — 1500 Hz) (Schulz-Mirbach et al., 2010).

Aunque en nuestro objetivo no era investigar los mecanismos fisiolégicos y
moleculares subyacentes al estrés producido, investigaciones previas han destacado
la estrecha relacién entre el ruido y efectos adversos en el tejido de las génadas y la
calidad de los gametos (Leatherland et al., 2010; Rivier & Rivest, 1991). En cuanto al
estrés ocasionado por la exposicién a ruido, existen estudios que muestran una
relacion entre el estrés, medido con el aumento de glucocorticoides en la sangre, y la
calidad espermética (Chamkori et al., 2016; Ghanbari et al., 2013; Kaiser et al., 2015).
En peces se sabe que el estrés produce un aumento en la liberacién de cortisol
(Leatherland et al., 2010; Wootton & Smith, 2014), lo que disminuye el crecimiento y
la maduracion gonadal (Fuzzen et al., 2011; Leatherland et al., 2010).

La ausencia de resultados significativos en nuestro estudio podria explicarse
por la posibilidad de que, aunque los peces pudieron haber experimentado estrés, no
manifestaron efectos fisioldgicos observables. Smith et al. (2004) han demostrado que
el ruido esta relacionado con el aumento de cortisol en plasma de peces dorados
(Carassius auratus), pero no siempre produce efectos visibles de estrés fisiolégico a
corto plazo, cabe destacar que a diferencia del pez guppy, los peces dorados son
conocidos por su sensibilidad auditiva (Fay & Popper, 1974). Otro ejemplo de este
mismo resultado es el reportado por Obomsawin et al. (2021) donde si bien se
encontré un aumento en el cortisol en plumas de polluelos de golondrina expuestos a
ruido blanco (Tachycineta bicolor), no encontraron efectos fisioldgicos relacionados al

estrés.
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Las situaciones estresantes provocan un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lushchak, 2016). El aumento en la produccién
de ROS esta implicado en cambios en la calidad espermatica de los peces, incluyendo
la fragmentacion del ADN, y disminucion en la motilidad y viabilidad espermética, asi
como alteraciones en la morfologia celular (Cabrita et al., 2011; Tanyeri & Yiice,
2019). Sin embargo, en los peces guppies, el ruido blanco, al menos en las
condiciones otorgadas en el presente experimento, parece no generar estrés

suficiente para causar alteraciones en la calidad espermética.

Una posible explicacion para los resultados obtenidos podria relacionarse con
la capacidad de los peces para adaptarse a estimulos estresantes. Estudios previos
han sugerido una relacién de adecuacion entre los niveles de corticosterona y la
interaccion con humanos y contaminantes (Schoech et al., 2009). Ademas, la
exposicion a ruidos que pueden dafiar a los peces no solo ocurre en ambientes
afectados por actividades humanas sino también en acuarios e instalaciones de
acuicultura donde las bombas de aeracién y burbujas producen ruido significativo de
manera continua y de baja frecuencia (Bart et al., 2001; Smith et al., 2004). Por lo
gue, a pesar de que los peces provienen de condiciones naturales, existe la
posibilidad de que se hayan adecuado al ruido blanco producido por las bombas de

oxigenacion, debido a su exposicion continua durante su estancia en el laboratorio.

Aunque no se observaron efectos sobre la calidad espermatica, la
investigacion paralela sobre los efectos en el comportamiento sexual de los mismos
individuos revel6 un aumento significativo en el esfuerzo reproductivo, y la frecuencia
de cépulas forzadas (Zavala-Rodriguez, 2024). Si bien este no es un efecto negativo,
demuestra que la exposicion a ruido blanco tiene un efecto sobre el comportamiento

sexual de los guppies.

En resumen, nuestros resultados, aunque inesperados, proporcionan una
contribucion a la literatura sobre los efectos del ruido en la reproduccién de los
organismos acuaticos, especificamente en la calidad espermética de los peces. Sin
embargo, se necesitan estudios adicionales para comprender completamente los
mecanismos subyacentes y las implicaciones practicas de estos hallazgos, integrando
pruebas bioguimicas para saber la implicacion de las hormonas y dar un mayor

sustento a los resultados obtenidos.
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Conclusiones

Se demostré en condiciones de laboratorio que la exposicion de los guppies Poecilia
reticulata a un factor acustico estresante, el ruido blanco intermitente, afecta los

parametros de la calidad espermética de la siguiente manera:

e Los guppies machos tienden a disminuir el nimero de paquetes espermaticos
en presencia de ruido blanco, sin embargo, esta disminuciébn no es
estadisticamente significativa.

e La exposicion a ruido blanco no tiene efectos sobre la movilidad de los
espermatozoides de guppy.

e La exposicion a ruido blanco no tiene efectos sobre la viabilidad de los
espermatozoides.

e La exposicion intermitente a ruido blanco tiende a disminuir la cantidad de
espermatozoides por eyaculado, sin embargo, esta disminucion no es
estadisticamente significativa.

e La exposicion intermitente a ruido blanco no tiene efectos sobre la integridad
del ADN en los espermatozoides.

e La calidad espermatica de los individuos antes y después de la exposicion a
ruido no presenta diferencias significativas.

e La calidad espermatica entre los individuos expuestos a ruido y los individuos

del grupo control no presenta diferencias significativas.

Por lo que concluimos que el ruido no tuvo efectos en los parametros de calidad

espermatica analizados en este tipo de pez expuesto al tratamiento durante 4 dias.
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Anexo 1

Graficas de sonido
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Figura 14. Espectrograma control (a) vs ruido (b), se observa una mayor amplitud, asi
como una mayor frecuencia en la gréafica correspondiente a ruido. Grafica modificada de
Zavala-Rodriguez (2024).
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Figura 15. Comparacion entre la aceleracion de particulas en los tanques control vs
tanques donde se aplico ruido. Grafica modificada de Zavala-Rodriguez (2024)
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Soluciones ensayo cometa
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Agarosa
0.4% 01g
1% 100

Buffer de lisis 1 L pH 10

NaCl 2.5 M 146.1 g
EDTA 100 mM 38.02 g
Tris HCL 10 mM 1576
DMSO 10% 100 mL
DTT 10 mM 1542 mg
Tritdn 1% 19 mL
Tris0.4M 1L pH 7.5
| Tris HCL 0.4 M | 75.04
Solucion TAE 10X 1L
Tris 40 Mm 48.4 g
Acido acético 200 mM 11.42 mL
Na2EDTA2H20 2 mM 7.44 g
dH20 1L

Nota: A partir de la solucién TAE 10 X, realizé una disolucion 1:10 con la finalidad de
obtener TAE 1X (60 mL de TAE 10X aforados con 540 mL de agua destilada).

Colorante 10 mL

| Anaranjado de acridina

| 1 mg/mL

Nota: Partiendo de esta solucion, se realiz6é una dilucién 1:50 de agua destilada para
obtener un volumen de 5 mL (0.1 mL de solucion de trabajo de anaranjado de

acridina en 4.90 mL de agua destilada).



48

Anexo 3

Constancias de participacion en congresos y divulgacion.
Café cientifico de la semana de la Biologia 2024, BUAP

La Benemérita Universidad Auténoma de Puebla

A través del Circulo Infantil
otorga el presente

RECONOCIMIENTO

A: Tanya Karen Lépez Flores

Por su participacion en el evento: “Semana de la Ciencia en el Cl 2023”
impartiendo el “Taller de Peces Viviparos”
en el que participaron entusiastas todos los alumnos y alumnas de las
secciones lactante, maternal y preescolar.
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¢ Elruido afecta la calidad espermatica?

Efecto de los estresantes acusticos sobre la calidad espermatica en guppies
(Poecilia reticulata)

Tanya Karen Lopez Flores, Rosalina Maria de Lourdes Reyes Luna, Palestina Guevara Fiore
Laboratorio de Ecologia Evolutiva, Facultad de Ciencias Bioldgicas

El constante crecimiento de la urbanizacion trae consigo la introduccion de
contaminantes, dentro de los menos estudiados se encuentra el ruido, que
genera estrés en animales con posibles efectos en la reproduccion.

¢La exposicién intermitente a ruido blanco afecta la calidad espermatica en peces guppy?

Material y métodos Resultados

N=44

iSe observé una tendencia a la disminucién en
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No se encontraron dafos en el

ADN de los espermatozoides.

Pruebas estadisticas:

=~ Modelo lineal generalizado mixto

Conclusion: Si bien los resultados no fueron significativos, este experimento proporciona datos
importantes sobre como el ruido puede afectar la calidad espermatica en guppies que pueden ser
explorados en futuras investigaciones.

Agradecimientos especiales a Ximena Zavala, Zaira Zambrano y Analy
Meléndez, asi como a los integrantes del Laboratorio Ecologia Evolutiva y el
> Laboratorio de Biologia de la Reproduccion de la BUAP.
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La Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla

Através de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
otorga la presente

CONSTANCIA

A: Tanya Karen Lopez Flores

Por su participacién en el Café Cientifico presentando el Proyecto:
" ;Elruido afecta la calidad espermatica?: Efecto de los estresantes actisticos sobre la
calidad espermatica en guppies (Poecilia reticulata)"
en el Marco de la Celebracién de la Semana de la Biologia 2024 el dia 25 de enero del 2024,
de 15:30 a 16:30 hrs, de manera présencial.

J

I

Dr. Salvador Galicia Isasmendi.
Director de la Facultad de Ciencias Bigtdgicas

Facultad de Ciencias Biologicas

« H fvi ior”
BUAP Pensar bien, para vivir mejor’

H. Puebla de Z., a 25 de enero del 2024

Simposio “Ecologia y conducta en ambientes antropizados”

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA

SECRETARIA DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y POSGRADO
CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA.

OTORGA LA PRESENTE
CONSTANCIA A:

Tanya Karen Léopez Flores

POR SU ASISTENCIA
AL 4to. SIMPOSIO "ECOLOGIA Y CONDUCTA EN AMBIENTES ANTROPIZADOS"

ORGANIZADO POR EL CUERPO ACADEMICO DE
"ECOLOGIA Y CONDUCTA ANIMAL EN AMBIENTES NATURALES Y ANTROPIZADOS"

“POR LA CULTURA A LA JUSTICIA SOCIAL"
TLAXCALA, TLAX., a 03 DE MAYO DE 2023

18 R =g o

Dra. Maria de Lourdes Arteaga Castafieda
Coordinadora General del
Centro Tlaxcala de Biologia de la Condutca

Dra. Maria Luisa Rodriguez Martinez
Lider del Cuerpo Académico
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ZComo afecta la contaminacion acistica al comportamiento sexual y a la

Tanya Karen Lopez Flores',

Ximena Zavala Rodriguez’,
Rosalina Reyes Luna®,

Alejandro Rios Chelén?,
Felipe Pacheco Vazquez*,

Palestina Guevara-Fiore’
1 Laboratorio de Ecologia Evolutiva, Facultad de Ciencias Bioldgicas, BUAP; 2 Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATX;
?-gpapt’

* Facultad de Ciencias Biologicas, BUAP;  *Instituto de Fisica, BUAP
&

=

El ruido antropogénico es uno de los contaminantes menos estudiados
que actda como estresor para los organismos, causando alteraciones
a nivel conductual y fisiolégico.

TRATAMIENTOS (n=20 c¢/u):

RASGOS A EVALUAR:
FrecueQ Se medirdn antes y después del
’ 1) CONTROL 1500-4000 Hz /| fuera del | ' tratamiento (30 dias)
[ umbralde | ‘
| audicién del / + Comportamiento sexual:

ouppy

1) Latencia Ter comportamiento
2) Cortejo
— 3) Intentos de copula forzada
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— L e
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[ & S\EETE) ‘ 2) Vitalidad ‘
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‘ 2) RUIDO 100-500 Hz | audible para /

3) Concentracidn & -_/
4) Fragmentacion de ADN :
el guppy

Predecimos que los machos que serdn sometidos al tratamiento de ruido mostrardn una disminucion
tanto en el esfuerzo de apareamiento como en la selectividad de pareja, asi como una disminucion
en los parémetros de calidad espermatica.
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