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RESUMEN

Una adecuada relacién temporal entre las variables fisioldgicas, los repertorios conductuales
y el entorno, es clave para la supervivencia de los organismos. Los ritmos circadianos permiten
anticipar y organizar temporalmente las distintas actividades influyendo en el establecimiento de
habitos nocturnos o diurnos. En este trabajo se propuso evaluar el ritmo circadiano del pez anual
Austrolebias reicherti en aislamiento y en contexto social. Mediante la utilizacidn de camaras de
videoregistro continuo, durante 6 dias monitoreamos la actividad locomotora de 10 animales (5
machos y 5 hembras) mantenidos en acuarios individuales, y 10 animales (5 machos y 5 hembras)
mantenidos en pareja, bajo condiciones de fotoperiodo variable y temperatura constante. Cada
acuario fue dividido transversalmente mediante marcas externas y la actividad locomotora se
contabilizd como el nimero de veces que los peces cruzaron las divisiones durante intervalos de 10
minutos separados por una hora. El procesamiento de datos fue realizado mediante métodos de
analisis de series temporales. Utilizando un software especializado obtuvimos actogramas vy
realizamos analisis de cosinor para la caracterizacion de la fase de actividad. Para ambos sexos, el
mayor porcentaje de actividad locomotora ocurrié durante la fase diurna, con una acrofase
promedio de la poblacidn cercana al ocaso. Se evidencié un efecto significativo de la interaccion
social sobre el patrén de actividad, causando una disminucién de la actividad locomotora total, asi
como también una sincronizacion entre los individuos. Por otra parte, todos los eventos
reproductivos ocurrieron durante la fase de luz. Este trabajo constituye la primer aproximacion al
estudio del ritmo circadiano en peces anuales Neotropicales. Las particularidades del habitat y ciclo
de vida de los peces anuales hacen que sean un modelo promisorio y novedoso para contribuir a la

comprension general del funcionamiento del reloj bioldgico.



INTRODUCCION

El estudio de los ritmos bioldgicos ha permitido evidenciar la importancia de una correcta
sincronizacién de los ritmos internos de los organismos con el ambiente. En sincronia con variables
ambientales naturales, los sistemas biolégicos mantienen una actividad ritmica constante (Aschoff,
1978; Lucas-Sanchez et al., 2011). Las variables ambientales que actian como sincronizadores (o
zeitgebers) se clasifican en abidticas o bidticas, en funcién de si estan relacionadas con parametros
fisico-quimicos o biolégicos, respectivamente. Sincronizadores abidticos son por ejemplo, la luz y la
temperatura, mientras que el alimento y las interacciones sociales actlian como sincronizadores
bidticos (Mistlberger, 1993; Singh et al., 2016). De todos estos, la luz se plantea como el principal
sincronizador en la mayoria de las especies estudiadas (Aschoff et al., 1982; Helfrich-Forster y
Engelmann, 2002). Los ritmos bioldgicos se han clasificado de acuerdo a su periodicidad en
ultradiana (menor a 24h), circadiana (cercano a 24h), e infradiana (mayor a 24h). Estos ritmos se
encuentran en varios niveles de organizacion y complejidad, lo que sugiere una ventaja adaptativa
(Palmer, 2002; Sharma, 2003). Un organismo que posee una correcta temporizacion de sus procesos
bioldgicos incrementa su fitness de dos maneras: (i) mediante la coordinacién de sus procesos
metabdlicos internos (valor adaptativo intrinseco); (ii) mediante la sincronizacidon de sus procesos
fisiolégicos y de su comportamiento con factores ambientales ciclicos (valor adaptativo extrinseco)
(Sharma, 2003). La temporizacién apropiada de los ritmos bioldgicos mejora la capacidad innata de
los organismos para sobrevivir en entornos cambiantes, al permitirles anticipar de manera eficiente
los eventos periddicos (Paranjpe y Kumar, 2005). Estas ventajas pueden traducirse en términos de
menor riesgo de depredacion, reduccion de la competencia, aumento en el éxito reproductivo y

proteccién frente a condiciones ambientales adversas (Sharma, 1997; Dardente y Cermakian, 2007).

El sistema circadiano difiere entre las especies en su organizacion circuital, celular y
molecular. Sin embargo, su estructura general es muy similar y consiste en: i) sensores que recibeny
procesan la informacién de los zeitgebers ; ii) un marcapasos central, que se encarga de producir el
ritmo enddgeno y acompasar la estructura temporal del organismo al ritmo de las entradas, de su
integracién en informacién apropiada y de la transmisidon de esta informacién al organismo; iii)
salidas, que transmiten las sefales temporales desde el marcapaso central a cada célula del
organismo (Sharma, 2003). Ademds del marcapasos central, en los mamiferos hay osciladores
adicionales en el cerebro y otros érganos como el rifién, el higado, el intestino o el tejido adiposo,
cuya funcion es mantener el reloj central (Golombek y Rosenstein, 2010; Terzibasi, 2017). En estos
animales, la sefal luminica es detectada exclusivamente por la retina, en gran parte por células

ganglionares retinales. Sin embargo, esta caracteristica no es conservada en el resto de los grupos



vertebrados (aves, reptiles, anfibios y peces) donde la fotorrecepcién no es exclusiva de la retina.
Células especializadas para la fotorrecepcidn se encuentran en muchos otros sitios, que incluyen el
complejo pineal, el diencéfalo ventral, regiones del hipotdlamo e incluso los melanéforos dérmicos
(Sassone-Corsi et al., 2000). En peces teledsteos, el sistema circadiano estd organizado como una red
de unidades de oscilacion sensibles a la luz, independientes e interconectados (Falcon, 2010). La
caracterizacién del sistema circadiano en este grupo se dificulta por la variabilidad propia de este

grupo, pero al igual que en mamiferos la hormona melatonina es el principal mensajero hormonal.

Uno de los ritmos circadianos mas estudiados es la actividad locomotora, la cual se ha
utilizado ampliamente para analizar la organizacién fisiolégica de los sistemas circadianos de
mamiferos, aves, reptiles y peces (Hurd et al.,, 1998). Los peces muestran patrones diarios de
actividad locomotora que pueden clasificarse en diurnos, nocturnos o crepusculares, segun la fase
del fotoperiodo en que se expresan preferentemente (Herrero et al, 2003; Schulz y Leuchtenberger,
2006). Sin embargo, la determinacion del patrén diario de esta actividad no es sencilla, ya que
diferentes individuos de la misma especie pueden mostrar distintos patrones, e incluso un mismo
individuo puede variar el patrén a lo largo del tiempo (Helfman, 1993). Por otro lado, las
interacciones sociales, tanto intra como interespecificas, pueden influir sobre los patrones diarios de
actividad (Davidson y Menaker, 2003; Favreau et al, 2009). La supervivencia depende de encontrar
nichos espaciales y temporales favorables, y la presencia de otros individuos puede afectar el nicho
mediante la cooperacion, la competencia o la depredacidn, entre otras interacciones (Larson, 2004).
Por ejemplo, en especies que se organizan jerdrquicamente ocurre un desplazamiento de la
actividad de los individuos menos competitivos hacia horarios de alimentacidon desfavorables
(Kavaliers, 1980), y una disminucién de su actividad locomotora (Favreau et al, 2009). Experiencias
en teledsteos han puesto en evidencia que el agrupamiento modifica el habito nocturno o diurno de
los individuos (Kavaliers, 1980). A su vez, efectos de las claves sociales sobre el patrén de actividad
también se han descrito en contexto reproductivo, considerando, que la reproducciéon es un
momento esencial en el ciclo de vida de un animal. Este periodo conlleva cambios hormonales que
afectan el sistema circadiano y pueden generar a su vez una mayor sensibilidad de los organismos a
las sefales sociales (Lumineau et al., 1998; Campos-Mendoza et al., 2003), determinando el éxito de
apareamiento mediante la sincronizacion fisiolégica y comportamental entre los individuos (Rad et

al., 2006).

Peces Anuales

Los peces anuales son un grupo fascinante debido a sus adaptaciones particulares de
desarrollo, ecoldgicas, fisiolégicas y evolutivas al ciclo de vida mas corto entre los vertebrados. Se

encuentran en la regién africana y Neotropical (Loureiro y de Sa, 2016a). El peculiar ciclo de vida se



inicia con la deposicién de huevos con resistencia a la desecacion en el fondo de los charcos
temporales que habitan (Figura 1). Los embriones poseen la capacidad de resistir a eventos de
desecacion, al atravesar hasta tres periodos de diapausa (Berois et al., 2014), lo que les permiten
retrasar el tiempo de desarrollo hasta el momento en que las condiciones ambientales son
nuevamente propicias para la eclosion. Una vez adultos, los peces constantemente se reproducen
hasta su muerte, la cual ocurre poco antes de que los charcos se sequen, posiblemente debido al
aumento de la temperatura al final de la primavera y la disminucién de la concentracién de oxigeno

en estos cuerpos de agua (Simpson, 1979).

Figura 1. Ambiente temporal tipico de los peces anuales durante el periodo de desecacion (izquierda)

y la estacién lluviosa (derecha).

El estudio pionero sobre patrones de actividad circadiana en peces anuales se remonta al
elaborado por Hass (1976) en el pez africano Nothobranchius guentheri, donde se observé un pico
maximo a mediodia, tanto para la actividad locomotora como reproductiva. Recientemente se ha
incorporado al género Nothobranchius como modelo de investigacion en el efecto degenerativo del
envejecimiento sobre la ritmicidad (Terzibasi et al., 2008; Di Cicco et al., 2011). En este marco,
estudios en N. korthausae y N. rachovii también constataron mayor actividad durante la fase

luminica (Lucas-Sanchez et al., 2011; 2013; 2014).

En la regidn Neotropical, Austrolebias es el género que presenta mayor diversidad, con 42
especies actualmente reconocidas, y ampliamente distribuidas en las cuencas La Plata-Parana vy
Patos-Merin (Costa, 2006; Loureiro et al., 2016b). Tanto en la regién como en nuestro pais, existe
una larga trayectoria de investigacion profundizada desde distintos aspectos, que van desde la
biologia del desarrollo y la fisiologia, hasta aspectos ecolégicos, evolutivos y comportamentales. Al
igual que su equivalente africano, el género Austrolebias ha sido y es considerado como un modelo
propicio para desarrollar estudios sobre estrategia sexual, gametogénesis, fertilizacidon y desarrollo
temprano, especialmente a nivel celular y molecular (Loureiro y de Sa, 1996; Arezo et al., 2007;
Berois et al., 2007). El hecho de habitar exclusivamente humedales efimeros con una intensa

variacion temporal en diversos ejes ambientales (Williams 2006), un area restringida de distribucion



y una reducida posibilidad de migrar libremente (Loureiro, 2016b), brinda un contexto propicio para
el estudio de los procesos evolutivos y ecoldgicos dependientes del espacio y que dan forma a la
biodiversidad (Costa, 2006; Costa, 2009; Garcia et al., 2009a). Por otra parte, se han desarrollado
numerosos trabajos sobre el comportamiento del género en un amplio espectro; que va desde el
comportamiento reproductivo (Garcia et al., 2008), seleccion sexual (Passos et al., 2013a; Passos et
al., 2014), agresion (Reyes et al., 2017a), comunicacidn quimica (Passos et al., 2013b, Reyes et al
2017b), y relacién entre el comportamiento reproductivo y el estrés (Passos et al., 2017). Sin
embargo, aunque se evidencia una larga trayectoria de investigacidon, acompanada de un creciente y
amplio espectro de enfoques, hasta la fecha no existen estudios cronobioldgicos sobre peces anuales

del continente americano.

Dentro del género Austrolebias, una de las especies actualmente mas utilizada en estudios
comportamentales en nuestro pais es A. reicherti. Es una especie endémica de Uruguay, que se
encuentra en el sector suroeste de la cuenca de la Laguna Merin (Fig. 2a). Al igual que el resto de las
especies del género, presenta un marcado dimorfismo sexual tanto morfolédgico como
comportamental: los machos son de mayor tamafio, presentan la regidn opercular y las aletas
impares intensamente pigmentadas, y poseen un disefio de bandas verticales oscuras sobre un
fondo claro en el flanco, cortejan activamente y son intrasexualmente agresivos; mientras que las
hembras son mas pequenas, de color marrén claro y relativamente cripticas y no expresan
agresividad (Loureiro y Garcia 2008)(Figura 2b,c). Presentan fecundacién externa y el
comportamiento reproductivo consiste en el despliegue de conductas de atraccidn y respuesta por
parte del macho y la hembra, y culmina con el enterramiento total o parcial de la pareja con el fin de
depositar los huevos dentro del sustrato (Vaz-Ferreira et al., 1964; Belote y Costa, 2002; Garcia et

al., 2008).
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Figura 2. a) Sitio de distribucidn de A. reicherti. b) Ejemplar hembra A. reicherti, c) Ejemplar macho A.
reicherti.



HIPOTESIS

La pigmentacion del cuerpo y los vistosos despliegues comportamentales (Belote y Costa,
2002; Garcia et al., 2008), junto a los antecedentes en Nothobranchius (Hass, 1997; Lucas-Sanchez
et al., 2011; 2013; 2014), fundamentan una primer hipdtesis de que A. reicherti es una especie con
preferencia de actividad locomotora y reproductiva en las horas de luz. Ademas, considerando que
son peces que viven en charcos con alta densidad de individuos se plantea como segunda hipdtesis
gue los patrones de actividad son afectados por la interaccion social, fortaleciendo la sincronizacién

grupal de la actividad diaria.
OBIJETIVO

El objetivo general de este esta tesina fue evaluar la variacién diaria de actividad locomotora
y reproductiva en el pez anual A. reicherti. De este objetivo general se desprenden los siguientes

objetivos especificos:

1. Evaluar la variacion diaria de la actividad locomotora, bajo condiciones de temperatura

constante y fotoperiodo variable, en aislamiento.

2. Evaluar la variacion diaria de la actividad locomotora, bajo condiciones de temperatura

constante y fotoperiodo variable, en contexto social.

3. Evaluar la variacién diaria de la actividad reproductiva, bajo condiciones de temperatura

constante y fotoperiodo variable.

Con el fin de lograr los objetivos antes mencionados, el trabajo de esta tesina se organizé en
dos partes: 1) ritmo de actividad locomotora en aislamiento; 2) ritmo de actividad locomotora y
reproductiva en contexto social.

METODOLOGIA

Colecta y mantenimiento



Se utilizaron individuos adultos machos y hembras de A. reicherti colectados en charcos
temporales en la localidad de Vergara (32°58'56.89"S, 53°52'13.02"0, Dpto. de Treinta y Tres,
Uruguay) en octubre de 2015 y agosto de 2016, para evaluar el ritmo de actividad en aislamiento y
en contexto social, respectivamente (Figura 3). Los animales fueron mantenidos en el acuario de
Facultad de Ciencias de acuerdo a un protocolo estandarizado de cria y mantenimiento de peces
anuales (Papa et al., 2016), durante un periodo de 15 dias, a temperatura constante (19 2C) y
fotoperiodo natural. Los machos fueron alojados en acuarios individuales (20 x 9 x 15 cm, largo x
ancho x altura) con visibilidad interrumpida entre los mismos para disminuir estrés y evitar el
establecimiento de jerarquias, mientras que las hembras se mantuvieron en acuarios comunales (40
x 13 x 15 cm) en grupos de hasta 5 individuos. Cada acuario fue provisto de oxigeno colocando un
tubo plastico conectado a una bomba de aire. El agua se cambidé cada 3 dias en un tercio de su
volumen, y los individuos fueron alimentados ad libitum con Tubifex sp. El alimento fue suministrado
en horarios aleatorios con el fin de evitar habituacién y su influencia en la sincronizacion temporal

de la actividad (Blanco, 2009; Sanchez et al., 2009).

Figgura 3. a) Charco temporal lleno. b) Momento de pesca con calderin (izquierda), ejemplar macho de A.

reicherti (derecha).

Diseiio experimental

Los experimentos fueron realizados en la Seccion Etologia de la Facultad de Ciencias, que

cuenta con una estacion experimental aislada para la realizacidn de observaciones y experiencias de



comportamiento, con control de temperatura y ciclo de luz-oscuridad. Para el registro de la actividad
se utilizaron cdmaras de registro continuo (Protecta, modelo PTC-CI20B-65) con luz infrarroja para
visién nocturna, conectadas a una videograbadora digital. Estas fueron dispuestas en una estructura
gue permitié filmar los acuarios desde arriba. Los acuarios experimentales (45 x 15 x 15 cm) fueron
divididos transversalmente en tres zonas iguales mediante marcas externas y colocados sobre un
fondo blanco (Figura 4). La visibilidad entre los mismos fue interrumpida mediante laminas opacas.
Previo a las experiencias los individuos fueron aclimatados durante 5 dias a las condiciones
experimentales de temperatura y fotoperiodo. Durante la aclimatacidon asi como durante la fase
experimental el alimento fue suministrado cada cinco dias en horarios aleatorios. Al finalizar las
experiencias los individuos fueron devueltos al acuario de mantenimiento, para constituir parte del

stock de cria.
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Figura 4. (Abajo) Acuario experimental para registro de actividad. Divisiones transversales mediante marcas
externas (lineas punteadas) dividen el acuario en tres zonas iguales, con un recipiente en la zona central donde
se colocd el sustrato para la oviposicidén y registrd la actividad reproductiva. (Arriba) Camara de registro

continuo con vista desde arriba.

Actividad locomotora en aislamiento

Para evaluar la actividad locomotora en aislamiento, se utilizaron tanto hembras (n=5) como
machos (n=5), colocados individualmente en acuarios, sometidos a condiciones de temperatura

constante (19°C) y un fotoperiodo de 13:11 (L:O) por un periodo de 6 dias.



Actividad locomotora en contexto social y reproductiva

Para evaluar la actividad locomotora en contexto social, se utilizaron diadas (n=5)
compuestas por un macho y una hembra. Cada diada fue colocada en un acuario, sometido a
condiciones de temperatura constante (19°C) y un fotoperiodo de 12:12 (L:0) por un periodo de 6

dias.

Para evaluar la actividad reproductiva, en cada acuario experimental se colocé un recipiente
circular (12 x 3 cm, didmetro x altura) en el sector central conteniendo bolitas de borosilicato
(Thomas scientific beads 0,5mm), esterilizadas con agua hirviendo e hipoclorito de sodio al 2%
(Podrabsky, 1999), como sustrato adecuado para la oviposicion. Se dispuso de sustrato suficiente

para permitir un despliegue de comportamiento natural (no menos de 2cm de profundidad).
Andlisis de datos

A partir de las videograbaciones se cuantifico la actividad locomotora a lo largo de los dias,
calculada como la cantidad de veces que los individuos atravesaron una marca de la pecera durante
los primeros diez minutos de cada hora, obteniendo de esta manera un valor de actividad por hora.
De esta forma, se obtuvieron los datos de actividad diurna (suma de la actividad de todos los dias
durante la fase de luz), actividad nocturna (suma de la actividad de todos los dias durante la fase de
oscuridad) y actividad total (suma de la actividad diurna y nocturna). En los ensayos de contexto
social, se contabilizé la actividad de cada individuo de la diada por separado. Ademas, se estimd la
actividad reproductiva a partir de la frecuencia de enterramientos (momento posterior al cortejo, en
donde la hembra acepta al macho) ocurridos durante los primeros diez minutos de cada hora. Si bien
el enterramiento es un comportamiento conspicuo facil de identificar, resulta en una medida

reproductiva indirecta porque la pareja puede enterrarse sin llegar a desovar (Garcia et al., 2008).

El procesamiento de datos de la actividad locomotora se realizé mediante métodos de
anadlisis de series temporales. Utilizando un software especializado (El Temps, A. Diez-Noguera,
Universitat de Barcelona, 1999) se obtuvieron actogramas (diagramas de actividad locomotora a lo
largo del dia) y valores de acrofase (tiempo en el que se observa el valor maximo de la actividad, en
este caso, la hora del dia) de cada individuo. Con el fin de evaluar la existencia de un patrén ritmico
de la actividad locomotora se utilizé el analisis de cosinor, el cual consiste en ajustar los datos de
actividad a una funcién coseno por el método de los minimos cuadrados. Mediante el test de
Rayleigh se analizd la existencia de un agrupamiento de acrofases. Para realizar comparaciones en la
actividad locomotora se aplicaron pruebas estadisticas paramétricas (prueba de t) para muestras

pareadas y no pareadas, a menos que no cumplieran las condiciones de normalidad. En estos casos,



se aplicé la prueba no paramétrica correspondiente (prueba de Wilcoxon y Mann-Whitney,
respectivamente). Se verificaron los datos para normalidad con la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Para la realizacion de los analisis estadisticos se utilizo el software PAST version 2.16.

Por otra parte, para evaluar la sincronizacién en la actividad entre los individuos de una
misma pecera en experiencia de contexto social se realizé la funcidén de correlaciéon de Pearson,

mediante el software R (R core team, 2018).
RESULTADOS
Actividad locomotora en aislamiento

Los datos obtenidos a partir de la observacion de la actividad locomotora son ilustrados
mediante actogramas, los cuales se muestran de forma representativa en la Figura 5. Los individuos
fueron activos tanto en fase de luz (fotofase) como en fase de oscuridad (escotofase), pero se
observaron valores significativamente mayores durante la fase de luz (65,7 + 10,3% de la actividad

total, prueba de t para muestras pareadas, ts = 4,79, p<0,001; Tabla 1).
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Figura 5. Arriba. Dos actogramas representativos mostrando la actividad locomotora de una hembra
(izquierda) y un macho (derecha) de Austrolebias reicherti, bajo un ciclo 13:11 (L:0). La zona sombreada indica
el periodo de oscuridad y la zona clara el periodo de luz. En el eje Y se indican los dias. Abajo. Se asocian los
diagramas de cosinor para cada individuo. En negro las horas de oscuridad. El rango horario determinado entre

los radios, indica el momento del dia de mayor actividad para ese individuo.

Tabla 1. Total de la actividad (cantidad de veces que cruza la linea) para cada individuo en la fase de luz (36¢) y

oscuridad ( € ). Acrofase (momento del dia de mayor actividad), considerando que la luz se apaga a las 19:00.

ACTIVIDAD PORCENTAIE ACROFASE
Fet C Set C
Macho 1 614 343 64.1 35.9 20:35
Macho 2 738 364 67.0 33.0 16:45
Macho 3 1412 395 78.1 21.9 18:00
Macho 4 496 303 62.1 37.9 16:01
Macho 5 887 197 81.8 18.2 19:09
Hembra 1 745 597 55.5 44.5 17:56
Hembra 2 395 273 59.1 40.9 19:43
Hembra 3 719 590 54.9 45.1 19:15
Hembra 4 466 124 78.9 211 16:16
Hembra 5 1246 993 55.7 44.3 15:30

La actividad total no difiere entre machos y hembras (prueba de t para muestras
independientes, N1=N2=5, ts = 0,23, p=0,82). Sin embargo se puede observar una diferencia
marginalmente significativa que resulta en una tendencia relevante. Los machos mostraron mayor
proporcion que las hembras de actividad durante la fase luminica (67,0 % 8,8 vs £55,5% +10,2,
prueba de Mann-Whitney, N1=5, N2=5, z=-1,67, p=0,095) (Figura 6).
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Figura 6. Actividad locomotora en aislamiento (mediana, error estandar, rango) de machos (verde) y hembras

(azul) de A. reicherti.

Mediante el test de Rayleight se puede apreciar poca dispersidon en el momento de maxima
actividad (acrofase) entre los individuos, tanto a nivel intra como inter sexual (Fig.7). Esto determina
gue entre tres horas antes y una hora después de que se apague la luz, es el momento del dia en que

tanto hembras como machos son mas activos (Figura 7).
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Figura 7. Test de Rayleigh para machos (n=5), hembras (n=5) y ambos sexos juntos (n=10). La barra negra
representa la fase oscura. La direccién del radio resaltado indica la acrofase poblacional, y su longitud

“,.n
r

determina el valor de estabilidad ritmica (linea punteada, p<0,01). El rango del valor de “r”" esentre Oy 1 (r=1

maxima coincidencia).

Actividad locomotora en contexto social y reproductiva



Al igual que la actividad locomotora en aislamiento los datos obtenidos se ilustraron
mediante actogramas que se observan de forma representativa en la Figura 8. Los individuos
muestran actividad tanto en el dia como en la noche, aunque significativamente en mayor medida
durante la fase de luz (65,3 + 9,4% de la actividad total, prueba de t para muestras pareadas, N= 10,
te= 5,16, p<0,001; Tabla 2). La actividad locomotora de los miembros de cada diada se correlaciona

de forma positiva en todas las parejas (Tabla 3).
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Figura 8. Dos actogramas representativos mostrando la actividad locomotora de dos diadas (a y b) de A.
reicherti, bajo un ciclo 12:12 (L:0). Actividad de hembras (rojo) y machos (azul). La zona sombreada indica el
periodo de oscuridad y la zona clara el periodo de luz. A la derecha de los actogramas se asocian los diagramas
de cosinor para cada individuo de la pareja. En negro las horas de oscuridad. El rango horario determinado

entre los radios, indica el momento del dia de mayor actividad para ese individuo.

Tabla 2. Total de la actividad (cantidad de veces que cruza la linea) para cada individuo en la fase de luz (%) y
oscuridad ( € ). Acrofase (momento del dia de mayor actividad), considerando que la luz se apaga a las 21:00.

Cada diada se conforma siguiendo el orden correspondiente (Machol-Hembral).

ACTIVIDAD PORCENTAIJE ACROFASE
- C D C
Macho 1 542 214 71.7 28.3 18:40
Macho 2 992 262 79.1 20.9 18:24
Macho 3 309 227 57.6 42.4 13:09

Macho 4 429 319 57.4 42.6 21:13



Macho 5 401 294 57.7 42.3 18:47

Hembra 1 283 88 76.3 23.7 19:49
Hembra 2 826 331 71.4 28.6 19:29
Hembra 3 385 376 50.6 49.4 17:13
Hembra 4 306 168 64.6 354 20:58
Hembra 5 206 105 66.2 33.8 19:20

Tabla 3. Valores de correlaciéon de la actividad locomotora entre los individuos de una misma pecera.

PAREJA COEFICIENTE VALOR P
DE
CORRELACION

(r)

1 0.70 p<0,001
2

0.56 p<0,001
3

0.49 p<0,001
4 0.37 p<0,001
5 0.47 p<0,001

La actividad total no difiere entre machos y hembras (prueba de t para muestras pareadas,
N= 5, t«= 1,6, p= 0,186). Sin embargo se observan diferencias marginalmente significativas en la
actividad durante la fase de luz (prueba de Wilcoxon N =5, z = 1,75, p = 0,079; Figura 9), siendo el

macho el mas activo.
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Figura 9. Actividad locomotora en contexto social (mediana, error estandar, rango) de machos (verde) y

hembras (azul) de A. reicherti.

Mediante el Test de Rayleigh se puede apreciar muy poca dispersion entre los valores de
acrofase de toda la poblacidn (Figura 10). Este pico maximo de actividad ocurre para la mayoria de
los individuos (8 de 10 individuos) entre tres horas antes y una hora después de que se apague la luz.
Se observa una relacién entre los momentos del dia de mayor actividad para los individuos de una

misma diada (Figura 10).

Rayleigh

r=0.86 p<0,001
Figura 10. Test de Rayleigh para machos (n=5) y hembras (n=5) diferenciando cada integrante de la diada con
un mismo color. La barra negra representa la fase oscura. La direccion de la flecha indica la acrofase
poblacional, y su longitud determina el valor de estabilidad ritmica (linea punteada, p<0,01). El rango del valor

de “r” es entre 0 y 1 (r=1 maxima coincidencia).



Se observd actividad reproductiva en 4 de las 5 diadas. Todos los eventos ocurrieron durante
la fase de luz. La mayor intensidad se registrdé en las primeras 4 horas de luz (59,4 % de la actividad

reproductiva total; Figura 11)

Diadal
18:00

® Diada2
@ Diada3
@ Diadaa

Figura 11. Actividad reproductiva, diferenciando diadas por color y nivel, para una mejor visualizacién. La
ubicacidn radial indica la hora en la cual fueron registrados los eventos. El diametro representa la intensidad

(entendida como la suma de la actividad reproductiva de todos los dias a esa hora, rango 1-6).

Aislamiento vs Contexto Social

Cuando comparamos la actividad total entre las dos poblaciones (aislamiento y contexto
social), obtenemos un valor significativamente mayor para los individuos aislados (prueba de
Mann-Whitney N=10, z= -2,23, p= 0,023). Estos valores de actividad significativamente mayores se
mantienen tanto para la fase de luz como para la fase de oscuridad (‘8- prueba de Mann-Whitney

N=10, z=-2,23, p=0,023; C prueba de Mann-Whitney N=10, z=-1,9, p=0,052; Figura 12).
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Figura 12. Actividad locomotora (mediana, error estandar, rango) de individuos aislados (verde) y en contexto

social (azul) de A. reicherti.

DISCUSION

Este trabajo evidencia la existencia de un patrén diario tanto en la actividad locomotora
como reproductiva en los peces anuales Austrolebias reicherti. Este patrén es preferentemente
diurno para la actividad locomotora y exclusivamente diurno para la actividad reproductiva. Por otra
parte, se constatd que el contexto social afecta el patrén de actividad circadiana, provocando una
disminucién de la actividad locomotora y la sincronizacion entre los individuos que interaccionan en
una misma pecera. Este trabajo representa la primera aproximacién al estudio de patrones diarios

de actividad en peces anuales Neotropicales.

Actividad locomotora

La actividad locomotora fue significativamente superior durante la fase de luz, tanto en
aislamiento como en contexto social, respaldando la primer hipétesis planteada. Si bien este patrén
difiere con estudios anteriores en otros teledsteos donde se evidencio que individuos de una misma
especie muestran distintos patrones de actividad (Helfman, 1993; ligo, 1996; Vera, 2009), los
resultados son acordes con los reportados para los peces anuales africanos del género
Nothobranchius (Hass 1976; Lucas-Sanchez, 2011,2015; Almaida-Pagan et al., 2018). Sin embargo,
mientras en Nothobranchius se reporta una acrofase cercana al medio dia, en Austrolebias la mayor
actividad se observa hacia el ocaso. La diferencia en el momento del dia de mayor actividad
locomotora entre ambos géneros, puede deberse al habituamiento al régimen alimenticio en
Nothobranchius. Todos los trabajos publicados en este género fueron realizados bajo un régimen

alimenticio constante y diario, al mediodia, lo cual se sabe actia como un potente sincronizador para



el individuo (Mistlberger, 1993; Singh et al., 2016); coincidiendo la hora de alimentacién con el

momento de mayor actividad.

A pesar de la diferencia en las condiciones experimentales (contexto de aislamiento/social;
fotoperiodo 13:11/12:12), la proporcién de actividad locomotora ocurrida durante el dia, asi como el
momento de mayor actividad, fueron similares en ambos ensayos, sugiriendo que la conducta diurna
esta fuertemente establecida en la especie. El hecho que sean diurnos seguramente se relacione con
la importancia de las sefales visuales durante la comunicacidn en estos peces: coloracidn conspicua
e intensificacién de la misma durante las interacciones sociales, despliegues de atraccidn (cortejo) y
de amenaza (comportamiento agresivo durante interaccidn intrasexuales) mediante extensién de
aletas y movimientos ondulantes del cuerpo. Ademas, dentro del complejo A. Addloffi, al cual
pertenece A. reicherti, las especies se distinguen exclusivamente por la coloracién de los machos, lo
gue sugiere que el disefio de pigmentaciéon es un cardcter de reconocimiento entre especies,

actuando como mecanismos de aislamiento reproductivo (Garcia et al., 2008, Passos et al., 2016).

No hubieron grandes diferencias en los patrones desplegados entre sexos, pero si se podrian
evaluar ciertos aspectos que resultaron en tendencias considerables. En contexto de aislamiento, los
machos tendieron a presentar mayor proporcion de actividad durante la fase de luz que las hembras,
gue podria especularse como resultado de una actividad exploratoria en busqueda de las mismas. En
este sentido, se ha documentado para Nothobranchius que el aumento y la disminucién diaria de los
niveles de actividad motora masculina coinciden perfectamente con el momento en que las hembras
tienen mayor cantidad de huevos maduros listos para el desove (Hass, 1967). En contexto social,
también se evidencié una tendencia a niveles superiores de actividad durante la fase de luz por parte
de los machos. En este caso, la mayor actividad podria ser consecuencia de los despliegues de

cortejo que realizan los machos, a los que asignan un costo energético muy alto (Lindstrom, 2001).
Actividad reproductiva

Esta ampliamente documentado que el momento de la reproduccién estd controlado por
sefiales externas tales como los cambios estacionales en el fotoperiodo, las sefiales
guimiosensoriales de los conespecificos y la disponibilidad de alimentos (Fizbein, 2010). En la
mayoria de los vertebrados que se reproducen por temporada, incluidos los teledsteos, el pico de la
actividad reproductiva generalmente se limita a un momento especifico del afio (Tikariha, 2008).
Austrolebias reicherti por la particularidad de su ciclo de vida no presenta estaciones reproductivas
sino que por el contrario hay una Unica estacién, extendida desde la madurez sexual a la muerte. A
pesar de esta particularidad, los eventos reproductivos registrados mostraron un patrén de

distribucién similar al de especies estacionales diurnas como Tilapia zilli (Coward, 1999) y Danio rerio



(Blanco-Vives y Sanchez-Vazquez, 2009). Todos los eventos de enterramiento ocurrieron durante la
fase de luz, mayoritariamente durante las primeras 4 horas del dia. Estos resultados coinciden con lo
reportado para poblaciones naturales en N. guentheri, donde la maxima intensidad de desove
ocurrié en la manana (Vrtilek y Reichard, 2016). Sin embargo, en condiciones de laboratorio, esta
especie evidencié un pronunciado pico de actividad reproductiva al mediodia (Hass, 1967).
Nuevamente, esta diferencia puede estar determinada por un efecto sincronizador del momento de
alimentaciéon. El hecho de que la reproduccidén sea un rasgo exclusivamente diurno, reafirma la
relevancia del canal visual para A. reicherti, tanto en aspectos morfoldgicos (coloracién, disefio,

tamafio corporal), como comportamentales (despliegues de cortejo y de amenaza).
Efecto de la interaccion social

Los resultados de este trabajo muestran dos efectos claros y novedosos de la interaccion
social sobre los patrones de actividad locomotora. Uno de ellos demuestra una clara disminucién en
los valores de actividad locomotora en contexto social. Por su parte, el otro factor que deriva de la

interaccion social, es la ajustada sincronizacién que presentan los individuos de una misma pecera.

Si asumimos que el sincronizador natural por excelencia es el ciclo luz-oscuridad, resultaria
poco probable asignarle a las sefiales sociales un papel importante en la sincronizacién basica de los
organismos con su entorno. En este caso el término sefiales sociales se refiere a cualquier sefial
periddica que se origina de un animal que tenga la capacidad de arrastrar los ritmos de otro
individuo, a través de un estimulo visual, acustico, olfativo o tactil, o por alguna combinacién de
estimulos (Rajaratnam y Redman, 1998). Sin embargo, las sefiales sociales podrian tener un rol
trascendente en el ajuste fino de las expresiones circadianas, principalmente, aquellas vinculadas a
las interacciones sociales adaptativas (Davison y Menaker, 2003; Gil et al., 2018). El estudio de las
interacciones sociales como sincronizador circadiano es sumamente complejo, ya que su efecto va a
depender de la historia de vida de cada individuo, las variables ambientales, el tipo de interaccién
(interespecifica, coespecifica, reproductiva, maternal, agonistica), el nimero de individuos y la edad,
entre otras cosas (Oliveira et al., 2009; Favreu et al., 2009). Esto se evidencia por ejemplo en el pez
Fundulus heteroclitus, donde la actividad circadiana varia en funcion de la cantidad de individuos en
interaccion (Kavaliers, 1980). Mientras que algunas especies responden sélo por estimulos olfativos
de los conespecificos (Governale y Lee, 2001), otras requieren contacto fisico directo (Erkert y
Schardt, 1991). Sin embargo, la gran mayoria de los estudios no investigan el contacto directo entre
los individuos, debido a la dificultad que conlleva el registro de la actividad individual de los animales
alojados en parejas o grupos. En este marco, los resultados obtenidos en A. reicherti, representan

uno de los pocos ejemplos de interaccion social directa y discriminada individualmente.



Por un lado se obtuvo una disminucidn considerable en la actividad locomotora en contexto
social respecto al contexto de aislamiento. Una disminucién en la actividad locomotora debido al
efecto social ha sido también evidenciada en Drosophila melanogaster (Lone y Sharma, 2011),
aunqgue ésta se analizd un tiempo después de ocurrida la interaccion. En este sentido, el presente
trabajo significa una novedad en el estudio de la ritmicidad diaria y su sincronizacidn social. La
disminucién en la actividad locomotora en contexto social observada en A. reicherti, podria deberse
a tres factores principales. Por un lado, teniendo en cuenta el corto ciclo de vida, que impulsa un
rapido crecimiento y una actividad reproductiva sostenida desde la maduracién sexual hasta la
muerte (Garcia et al., 2008), la mayor actividad locomotora en aislamiento podria ser causa de
actividad exploratoria con el propdsito de blsqueda de pareja reproductiva. Por otro lado, el
aislamiento es considerado como un potente factor de estrés tanto en humanos como en animales
(Mumtaza et al.,, 2018). En este sentido, se ha observado un pico en los niveles de cortisol (la
hormona del estrés) anticipando la fase activa en especies de mamiferos (Mohawk y Lee, 2005) y
peces (Oliveira et al., 2013). Si bien no hay en la literatura trabajos que relacionan estrés por
aislamiento con los ritmos diarios, si se ha documentado en ratones que frente a una situacion
estresante como la interaccion social agonistica, el subordinado disminuye significativamente la
actividad locomotora (Ota et al., 2018). Sin embargo, aunque disminuya la actividad, la acrofase y
periodo de la actividad se mantiene estable (Ota et al., 2018). Considerando los resultados
mencionados y los obtenidos en este trabajo, podriamos suponer que, aunque la actividad
locomotora se vea disminuida, el reloj responsable de este ritmo parece no verse afectado por el
estrés social. Por ultimo, debe contemplarse la posible consecuencia que pueda tener la presencia
del recipiente con sustrato para la oviposicion usado exclusivamente en los ensayos de contexto
social. Este recipiente, aparte de permitir la restriccion de una zona para registrar la actividad
reproductiva, puede actuar enriqueciendo el ambiente (puede ser utilizado como refugio), lo que

conlleva una disminucion del estrés (Fraser, 2009).

Un segundo resultado de la interaccion social, es la clara evidencia de una sincronizacién en
la actividad locomotora de la pareja. Este estudio no demuestra la potencialidad del efecto social per
se, ya que los mismos se ven enmascarados por el ciclo luz-oscuridad. A pesar de este
enmascaramiento, la significancia estadistica y los valores de correlacién positiva presente en todas
las parejas, sustenta la segunda hipdtesis planteada. Parece haber diferencias entre especies en los
aspectos especificos del contacto social que causan el ajuste ritmico, por ejemplo, en roedores
priman las sefales olfativas (Goel y Lee, 1997), mientras que los estimulos acusticos dominan en
aves (Gwinner, 1966). Sin embargo, estos estudios enfatizan en la falta de informacién con una

fuerte estimulacidn social (Erkert y Shardt, 1991; Rajaratnam y Redman, 1998; Lone y Sharma, 2011).



En el mono titi, las sefiales acuUsticas son necesarias para el ajuste social, pero algunos individuos
requieren de contacto fisico directo (Erkert y Shardt, 1991). Cuando los animales tienen contacto
fisico directo, la informacidn sobre el comportamiento del otro miembro esta disponible a través de
todas las modalidades sensoriales (visual, acustica, olfativa y téctil). Es posible que el contacto fisico
aumente la potencia de las sefiales sociales y, por lo tanto, la probabilidad de sincronizacion (Favreu
et al., 2009). En consecuencia, el contacto fisico directo que se impuso en este estudio permitio

maximizar la probabilidad de ocurrencia de efectos sociales.

Restricciones

Durante el analisis de los resultados se evidenciaron ciertas restricciones experimentales que
pudieron ser influyentes sobre el desempefio de los individuos. A las antes mencionadas, la
diferencia en el fotoperiodo entre los contextos y el efecto del recipiente de oviposicion, habria que
contemplar otros dos factores. Uno de ellos es la consecuencia sobre la actividad locomotora que
tiene el encendido repentino de la luz. Al pasar de un entorno sin luz a recibir toda la luz de forma
inmediata se observd un incremento abrupto de la actividad locomotora, aprecidandose en los
actogramas un pico de actividad en la primera hora de luz. Para evaluar mejor este efecto seria
conveniente aumentar y disminuir progresivamente la luz, simulando las condiciones naturales y asi
evitar los cambios drasticos. La siguiente restriccién que surge del andlisis de los datos es la
necesidad de aumentar en futuras experiencias el nimero de individuos. Si bien este trabajo resulta
en una variedad de datos relevantes y con sostén estadistico, un incremento en la muestra permitird

profundizar en las conclusiones.
Contribuciones y perspectivas

Los resultados obtenidos confirman las hipdtesis planteadas, demostrando que en presencia
del ciclo luz/oscuridad A. reicherti presenta un ritmo diario de actividad locomotora
preferentemente diurna, con valores de acrofase cercanos al ocaso fuertemente sostenidos e
independientes del contexto social. A su vez, el contexto social afecta la actividad locomotora y
provoca la sincronizacién entre los individuos de una misma pecera, confirmando el rol de la
interaccion social en el ajuste fino de la ritmicidad diaria. Los resultados en contexto social por
contacto directo, considerando la posibilidad de haber discriminado la actividad locomotora de cada
miembro de la diada por separado, son aportes novedosos y productivos al estudio de la interaccion
social como sincronizador. La manipulacidon del fotoperiodo se estad utilizando actualmente en
acuicultura para inducir la maduracién, controlar el desove y estimular el crecimiento en diferentes
especies (Gines et al.,, 2003), evidenciando un interés comercial sobre la investigacién en esta

tematica. Sin embargo, son muy pocos los estudios sobre la actividad reproductiva circadiana. Por lo



tanto, se requiere mas investigacion, particularmente estudios que toman en cuenta la complejidad
de la vida social, para comprender los efectos de las sefiales sociales en interaccién con las variables

ambientales y su efecto sobre los ritmos circadianos.

Aunque en esencia todos los organismos deben adecuar el funcionamiento de su reloj
biolégico a las variaciones de su ambiente fisico y social, las especies con adaptaciones extremas
exhiben estrategias mds manifiestas y constituyen modelos de eleccién para profundizar en los
mecanismos subyacentes. Austrolebias reicherti es un modelo ventajoso para estudiar ritmos de
actividad, son individuos con un corto ciclo de vida, con un tamano relativamente pequefo y una
muy buena respuesta a las condiciones de laboratorio, tanto para individuos colectados de un
entorno natural como para su cria en laboratorio. El ciclo de vida particularmente corto y sometido a
una extrema variabilidad de las condiciones ambientales, generan un contexto inmejorable para
estudiar la influencia del ambiente sobre los patrones diarios de actividad. Los resultados que se
obtuvieron de este trabajo son relevantes a la hora de planificar futuros ensayos experimentales. Lo
primero a proyectar es evaluar los patrones de actividad enddgenos bajo condiciones de fotoperiodo
constante. En segundo lugar se podria evaluar la influencia de distintas variables ambientales, con
extrema variacidén en condiciones naturales y que podrian ser potentes sincronizadores. En esta
tesina se evalué la influencia de la interaccidon social homoespecifica, pero se sabe que la
informacién social hetero especifica puede afectar cualitativamente las interacciones de las especies
permitiendo una coexistencia estable, ya que de lo contrario se produciria una exclusion o extincion
competitiva (Gil, 2018). Considerando que A. reicherti solapa su distribucion con la especie
cercanamente emparentada A. charrua, en una zona de hibridacién, cabria esperar un uso
diferencial del espacio y el tiempo como posible mecanismo de aislamiento reproductivo. Esto,
podria dar pie a estudiar la interaccidn social hetero especifica y su efecto sobre los patrones de

actividad circadiana.
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