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RESUMEN

La conducta agonistica es un comportamiento social ubicuo entre los animales involucrada en la competencia
intraespecifica por recursos limitantes como ser alimento, territorio o pareja. En un enfrentamiento agonistico,
los animales son capaces de valorar los costos y beneficios de involucrarse o retirarse de una contienda, evaluando
aspectos como el tamafio o la capacidad de pelea (RHP, resource holding potential) propia y/o de sus oponentes.
Las hormonas esteroideas sexuales, andrégenos y estrogenos, son importantes moduladores del comportamiento
social y responden a su vez, ante las experiencias sociales. En peces, el andrégeno 11-ketotestosterona (11KT),
ha sido el andrdogeno mas fuertemente ligado tanto a los niveles de agresién como a la dominancia dentro de un
grupo. Por otro lado, y mas recientemente, la conversion de testosterona a estradiol (E2) en el cerebro por la
enzima aromatasa, ha probado jugar un rol relevante en la modulacién de los comportamientos agresivos de
machos en vertebrados incluidos los peces. Austrolebias reicherti integra un grupo de especies de peces anuales
endémicas de los Humedales del Este de Uruguay que presentan una intensa seleccion inter e intrasexual. Los
machos establecen enfrentamientos agonisticos de los cuales emergen relaciones claras de dominancia y
subordinacion. El objetivo de esta tesis fue caracterizar la conducta agonistica de A. reicherti y evaluar el rol de
los andrégenos y estrogenos en la regulacién de dicha conducta. Se realizaron 24 encuentros agonisticos diadicos
de 60 min de duracién, entre individuos adultos sin experiencia social, a partir de los cuales se caracterizoé la
dindmica de la contienda, se identificaron y cuantificaron las unidades comportamentales, y se obtuvieron
muestras de plasma para la cuantificacion de los niveles circulantes de 11KT y E2. Paralelamente, se obtuvieron
muestras de plasma de individuos que no atravesaron dicha experiencia social (control). Finalmente, se evalu¢ el
rol de la via estrogénica mediante la administracion del farmaco Fadrozole, inhibidor de la sintesis de estradiol.
Los machos de A. reicherti establecen enfrentamientos agonisticos en los que el tamafio afecta el resultado de la
contienda. Los individuos dominantes presentan mayores niveles circulantes de 11KT que los individuos
subordinados, mientras que no se diferencian de los niveles de los individuos control. No se encontro diferencia
en los niveles plasmaticos de E2 entre dominantes, subordinados o individuos control. No se encontré relacion
entre la agresion y los niveles plasmaticos de 11KT o E2. Sin embargo, la inhibicidn de la enzima aromatasa redujo
significativamente el nivel de agresion de las contiendas. En su conjunto, los resultados de esta tesis describen la
conducta agonistica entre machos de A. reicherti y determinan los niveles circulantes de hormonas sexuales, por
primera vez para peces anuales del género Austrolebias. Ademas, sugieren que los andrégenos son modulados
por el desafio social disminuyendo en los individuos que pierden una contienda, a la vez que la via estrogénica

participa en la regulacién de la conducta agonistica de A. reicherti.
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INTRODUCCION

La conducta agonistica es una conducta social ampliamente extendida entre los animales, que presenta
un alto valor adaptativo. Se encuentra involucrada en la resolucién de conflictos producto de la
competencia intraespecifica por recursos limitantes (territorio, alimento, pareja, sitios de reproduccion,
etc.) y determina la distribucion espacial de los individuos en las poblaciones naturales, asi como el
acceso a eventos reproductivos (King, 1973; Lorenz, 1963). Involucra tanto los comportamientos
ofensivos y de ataque como los defensivos, y estd en la base de la evolucidon de “armas” (puas,

espolones, cornamentas etc.) y de complejos sistemas de sefializacién (Darwin, 1872, Lorenz, 1963). La

agresién es un comportamiento complejo influido por factores genéticos, fisioldgicos, sociales y
ambientales cuyas respuestas estan modeladas por procesos evolutivos. En términos generales se
reconoce por un conjunto de caracteristicas: la intencién deliberada de infligir dafio en otro individuo
acompafiada de una fuerte respuesta fisioldgica y consecuente distribucién espacial de los animales o
determinacién de estatus (Huntingford y Turner, 1987). En grupos taxondmicos lejanamente
emparentados y aun cuando los recursos en disputa son disimiles, los conflictos agonisticos suelen
presentar tres fases claramente distinguibles: a) evaluacion: en la que los animales realizan despliegues
de amenaza sin involucrar contacto fisico; b) contienda: durante la cual se produce un intercambio de
despliegues de amenaza que llega involucrar contacto y a menudo dafio fisico; y c) pos-resolucion que
se inicia cuando uno de los individuos se retira de la contienda, se subordina y cede el recurso a partir
de lo que se genera una relacién de jerarquia (Silva et al., 2013). Aunque los enfrentamientos pueden
resolverse durante la etapa de evaluacion sin escalar a una fase de contienda, comidnmente involucran

el despliegue de conductas agresivas cuyo objetivo es desplazar, dominar o herir al competidor (Nelson,

2006, Arnott y Elwood, 2009).

La Teoria de Juegos proveyd el marco conceptual para el desarrollo de modelos tedricos que habilitaron
la expansidn de la investigacion sobre la agresién (Maynard Smith y Price, 1973, Maynard Smith, 1974).
En este contexto se entiende que los animales realizan una valoracién de los costos y los beneficios de
involucrarse o retirarse de la contienda en el sentido de maximizar su éxito reproductivo. Mientras los
costos implican la pérdida de oportunidades, lesiones fisicas o la muerte, los beneficios pueden variar
en funcién del valor que la adquisicidn del recurso tenga para cada contrincante. La toma de decisidn
de un individuo estard entonces determinada por la evaluacion de las capacidades de pelea propias y
del oponente, y del valor del recurso en disputa. A la vez, el éxito de un individuo estara mediado tanto
por su decision como por la que tome su contendiente (Parker, 1974; Maynard Smith y Parker, 1976;

Hsu et al., 2006). La capacidad de pelea o el potencial para retener un recurso (Resource Holding

7



Potencial, RHP en inglés) definido como la habilidad de un animal para obtener o mantener un recurso
durante una contienda, es un cardcter multidimensional que se asocia a atributos del individuo como

condicion corporal, estado nutricional o tamafio de sus ornamentos (Briffa et al., 2013; Parker, 1974).

La decision que pone fin a la contienda es la que toma un individuo al subordinarse y puede estar basada
en la estimacion propia de su RHP (auto-evaluacién), o en la estimacion relativa del RHP de su rival
(evaluacion mutua) (Briffa & Sneddon 2010). La auto-evaluacién del RHP supone la existencia de un
umbral de inversion propio de cada individuo, que cuando se alcanza determina la subordinacién. Por
otro lado, uno de los modelos mas conocidos de evaluacidn mutua, el modelo de evaluacién en
secuencia (Sequential Assessment Model, SAM, (Enquist y Leimar, 1983) establece que los individuos
recaban informacion sobre las asimetrias en RHP durante las interacciones agonisticas, empleando
comportamientos en una secuencia en que los costos se van incrementando. Una prediccidn
fundamental de este modelo establece que, para detectar diferencias en el RHP, los contendientes
precisan mayores tiempos de interaccion cuanto menores son las asimetrias. Debido a que el tamafio
corporal es el mejor indicador del RHP en la mayoria de las especies, una relacién inversa entre la
diferencia de tamafio de los contrincantes y la duracion de la pelea ha sido considerada como suficiente
para diagnosticar la existencia de un proceso de evaluacion mutua. Sin embargo, esta generalizacién
puede llevar a un diagnéstico falso en muchos casos (Taylor y Elwood 2003). Para establecer con certeza
la presencia de un proceso de auto-evaluacion, es necesario analizar ademas la relacién entre el tamafio
de ganadores y perdedores con la duracién del conflicto (Arnott y Elwood, 2009). Asimismo, el modelo
de evaluacién acumulativa (Cumulative Assessment Model CAM, Taylor y Elwood, 2003) propone que
cada individuo posee un maximo de inversién para la contienda, que se alcanza por la tolerancia
intrinseca de cada individuo y por los costos que le infrinja su rival. Si bien este es un modelo de auto-
evaluacion puede confundirse con la evaluacion mutua. La metodologia para discriminar entre un CAM
y el SAM es explorar la relacion entre individuos del mismo tamafio (< 5%, de diferencia) y la duracion
del conflicto. EI SAM aplica si en este rango de diferencia corporal no existe correlacién entre el tamafio

promedio de los contendientes y la duracion del conflicto (Arnott y Elwood, 2009).

Modulacién hormonal del comportamiento agonistico

Las hormonas esteroideas sexuales (andrdgenos y estrégenos) intervienen en la regulaciéon de los
comportamientos agresivos actuando en diversos nucleos del Sistema Nervioso Central (SNC)
involucrados en el control de la conducta social y reproductiva. Este conjunto de nucleos altamente
interconectados denominado Red del Comportamiento Social (RCS o Social Behavior Network en
inglés), se considera muy conservado entre los vertebrados (Goodson, 2005; O’Connell y Hofmann,
2011a, 2011b). Ademas de los efectos organizacionales de las hormonas esteroideas durante etapas
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del desarrollo de los organismos, en la etapa adulta, las hormonas esteroides presentan un rol activador
o modulador, actuando sobre los sobre los circuitos neurales involucrados en la expresion de ciertos
comportamientos, y otorgando a los individuos la flexibilidad conductual necesaria para adaptarse a

determinados contextos socioambientales (Adkins-Regan, 2005; Nelson, 2006).

En 1849, luego de experimentos de castracién y reimplantacion de la génada realizados sobre gallos
domeésticos, Arnold Berthold concluyé que un producto de secrecion liberado por los testiculos y
transportado por la sangre (mds tarde denominado “hormona”), era necesario para la expresion de
caracteres sexuales secundarios y de conductas sexuales y agresivas en los machos (Quiring, 1944;
Nelson, 2011). Siguiendo una estrategia similar a la del trabajo fundacional de Berthold, numerosos
estudios de castracion-reemplazo hormonal o de administracién exégena de andrégenos, han
evidenciado un fuerte vinculo entre andrégenos, principalmente testosterona (T), y la expresion de
conductas agresivas en diversas especies de vertebrados (ver citas en Demas et al., 2007; Nelson, 2006;
Oliveira, 2004; Wingfield et al., 1990). Los andrdgenos gonadales son hormonas clave en el control de
la reproduccion en vertebrados, donde intervienen en la espermatogénesis, el desarrollo de caracteres
sexuales secundarios y la expresion de comportamientos reproductivos (revision en Ball y Balthazart,
2002). En especies de reproduccién estacional, los niveles de andrégenos aumentan durante la
temporada reproductiva, cuando la frecuencia de enfrentamientos agresivos entre machos es mayor
(Lincoln et al., 1972; Wingfield y Hahn, 1994). Mas aln, este incremento es mayor en sitios de cria de
alta densidad de individuos donde las contiendas son mds frecuentes (Beletsky et al., 2016; Pankhurst
y Barnett, 1993). En muchas especies que establecen jerarquias sociales entre los individuos de un
grupo, los machos dominantes, que exhiben mayores niveles de agresividad y acceden a un mayor
nuimero de eventos reproductivos, suelen presentar niveles mas elevados de andrégenos circulantes
gue aquellos de menor rango social (Rowher y Wingfield, 1981; Morandini et al., 2014). Sin embargo,
en algunas especies no se han encontrado diferencias entre dominantes y subordinados (Cardwell et

al., 1996; Neat y Mayer, 2002).

Asi como la accidon de los esteroides sexuales sobre la modulacion del comportamiento ha sido bien
documentada, numerosos estudios han mostrado que, en especies altamente sociales, los machos
responden con un aumento en sus niveles androgénicos tanto ante una oportunidad de reproduccion
como a un desafio social frente a un coespecifico (revisado en Oliveira, 2004). El aumento en los niveles
de andrdégenos como respuesta a interacciones agonisticas ha sido documentado en diversas especies
de vertebrados incluidos peces (Dijkstra et al., 2012; Earley y Hsu, 2008; Oliveira et al., 1996), aves

(Wingfield et al., 1990; Goymann, 2009) y mamiferos, seres humanos incluidos (Creel et al., 1993;



Geniole et al., 2017; Oyegbile y Marler, 2005). Estos cambios fisiolégicos pueden ocurrir de manera
rapida entre 10 y 30 minutos posteriores a la experiencia social en aves (Wingfield et al., 1990;
Wingfield et al., 2006) y peces (Maruska y Fernald, 2010), o luego de 45 min en roedores (Oyegbile y
Marler, 2005). Estas respuestas enddcrinas permitirian un ajuste de la conducta al contexto social
percibido y otorgarian a los individuos la plasticidad comportamental necesaria para adaptarse a las
consecuencias y demandas de perder, ganar o simplemente participar de un conflicto agonistico
(Oliveira, 2004). Sin embargo, las respuestas hormonales suelen variar sustancialmente entre especies
y dicha variacién ha sido asociada a diferencias en los sistemas de apareamiento y el tipo de cuidado

parental (Wingfield et al., 1990; Goymann et al., 2007; Hirschenhauser y Oliveira, 2006).

Vias de accién de los esteroides sexuales en el SNC

La importancia de la accién directa de los andrdgenos actuando a través de receptores androgénicos,
en la expresién de conductas agresivas, ha sido ampliamente documentada en la bibliografia (Simony
Lu, 2006). Sin embargo, fundamentalmente a partir de la década de los 90, la metabolizacién cerebral
de T a otros metabolitos ha probado ser relevante en la expresién tanto de comportamientos
reproductivos como agresivos (Schlinger y Callard, 1990, 1989a, 1989b; Tian et al., 2015). La T puede
ser metabolizada a estradiol (E2) por la enzima aromatasa (Nelson, 2011). Ademds de ser expresada
por la génada, la aromatasa presenta una isoforma cerebral expresada en diversos nucleos de la RCS
(Shaw, 2018), y presenta, asimismo, una mayor actividad en machos que hembras (Naftolin et al.,,
1975). Tanto la disrupcién o blogueo de los receptores de estrégeno (O’Connell y Hofmann, 2012;
Ogawa et al., 1997; Sano et al., 2013) como de la aromatasa (Huffman et al., 2013; Schlinger y Callard,
1989a) provoca una reduccién en los niveles de agresién entre machos en diversos taxa, lo que indica
la importancia de esta via en el control de la agresion reproductiva intrasexual (revisado en Trainor et

al., 2006).

Se plantea que los andrégenos y estrégenos (y las hormonas esteroides en general) modulan la
actividad de sus areas blanco en el SNC, actuando como ligandos de factores de transcripciéon
ejerciendo asi efectos gendmicos. Estos efectos, requieren de varias horas a dias para desarrollarse y
producen cambios persistentes en la fisiologia y el comportamiento (McCarthy et al., 2009). Sin
embargo, investigaciones recientes sugieren que los esteroides sexuales también pueden inducir
cambios comportamentales de accién rapida (menos de 30 min, Cornil et al.,, 2006), a través de
receptores de membrana o intracelulares no nucleares (accién no gendmica) (Heimovics et al., 2015,

2012; Trainor et al., 2008, 2007).
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Los peces teledsteos como modelos para el estudio de la regulacion hormonal de la agresion.

Los peces teledsteos han sido modelos centrales en el estudio de los conflictos agonisticos y mas
recientemente de las bases neuroenddcrinas del comportamiento. Representan el grupo troncal de los
vertebrados, siendo el grupo de vertebrados mas diverso (Nelson et al., 2016). Se ha propuesto que la
presencia de tres rondas de duplicacion gendmica en los grupos mas basales, es un factor clave que
explica laimportante radiacion adaptativa de los teledsteos, asi como su vasta diversidad de estrategias
reproductivas (Volff, 2005). Esta diversidad de estrategias reproductivas y sistemas de apareamiento,
sumado a la alta conservacion de los moduladores que afectan la agresion entre vertebrados, convierte
a los peces en modelos ideales a la vez que desafiantes para estudios comparativos de las bases

neuroenddcrinas de la agresién desde una perspectiva ecoldgica y evolutiva (Silva et al., 2013).

En peces, tanto la T como su metabolito 11-ketotestosterona (11KT) sintetizado en la génada, son los
andrégenos presentes en mayores concentraciones en plasma. En muchas especies, la 11KT aparece
como el principal andrégeno bioactivo y el que suele presentar dimorfismo sexual en su concentracién
(Borg, 1994; Kime, 1993). Varios estudios han documentado la asociacién positiva “clasica” de
vertebrados entre agresion en machos y niveles plasmaticos (naturales o exégenos) tanto de T como
de 11KT (e.g. Cardwell y Liley, 1991; Fernald, 1976; Higby et al., 1991; Remage-Healey y Bass, 2006;
Villars, 1983). A su vez, los individuos de mayor rango social suelen presentar niveles mas elevados de
ambos andrégenos, que individuos subordinados o no territoriales (Brantley et al., 1993; revisado en
Oliveira et al., 2002), si bien no aparece como una regla general y algunos estudios no observan dicha
asociacion entre estatus social y andrégenos en plasma (Liley y Kroon, 1995; Neat y Mayer, 2002).
Algunos autores documentan respuestas de ambos andrégenos en individuos de ciertas especies ante
una oportunidad de ascenso social (Elofsson et al., 2000; Maruska y Fernald, 2010; Oliveira et al., 1996)
mientras que otros estudios solo observan aumento de 11KT y no de T (Desjardins et al., 2006;
Hirschenhauser et al., 2004; Stiver et al., 2015), o a la inversa (aumento en T pero no de 11KT) (Dijkstra
et al.,, 2012). En machos primarios del rivulido (no anual) hermafrodita Kryotolebias marmoratus,
atravesar un desafio social aumenta los niveles de 11KT tanto en ganadores como en perdedores de
una contienda (Li et al., 2018). En el ciclido Amatitliana nigrofasciata, los niveles de 11KT se elevan en
machos tanto ante experiencias reproductivas como agonisticas (Sessa et al., 2013), o incluso ante la
sola presencia de un oponente (Dzieweczynski et al., 2006). Por otra parte, en cuanto el rol de los
estrogenos en el comportamiento agonistico, niveles elevados tanto de T como de E2 en plasma han
sido documentados en machos dominantes o que ascienden a dicho estatus en ciclidos (Huffman et al.,
2012; O’Connell et al., 2013) En este grupo de peces ademas, tanto el bloqueo farmacoldgico de

receptores androgénicos (Sessa et al., 2013) o estrogénicos (O’Connell and Hofmann, 2012), asi como
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de la enzima aromatasa (Huffman et al., 2012, 2013) ha mostrado reducir la agresividad en machos en

diferentes contextos sociales.

Los peces anuales del género Austrolebias como modelo ventajoso para el estudio de la regulacién
hormonal de la agresién reproductiva

Los peces anuales autdctonos Austrolebias reicherti son un modelo ventajoso para profundizar en los
mecanismos neuroenddcrinas que subyacen a la agresion reproductiva, debido a las particularidades
de su ciclo de vida que imponen que toda la vida adulta se centre en la reproduccién, generando una
fuerte presion de seleccidn sexual tanto por la via de la competencia entre machos como de la eleccion

de las hembras.

Los peces anuales son un grupo polifilético de peces teledsteos comprendidos entre las familias
Notobranchiidae en Africa y Rivulidae en el Neotrépico, dentro del orden de los Cyprinodontiformes
(Furness, 2015). Los peces anuales experimentan un ciclo de vida anual que involucra la deposicion de
huevos con resistencia a la desecacion en el fondo de los charcos temporales que habitan (Berois et al.,
2016). Los embriones experimentan hasta tres diapausas en su desarrollo durante el periodo de
desecacién (Berois et al., 2012; Podrabsky et al., 2001; Wourms, 1972). Cuando el charco vuelve a
llenarse, los individuos eclosionan, y los alevines crecen y alcanzan la madurez sexual en pocas semanas,
reproduciéndose de manera continua hasta el final del ciclo cuando el charco comienza a secarse
(Simpson, 1979; Arezo et al., 2005; Berois et al., 2012) (Fig 1). El género Austrolebias comprende 48
especies validas distribuidas entre la cuenca del Parana-Plata y el sistema de lagunas costeras Patos-

Merin en la regién sudeste de Sudamérica (Loureiro y De S&, 2016; Serra y Loureiro, 2018).

Austrolebias reicherti, es una especie endémica de los Humedales del Este de Uruguay, que se
distribuye desde el Rio Yaguardn hasta el Rio Cebollati en el Departamento de Treinta y Tres (Loureiro
y Garcia, 2008). Integra el grupo de especies adloffi y presenta una distribucidén en parapatria con
Austrolebias charrua, especie hermana de divergencia reciente (Garcia, 2006; Garcia et al., 2004,
Loureiro y Garcia, 2006). Estas dos especies difieren en la coloracion de los machos mientras las
hembras son indistinguibles, a la vez que son capaces de generar hibridos fértiles (Passos, 2013) (Fig.

1).

Al igual que la mayoria de las especies del género, A. reicherti presenta un marcado dimorfismo sexual
tanto en morfologia como comportamiento. Los machos alcanzan mayores tamafios que las hembrasy
presentan coloracién azul iridiscente, aletas fuertemente pigmentadas y un patron de bandas verticales

oscuras a lo largo del flanco, mientras las hembras son de coloracién criptica amarronada (Loureiro y
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Garcia, 2008). Los machos de A. reicherti defienden territorios de desove del que excluyen a machos
rivales, pero sin monopolizacion de las hembras (Tassino et al., 2017), y realizan elaborados despliegues
de cortejo que culminan con el enterramiento de la pareja en el sustrato, donde ocurre la liberacién de
gametos (Garcia et al., 2008). Las hembras eligen a los machos de mayor tamafio para aparearse, pero
estas preferencias cambian a lo largo de la estacidon reproductiva concomitantemente con la
disponibilidad de parejas en el charco: a medida que avanza la estacién la proporcién de machos
disminuye y las preferencias de las hembras por machos de mayor tamafio se debilitan (Passos et al.,

2014).

Océano

Atlantico

Fig. 1. a) Distribucion geografica de A. reicherti en los Humedales del Este en el Departamento de Treinta y Tres,
Uruguay. Cb: Rio Cebollati, Ol: Rio Olimar, Tc: Rio Tacuari, Yg: Rio Yaguardn. b) Ejemplares adultos de A. reicherti
macho (arriba) y hembra (abajo). c) Ambiente temporal tipico de los peces anuales del género Austrolebias
durante las estaciones de otofio-invierno (izquierda) y durante el periodo de desecacién en primavera-verano
(derecha).
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Por su lado, los machos ademads de competir entre si y defender territorios, también ejercen eleccién
de parejas y prefieren a las hembras de mayor tamafio lo que en este caso es una clara sefial de mayor
fecundidad (Passos et al. en revision). Por otro lado, si bien las sefiales visuales generadas por la
coloracién y despliegues de los machos juegan un rol importante en la comunicacién (Passos et al.,
2016), se ha documentado que las hembras responden a las sefiales quimicas de potenciales parejas
(Passos et al., 2013a). Ademas, mediante estas sefiales las hembras de A. reicherti son capaces de

discriminar entre machos coespecificos y machos de la especie hermana A. charrua (Reyes et al., 2018).

Si bien los peces anuales del género Austrolebias constituyen un modelo ampliamente explorado en
diversas areas, como biogeografia, genética de poblaciones, biologia del desarrollo, neurociencias,
ecologia de comunidades y ecologia del comportamiento (Berois et al., 2016), los estudios de las bases
neuroenddcrinas de la conducta son aun incipientes. Recientemente se ha abordado la relacion entre
estrés y reproduccion con resultados que sugieren que el desempefio reproductivo en estos peces es
tolerante o incluso promovido por elevados niveles plasmaticos de cortisol lo que constituye una
inversion en el rol tradicional de esta hormona (Passos et al., 2017, Tassino et al., 2016). Sin embargo,
aun no se ha explorado qué papel juegan las hormonas sexuales en el comportamiento de estos peces,

en parte porque este abordaje implica importantes desafios metodoldgicos.

El comportamiento agonistico en el género Austrolebias ha sido descrito por Passos et al. (2013b) para
la especie A. charrua, cuyo comportamiento reproductivo es cualitativamente similar al de A. reicherti
(Belote y Costa 2004, Passos, 2013). Los machos de A. charrua establecen interacciones agonisticas
intensas que atraviesan fases de evaluacidon y contienda, de las cuales emergen relaciones de
dominancia y subordinacién, siendo el mayor tamafio un predictor consistente de la dominancia
(Passos et al., 2013b). Una vez, resuelto el conflicto, los machos subordinados repliegan
inmediatamente sus aletas y reducen drasticamente y en pocos segundos la intensidad de su
coloracién. Los machos dominantes por otra parte, mantienen una intensa coloracién y las aletas
extendidas (Passos et al.,, 2013b). Al igual que en A. reicherti, los machos dominantes defienden
territorios que son limitantes para el apareamiento y desove de las hembras (Passos et al., 2013b,
Passos et al., 2016). Experiencias de laboratorio con A reicherti durante 5 dias en acuarios con un area
de puesta restringida y contexto social, demostraron que si bien se establece una jerarquia a partir de
la cual uno de los machos excluye a los otros del drea reproductiva, la permanencia sobre el territorio,
y por lo tanto la dominancia, decrece con el transcurso de los dias. Estos resultados indican que la
dominancia no es estable a lo largo del tiempo posiblemente porque la exclusion territorial implica
elevados costos energéticos que dificultan que se mantenga a largo plazo (Tassino et al., 2017). Por

otro lado, los cambios demograficos en los charcos con el aumento de la proporcion sexual a favor de
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las hembras hacia el final de la temporada podrian modificar el contexto social de la competencia entre
machos a lo largo de la estacién reproductiva. El conjunto de estas condiciones favorece un escenario
donde las interacciones agonisticas entre los machos son constantes y la jerarquia que se establece es

muy dinamica.

En resumen, la anualidad genera presiones evolutivas extremas sobre las poblaciones que responden
con adaptaciones del desarrollo, fisioldgicas y comportamentales (Berois et al., 2016). La capacidad de
reproduccién continua durante toda su vida adulta y la seleccidén sexual potente, que imponen un
régimen de interacciones agonisticas intensas entre machos de las que emergen consistentemente
individuos dominantes y subordinados con diferencias morfolégicas y conductuales claras y medibles,
sumado a los antecedentes especificos de estudios en eleccién de pareja y una relacién no tradicional
entre estrés y reproduccidn, convierten a Austrolebias reicherti en un modelo interesante y novedoso

para estudiar las bases neuroenddcrinas de la conducta agonistica en su contexto ecoldgico.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La agresién es un comportamiento social ubicuo entre los animales que emerge como solucién
adaptativa a la competencia intraespecifica por recursos limitantes, principalmente el acceso a eventos
reproductivos. Factores como el tamafo, la condicion corporal, la experiencia previa o la residencia
previa sobre el territorio influyen tanto en la estructura como el resultado del conflicto. Por otra parte,
los esteroides sexuales, androgenos y estrégenos, son importantes moduladores de esta conducta y
que a su vez son modulados por las experiencias sociales. La historia de vida de los peces anuales
impone un escenario de seleccién sexual intensa donde la competencia entre machos y los
enfrentamientos agonisticos juegan un rol central en el éxito reproductivo de los individuos. Esta tesis
se centra en la descripcidon de la conducta agonistica entre machos en el pez anual Austrolebias reicherti
y en el andlisis de la regulacion de dicha conducta por parte de los esteroides sexuales, andrégenos y

estrogenos.

Hipétesis general

Los machos de A. reicherti establecen enfrentamientos agonisticos que culminan con el establecimiento
de relaciones de dominancia y subordinacién en las que el tamafio corporal y la residencia previa en el
territorio afectan la estructura y el resultado de las contiendas. A su vez, la dominancia se encuentra

asociada a altos niveles androgénicos mientras que la agresiéon es modulada por los estrégenos

En particular, se plantean las siguientes hipotesis de trabajo:

H1. El tamafio corporal afecta la probabilidad de dominancia

H2. La asimetria en la residencia previa sobre el territorio afecta la estructura de las contiendas asi
como la probabilidad de dominancia.

H3. La hormona 11-ketotestosterona (11KT) estd asociada a un mayor nivel de agresion y sus
niveles son mayores en los individuos ganadores respecto a los que pierden una contienda.

H4. Los niveles circulantes de 11KT aumentan en ambos contendientes al atravesar un encuentro
agonistico.

H5. La via estrogénica interviene en la modulacion de la conducta agonistica en A. reicherti.
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Objetivo general: Caracterizar la conducta agonistica entre machos de A. reicherti y evaluar el rol de
los andrégenos y estrégenos en la conducta agonistica y en la relacidn de

dominancia y subordinacién.

Objetivos especificos
1. Caracterizacién de la conducta agonistica entre machos de A. reicherti.
a. Describir cualitativa y cuantitativamente la estructura de una interaccién agonistica
diadica.
b. Evaluar el efecto del tamafio de los contendientes sobre el resultado de una interaccion
agonistica diaddica.
c. Evaluar el efecto de la residencia previa sobre el territorio sobre la estructura y

resultado de una interaccion agonistica diddica.

2. Evaluar la asociacion entre las hormonas esteroideas 11KT y 17@-estradiol (E2) y el
comportamiento agonistico de machos de A. reicherti
a. Evaluar la asociacién entre el estatus social adquirido durante un enfrentamiento
agonistico diddico y el nivel circulante de 11KT y E2.
b. Evaluar la relacién entre el nivel de agresion y los niveles de 11KT y E2.
c. Evaluar el efecto de la inhibicién de la sintesis de estradiol sobre la modulacién del

comportamiento agonistico.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL GENERAL

Para describir la conducta agonistica de A. reicherti y analizar los factores que afectan su dindmica
temporal, asi como explorar el rol de andrdogenos y estrégenos en su regulacion se siguié una estrategia
experimental consistente en dos etapas. La primer etapa consistid en el desarrollo de encuentros
agonisticos diddicos entre machos adultos sin experiencia social con una asimetria en su tamafio, bajo
dos protocolos conductuales diferentes: arena neutra y residente-intruso. A partir de dichos ensayos
se cuantificd el comportamiento y se obtuvieron muestras de plasma de los individuos ganadores,
perdedores, asi como de individuos que no participaron del encuentro agonistico, con el fin de
cuantificar los niveles circulantes del andréogeno 11KT y el estrogeno E2. La segunda etapa consistié en
el desarrollo de encuentros agonisticos diddicos entre machos, bajo uno de dos tratamientos: i)
administracion del farmaco Fadrozole, inhibidor de la enzima aromatasa, ii) administracion de la

solucion vehiculo (control).
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CAPITULO |
Caracterizacion de la conducta agonistica

Para realizar la caracterizacién de la conducta agonistica se siguieron los siguientes objetivos
> Describir cualitativa y cuantitativamente la dindmica temporal de las interacciones
agonisticas de A. reicherti
> Evaluar la influencia de las asimetrias entre los machos en peso, largo y condicién
corporal sobre en la dindmica y el resultado de un encuentro agresivo.
> Evaluar el efecto de la residencia previa en el territorio sobre la dindmica de la
contienda

> Evaluar la relacion entre el comportamiento exhibido y el estatus social adquirido

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron un total de 64 ejemplares macho adultos de Austrolebias reicherti criados en el acuario de
Facultad de Ciencias bajo condiciones de temperatura constante (192C) y fotoperiodo natural. Los
individuos se mantuvieron durante su etapa larval en tanques grupales (densidad: 2 ind./L) y una vez
alcanzada la madurez sexual, fueron alojados en peceras individuales visualmente aisladas conteniendo
2 L de agua declorada. Los animales fueron alimentados a en su etapa larval con Artemia salina y en su
etapa juvenil y adulta con Tubifex tubifex ad libitum. El agua de los acuarios fue renovada parcialmente
cada 48 horas. El protocolo experimental fue aprobado por la CEAU de Facultad de Ciencias (nimero
de expediente 240011-002308-14). Se trabajé con animales de 5y 6 meses de edad. Algunos de ellos
recibieron una experiencia social previa, luego de la cual se esperd 2 meses para ser utilizados en

experimentos conductuales.

Ensayos conductuales

Se realizaron encuentros agonisticos diddicos (n = 32) entre machos con una asimetria de largo y peso
de 6,9+4,0%yde21,4+4,9 % respectivamente (media + ds) enfrentando animales de igual edad. Se
utilizaron ejemplares de pesoy largo estandar de 1,88 + 0,4 gy 4,28 + 0,27 cm respectivamente (media
+ ds). Para evaluar el efecto de la residencia previa sobre la dindmica de la contienda se realizaron
ensayos bajo dos protocolos comportamentales: i) arena neutra (AN, n=17): ambos individuos fueron

colocados en simultdneo en el acuario experimental; i) residente-intruso (RI, n=15): el macho de mayor
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tamafio (i.e. mayor peso y largo) fue colocado en el acuario experimental la noche anterior al test y el
macho de menor tamafio fue colocado al momento del test. La asignacion de los machos al protocolo
AN o Rl fue realizada al azar. No hubo diferencias significativas en la asimetria de tamafios de las diadas
asignadas a cada protocolo (largo: Test de t, t=0,60, p = 0,56; peso: Test de Wilcoxon: W = 126, p =
0,97). Las contiendas se llevaron a cabo en acuarios de dimensiones 40 x 13 x 15 cm (largo x ancho x
altura), divididos a lo largo en dos compartimientos iguales por una compuerta opaca removible, y con
un piso homogéneo de turba (Fig. 2). En ambos protocolos, los animales tuvieron 10 min de
aclimatacién previo al levantamiento de la compuerta. En el protocolo Rl, la compuerta fue colocada al
momento de introducir al macho intruso y los machos residentes fueron agitados brevemente con la
red de mano para igualar el estrés provocado al macho intruso durante el traspaso a la pecera
experimental. Una vez removida la compuerta, se registré el comportamiento de la diada durante 60
min de interaccién. La resolucion del conflicto se establecié como el momento en que uno de los
machos mostré comportamiento de sumision (i.e. huida y pérdida de la coloracion corporal) sin
reversion posterior de la dominancia (Passos et al 2013b). Finalizados los ensayos conductuales, los
animales fueron procesados para la obtencién de muestras de plasma para la cuantificacion hormonal
(Capitulo I1). Todas las experiencias fueron realizadas en la estacion experimental de la Seccion Etologia
de Facultad de Ciencias, entre las 10:00 y las 16:00 hs bajo condiciones de luz artificial calida (SMD LED
Flexible Strips) y temperatura constante (19°C). El traslado de los animales del lugar de mantenimiento

a la estacién experimental se realizé el dia previo al momento del test.

+— 20am

\ 15 cm

Macho grande

13 cm

e

Macho chico

« 40 cm »

1
Piso de turba homogéneo 1 Compuerta removible @ Profundidad del acuario
1

Fig. 2. Sistema de experimentos conductuales de interaccion diadica macho-macho. Acuario de 40 x 13 x 15 cm
(largo x ancho x altura) dividido a lo largo por una compuerta removible (opaca y no estanca), con un piso de
turba homogéneo. Protocolo arena neutra: los individuos fueron colocados en simultdneo y dejados aclimatar
por 10 min previo al levantamiento de la compuerta. Protocolo residente-intruso: el macho residente (grande),
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fue colocado la noche anterior y el macho intruso (chico) colocado 10 min previo al levantamiento de compuerta
(el macho residente fue agitado levemente con la red de mano para igualar picos de estrés entre residentes e
intrusos).

Procesamiento de datos conductuales

A partir de los videos registrados, se cuantificé el comportamiento mediante el software J-Watcher
version 1.0. Las unidades conductuales fueron identificadas a través ensayos preliminares a partir de
las descritas para A. charrua: ataques, despliegue lateral, despliegue sigmoide, despliegue lateral con
contacto, y sumision (Passos et al 2013b). Se cuantificé la ocurrencia de estas unidades
comportamentales para: A) los primeros 5 min luego del primer despliegue agonistico (ataque o
despliegue de amenaza) de la diada, B) los 5 min previos a la resolucién de la contienda, C) los primeros
5 min pos-resolucién y D) los 5 min previos a la extraccidn de la sangre (Fig. 3), y se calculd la tasa de
despliegues totales, ataques y despliegues laterales para el periodo pre-resolucién (A + B) y pos-
resolucion (C + D). Ademas, se registrd la latencia al primer despliegue, ataque y al momento de la
resolucion del conflicto (Mresol). Se definieron las etapas de la contienda de acuerdo a Batista et al,,
(2012) y Passos et al., (2013b) en: 1) evaluacion: desde el levantamiento de la compuerta hasta la
ocurrencia del primer ataque de la diada; 2) contienda: desde la ocurrencia del primer ataque de la
diada hasta Mresoi; y 3) pos-resolucion: a partir del momento de resolucién del conflicto. En cada una de
estas ventanas de andlisis se la tasa cuantifico para cada individuo, i) el nimero de despliegues agresivos
de cada unidad conductual, ii) la latencia al primer despliegue agonistico, iii) la latencia al primer ataque.
Para cada diada se cuantificd asimismo: la duracion de la evaluacidn (latencia al primer ataque de la
diada) y vi) la duracion de la contienda. Aquellas diadas cuyo tiempo a la resolucion del conflicto
(evaluacion + contienda) excedid los 50 min, fueron excluidas del andlisis. Se calculd el indice de
condicién corporal de Fulton (K) como 100 x Peso / (Largo estandar)?, siendo el peso expresado en

gramos y el largo en centimetros.
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60 min

Levantamiento > 15 min
de compuerta Extraccién de
1 despliegue Resolucién sangre
v 5 min 5 min \ 5 min 5 min v
TID, |

T1A, I Pre-resolucién

Duracion de la contienda
B Pos-resolucion

Tiempo a la resolucion

Fig. 3. Periodos para los cuales se cuantificd el comportamiento agonistico. Se analizaron 10 min pre-resolucién
(area anaranjada) considerando los primeros 5 min luego del primer despliegue (A) y los 5 min previos al momento
de la resolucidon (Mresol) (B), y 10 min pos-resolucion (area azul), considerando los primeros 5 min luego de Mresol
(C) y los 5 min previos a la extraccién de sangre (D). A su vez, se registro la latencia al primer despliegue, latencia
al primer ataque (i.e. duracidon de la evaluacion), duracion de la contienda (desde primer ataque a Myresol) Y €l
tiempo a la resolucién (desde el levantamiento de compuerta a Mresol).

Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto del tamafio (mayor largo y peso) sobre el resultado de la contienda, se realizd un
test binomial para poner a prueba la hipdtesis de que la proporcién de ganadores grandes fue distinta
de 0.5. De manera complementaria, se ajusté una regresiéon logistica utilizando un modelo lineal
generalizado (GLM), para modelar la probabilidad de ganar la contienda de acuerdo a la asimetria en
peso, largo y condicion corporal entre los contendientes. Para evaluar diferencias en el
comportamiento entre los individuos grandes y chicos de cada diada se realizaron test de t de muestras
pareadas, cuando los supuestos de normalidad fueron cumplidos, y se ajustaron GLM mixtos (GLMM)
con la variable diada como efecto aleatorio, en caso inverso. Para evaluar la relacion entre medidas
morfométricas de los individuos y el tiempo a la resolucidn, asi como para evaluar la correlacion entre
el comportamiento de dominantes y subordinados, se ajustaron regresiones lineales simples. Para
todos los GLM, se realizé un andlisis visual de los residuales para evaluar la normalidad y homogeneidad
de varianza en el espacio de la funcién de conexidn g, se evalud la normalidad de los residuales por el
test de Shapiro-Wilk, y se evalud su calidad de ajuste mediante el AIC. A menos que se indique lo
contrario, los datos son expresados como media * ee (error estandar). Todos los analisis fueron hechos

en el software R version 3.5.2.
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RESULTADOS

Se analizaron 24 interacciones diddicas macho-macho, 17 en protocolo arena neutra (AN) y 7 en

protocolo residente-intruso (RI), en las que se identificaron las unidades conductuales ataque,

despliegue lateral, despliegue lateral con contacto, despliegue sigmoide, giro y sumision descritas en

Passos et al., (2013b) para Austrolebias charrua (Tabla 1, Fig. 4). Se describié asimismo la unidad

conductual ronda, si bien no fue considerada en el andlisis de datos. En todos los experimentos

analizados las parejas establecieron contiendas, las cuales fueron resueltas en su totalidad,

estableciéndose un dominante (ganador del conflicto) y un subordinado (perdedor del conflicto).

Tabla 1. Unidades conductuales de la interaccion agonistica diddica macho-macho en A. reicherti, clasificadas en

despliegues ofensivos (ataques y despliegues de amenaza) y despliegues de sumision.

Despliegues ofensivos

Despliegues de sumisién

Ataques

Despliegues de amenaza

Ataque
Mordida

Despliegue lateral

Despliegue lateral con contacto

Despliegue sigmoide

Ronda

Huida

Apagado de la coloracién

Repliegue de aletas

Embates bruscos contra el oponente con la cabeza o el flanco

A menudo dirigidas a las aletas. Ocasionalmente puede sostenerse hasta
que el oponente se libera.

El individuo orienta su flanco hacia el receptor y hace vibrar su cuerpo
rapidamente con las aletas completamente extendidas.

Ambos machos en contacto en posicién paralela o anti-paralela realizando
despliegue lateral (arriba). Ocasionalmente puede extenderse por varios
segundos o minutos.

El individuo contornea su cuerpo hacia un lado y otro en forma brusca.

Ambos machos giran repetidamente en torno a un mismo eje.

Nado rapido alejandose del oponente hacia los bordes del acuario que
usualmente sefiala la resolucién del conflicto.

Perdida de la pigmentacidn en cuerpo y aletas quedando de color pélido.
Suele ocurrir pocos segundos luego del momento de la resolucion del
conflicto (primer huida).

Repliegue de la aleta dorsal y anal. Suele acompafiar el momento de

resolucion del conflicto.
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Fig. 4. Unidades comportamentales observadas durante los encuentros agonisticos diadicos macho-macho en A.

reicherti durante el periodo pre-resolucion (a y b) y pos-resolucién (c) del conflicto: a) despliegue lateral con
contacto: los machos se colocan en posicién paralela o antiparalela, b) ataque, ocasionalmente culmina en una
mordida con agarre, c) comportamiento de sumision exhibido por el macho subordinado.

La media global para la latencia al primer despliegue fue de 97 + 97 seg, en un rango entre 8 y 369 y
una mediana de 51 seg; la duracion del periodo de evaluacién (latencia al primer ataque de la diada)
fue de 208 + 174 seg, en un rango entre 25y 717 y una mediana de 175 seg. La duracion de las
contiendas fue de 1406 + 736 seg, en un rango entre 69y 2826, siendo la mediana de 1644 seg (Fig. 5).
La residencia previa no afecté la dindmica de la contienda (Latencia al primer despliegue: GLM Gamma,
F =0,63, p = 0,44; Duracién de la evaluacién (latencia al primer ataque): GLM Gamma, F = 1,12, p =
0,30; Duracion de la contienda: GLM Gauss, F = 1,74, p = 0,20). En la tabla 2 se resumen la latencia al
primer despliegue, latencia al primer ataque, duracion de la contienda y frecuencia de despliegues para

los protocolos AN y Rl junto a los test estadisticos respectivos.

Evaluacién Contienda Pos-resolucion

4——— Duracion de la contienda ——p
1er despliegue 2020,3 + 1326,8 seg
86,4 + 951 seg (918,5— 1783,0 — 2918.2)

(26,0 - 50,5- 96,0) v

1¢r ataque Resolucion
183,3 + 157 2 seg
(80,5- 112,56 257,2)

Fig. 5 Dindmica temporal de las interacciones agonisticas macho-macho en Austrolebias reicherti. Se indican el
tiempo al primer despliegue desde la apertura de compuerta, la duracion de la evaluacion (latencia al primer
ataque de la diada, amarillo) y duracién de la contienda (rojo). La resolucién del conflicto fue determinada por el
momento en que uno de los machos muestra comportamiento de sumisién (huye, repliega sus aletas y apaga su
coloracion). Media + ds, y debajo entre paréntesis (itdlica), primer cuartil - mediana - tercer cuartil; n = 32.
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Fig. 6. Tasa media de las unidades comportamentales mas frecuentes exhibidas durante los periodos pre (rojo) y
pos-resolucion (verde). En orden decreciente de frecuencia: despliegue lateral, ataque, despliegue sigmoide y
despliegue lateral con contacto. Las tasas pre-resolucién corresponden al promedio entre ambos machos de la

diada. El total de los despliegues ofensivos post-resolucién son realizados por los individuos dominantes.

Tabla 2. Pardmetros de la interaccidn agonistica diddica en Arena neutra y Residente-intruso

Arena neutra Residente — Intruso
p-valor F ~g *
n=17 n=7

Latencia al primer despliegue (seg) 107 + 26 74 £ 29 0,44 0,63 Gamma
Duracion de la evaluacion (seg) 229+47 155 + 37 0,30 1,12 Gamma
Duracidn de la contienda (seg) 1281 + 169 1710 + 300 0,20 1,74 Gauss
Tasa de despliegues totales pre-

aesplieg P 5,81+0,54 3,72+ 1,04 50,04 4,84 Gauss
resolucién (min-1)
Tasa de atagues pre-resolucion (min-1) 2,45+ 0,29 1,46 +0,21 0,06 3,81 Gauss
Tasa de atagues post-resolucion (min-1) 0,92+0,21 0,50 +0,18 0,20 1,75 Gamma

Media + SE
* Distribucion de errores del GLM
$ Diferencia significativa

Las unidades comportamentales mas frecuentes fueron el despliegue lateral y los ataques,
representando entre ambas unidades, el 89% de los despliegues realizados durante el periodo pre-
resoluciony el 99% de los despliegues pos-resolucién (Fig. 6). Durante el periodo pre-resolucion, la tasa

media de despliegues agresivos totales y de ataques fue de 5,3 2,1 minty 2,2 £ 1,1 mint (media + ds)
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respectivamente. Durante el periodo pos-resolutivo, Unicamente los dominantes exhibieron conductas
ofensivas siendo |a tasa de despliegues totales de 1,4 + 1,2 min?, y la tasa de ataques de 0,8 + 0,8 min
! (media *+ ds). La residencia previa redujo significativamente la tasa de despliegues totales y
marginalmente la tasa de ataques pre-resolucion (Tasa de despliegues totales pre-resolucion: GLM
Gauss, F=4,84, p=0,04; Tasa de ataques pre-resolucién: GLM Gauss, F = 3,81, p = 0,06), mientras que

no afectd la tasa de ataques pos-resolucién (GLM Gamma, F=1,75, p = 0,20) (Tabla 2).

Relacién entre la asimetria en RHP y dindmica y resultado de la contienda

En el 83% de los encuentros, el macho de mayor peso y largo (i.e. mayor tamafio) resulté ganador de
la contienda (20/24, Test binomial: p<0,001). La residencia previa no afectd la probabilidad de los
individuos grandes de resultar ganadores (Arena Neutra: 14/17, Residente-Intruso: 6/7, Test de Fisher:

p=1).

Tanto la asimetria relativa en el peso como en el largo entre los machos de cada diada, afectaron la
probabilidad del macho de mayor tamafio de ganar la contienda. A mayor asimetria respecto al pesoy
al largo, mayor la probabilidad de ganar la contienda (regresion logistica: Apeso: z=3.30, p < 0,001, R2
=0,39; ALS: z = 2,93, Fig. 7a, p < 0,01, R2 = 0,42, Fig. 7b). Sin embargo, la asimetria en la condicion
corporal no mostré relacién significativa con la probabilidad de dominancia (regresion logistica: ACC: z

=0,19, p =0,85).
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Fig. 7. Relacion entre la asimetria relativa (focal-oponente/focal) en largo (a) y peso (b) y la probabilidad de resultar
dominante. Andlisis realizado sobre datos independientes asignando aleatoriamente uno de los machos de cada
diada como macho focal. (Regresidn logistica: APeso: p-valor < 0,001, n=24; ALS: p-valor < 0,01, n=24).
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Los machos grandes vy chicos (tanto en largo como en peso) de cada diada no difirieron en su latencia
al primer despliegue (GLMM, t = 0,56, p-valor = 0,57, Fig 8a, Tabla 3), pero si en la latencia al primer
ataque (GLMM, t = 3,06, p-valor < 0,001, Fig 8b, Tabla 3). En 17 de 24 (71%) de las contiendas, ésta fue

iniciada por el macho de menor tamafio (Test Fisher, p < 0,001).
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Fig. 8. a) Latencias al primer despliegue y b) primer ataque, c) frecuencia de despliegues laterales pre-resolucion
y d) frecuencia ataques pre-resolucién de los machos chicos (rojo) y grandes (azul) de cada diada. Se muestran la
Media + SE (Anélisis pareado por GLMM, * p-valor < 0,001).
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Por otro lado, el nivel de agresividad previo a la resolucion del conflicto fue similar entre los machos

chicos y grandes de cada diada (Despliegues laterales, Test de t pareado: t = -1,36, p = 0,19; ataques:

Test de t pareado: t =-1,09, p = 0,29, Fig. 8c, 8d, Tabla 3).

Tabla 3. Comportamiento agonistico de machos chicos y grandes de cada diada previo a la resolucion

del conflicto.
Chico Grande p-valor t ~E

Latencia al primer despliegue (seg) 90+21 105 + 23 0,56 0,56 Gamma
Latencia al primer ataque (seg) 21435 31172 * 0,002 3,06 Gamma
Tasa de Despli Laterales pre-resolucion

asa de Lespliegues Lateraies p 2,55+ 0,22 2,84+ 0,24 0,19 1,368 -
(min1)
Tasa de ataques pre-resolucion (min-1) 2,09 0,25 2,30+ 0,27 0,29 -1,09% -

Los valores se muestran como Media + SE

~¢ Distribucién de errores del GLMM colocando la identidad de la diada como factor aleatorio, ® Test de t pareado.

* Diferencia significativa

Relacién entre RHP y Duracién del conflicto

No se detectd relacidn entre la asimetria en peso, largo estandar o condicién corporal y la duracién del

conflicto (Correlacion de Pearson, df = 22: Peso: t = -0,94, p-valor = 0,36; Largo: t = 0,06, p-valor = 0,95;

Condicién corporal: t = -1,60, p-valor = 0,12). No se detectd relacién entre peso, largo (datos no

mostrados) o condicion corporal (Fig. 9by 9¢) de dominantes o subordinados y el tiempo a la resoluciéon

del conflicto (Cond. corporal x Duracion conflicto, Correlacién de Pearson, n =24, DOM: t =-1,18, df =

22, p-valor =0,25, Fig. 9b; SUB: t = 0,58, df = 22, p-valor = 0,57, Fig. 9c¢).
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Fig. 9. a) Relacién entre la asimetria en tamafio (condicién corporal) y la duracion del conflicto. b) Relacion entre

la condicién corporal de los dominantes y la duracién del conflicto. c) Relacién entre la condicién corporal de los

subordinados y la duracién del conflicto. Ninguna de las correlaciones fue significativa.

28



El comportamiento de dominantes y subordinados presentd una fuerte correlacion positiva durante el
periodo pre-resolucién tanto en el nimero de despliegues laterales (Correlacién de Pearson, df =21, t

= 3,03, p< 0,01, R? = 0,55, Fig. 10a), como de ataques (Correlacidn de Kendall, df = 21, t = 6,00, p <
0,001, R? = 0,79, Fig. 10b).
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Fig. 10. Relacién entre el comportamiento de dominantes y subordinados previo a la resolucién del conflicto. a)

Despliegues laterales, b) ataques. Regresion lineal significativa (linea azul): a) R = 0,55, p < 0,01, b) R?=0,79, p <
0,001.
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CAPITULO Il

Regulacion hormonal de la conducta agonistica

Para evaluar el rol de los esteroides sexuales en el comportamiento agonistico de A. reicherti, se

plantearon los objetivos en base a dos abordajes experimentales:

> Determinar los niveles hormonales plasmaticos de 11-ketotestosterona (11KT) y 17B-estradiol
(E2) en machos que resultaron dominantes y subordinadas en un conflicto agonistico, asi como

en machos que no atravesaron dicha experiencia social.

> Evaluar el efecto de la administracién del farmaco Fadrozole, un inhibidor especifico de la

enzima aromatasa, sobre el comportamiento agonistico.

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron 87 machos adultos de Austrolebias reicherti criados en el acuario de Facultad de Ciencias
bajo condiciones de temperatura constante (199C) y fotoperiodo natural. Durante la etapa larval los
individuos se mantuvieron en tanques grupales (densidad: 2 ind./L) y se alimentaron con Artemia salina
Yy, una vez alcanzada la madurez sexual, se alojaron en peceras individuales visualmente aisladas, y se
cambid el alimento por Tubifex tubifex ad libitum. El agua de los acuarios fue renovada parcialmente
cada 48 horas. El protocolo experimental fue aprobado por la CEAU de Facultad de Ciencias (nimero
de expediente 240011-002308-14). Los experimentos de la primer etapa (cuantificacién hormonal) se
realizaron con animales de entre 5y 6 meses de edad, y si bien algunos de ellos tuvieron una experiencia
social previa, se esperd al menos 2 meses para utilizarlos en los experimentos. Los experimentos de la

segunda etapa (manipulacion farmacoldgica), se realizaron con animales de 3 meses de edad.
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2.1 Relacion entre el comportamiento agonistico y los niveles
plasmaticos de 11-ketotestosterona y 173-estradiol

Ensayos conductuales y obtencion de muestras

Para obtener muestras de machos dominantes (ganadores de un enfrentamiento agonistico),
subordinados (perdedores de un enfrentamiento agonistico), se realizaron encuentros agonisticos
diddicos (n = 17) entre machos con una asimetria de largo y pesode 7,2 + 4,0 % y de 21,9 + 5,2 %
respectivamente (media + ds) enfrentando animales de igual edad. Para la cuantificacién de 11KT y E2,
se realizaron 8 y 9 ensayos de interaccién diddica respectivamente todos bajo un protocolo de arena
neutra (AN). Los ensayos conductuales fueron realizados de acuerdo al protocolo conductual detallado
en el capitulo | y sobre el mismo sistema experimental (Fig. 2). En breve: Una vez ambos machos fueron
colocados en el acuario experimental, los animales tuvieron 10 min de aclimatacion previo al
levantamiento de la compuerta, momento en que se inicio el registro del comportamiento por 60 min.
En este caso, los enfrentamientos cuyo tiempo de resolucién del conflicto excedid los 45 min, no fueron
considerados en el andlisis. A su vez, se obtuvieron muestras de plasma de machos que no pasaron un
enfrentamiento agonistico (tratamiento control). Los animales sometidos al tratamiento control,
atravesaron el mismo protocolo conductual previamente detallado, pero sin enfrentarse a otro
individuo. La asignacion de los machos a la experiencia agonistica o control fue realizada al azar,

contemplando la homogeneidad en el rango de tamafios entre ambos grupos.

Cumplidos 60 min desde el levantamiento de compuerta, los individuos fueron retirados de la arena
experimental, fotografiados y anestesiados (2-fenoxietanol, 0.5 ml/l) para colectar la sangre mediante
amputaciéon del peddnculo caudal. La sangre fue colectada mediante capilares de hematocrito
heparinizados y colocada a 4°C para su posterior centrifugacién. El tiempo de manipulacion entre el
retiro del animal del agua y el fin de la colecta de sangre nunca superd los 3 min. Una vez finalizada la
extraccion de sangre, los animales fueron sacrificados mediante sobredosis de anestesia con 2-
fenoxietanol (0.5 ml/l). Los machos perdedores del conflicto (i.e subordinados) fueron retirados
siempre antes que los machos ganadores (i.e. dominantes) y la diferencia de tiempo entre las colectas
de sangre de ambos machos fue nula no excedié en ningln caso los 5 min. Posteriormente la sangre de
ambos machos fue centrifugada directamente en los capilares a 1500 G por 15 min, y el plasma
colectado con jeringas de 0.5 ml y almacenado a -20°C para su posterior analisis. Las carcasas fueron
procesadas para obtener el peso de la génaday el peso total del ejemplar. Todas las experiencias fueron
realizadas en la estacién experimental de la Seccién Etologia de Facultad de Ciencias, entre las 10:00 y

las 16:00 hs bajo condiciones de luz artificial calida (SMD LED Flexible Strips) y temperatura constante
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(19°C), intercalando experiencias control y agonisticas a lo largo del dia. El traslado de los animales del

lugar de mantenimiento a la estacion experimental se realizé el dia previo al momento del experimento.

La Tabla 4 resume el peso y largo de los individuos y asimetrias en tamafio de las diadas a partir las
cuales se obtuvieron muestras de plasma para cuantificar ambas hormonas. A partir de 17
enfrentamientos diddicos y 17 individuos control se obtuvieron un total de 47 muestras de plasma. Se

utilizaron 23 muestras para cuantificar 11KT y 24 para cuantificar E2 (Tabla 4).
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abla 4. Numero de experimentos realizados durante la Tesis a partir de los cuales se obtuvieron datos analizables. Se muestran el peso, largo y % de asimetria
Tabla4. N d p t lizados d telaT partir de | | bt dat lizables. S t | peso, largoy % d t

entre los machos utilizados en los experimentos de interaccién diddica, asi como el nimero de muestras de plasma obtenidas y efectivamente cuantificadas.

Ensayos conductuales diadicos

Muestras de plasma

cuantificadas por ELISA

Largo

Etapa Protocolo Tratamiento . Asimetria Asimetria Edad
. - # ensayos Peso (g) Estdndar Dom Sub Con Tot
experimental conductual farmacolégico (mm) Peso (%) Largo (%) (meses)
CAPITULO |
1 Descripcion
comportamiento Arena Neutra 17 1,98 £ 0,46 42,5+2,9 21,4+5,7 7,3+4,2 5-6 Se muestran en la
agonistico 24 secciones del
Residente - 7 1774028  432+25  215%41  64%39 5-6 CAPITULO T
Intruso
CAPITULO Il
211 ificacio
Cuantificacion Arena Neutra 8% 227+034 436+20  198+31 58+3,2 6 8 7 8 23
hormonal 11KT
17
2.1.2 ifi i0
Cuantificacion Arena Neutra 9 1,72+038  414%32  227+73  86+48 5 g 70 9B 24
hormonal E2
22 Manipulacién
farmacoldgica via Fadrozole 10 1,58 +0,38 38,2+3,2 20,9+4,3 5,9+4,0 3 - - -
estrogénica Arena Neutra 18
Control 8 1,82+0,37 40,4 +2,6 17,5+4,3 58+4,0 3 - - -

Total de muestras de plasma cuantificadas en la Tesis: 47

Media + DS

* Subconjunto de los ensayos conductuales del Capitulo 1.

()Superindice entre paréntesis: nimero de muestras agrupadas (agrupando plasma de 2 individuos)
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Cuantificacion de niveles hormonales en plasma por ELISA

Para la cuantificacion de los niveles de 11KT y E2 en muestras de plasma se utilizaron kits comerciales
de Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas en inglés) (Cayman Chemical,
Ann Arbor, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron sometidas a un
protocolo de extraccién liquido-liquido con acetato de etilo. Este protocolo fue previamente utilizado
para la cuantificacion de cortisol en A. reicherti y Gymnotus omarorum (Jalabert et al., 2015; Passos et
al.,, 2017). Previo a la extraccién, las muestras fueron diluidas en el Buffer proporcionado por el
fabricante, al doble de la dilucién final de trabajo y las hormonas esteroideas fueron doblemente
extraidas del plasma utilizando acetato de etilo en una proporcién solvente:muestra (8:1). Las muestras
fueron posteriormente evaporadas durante la noche en un bafio de agua a 50 °C y reconstituidas en
Buffer de ELISA a las diluciones de trabajo. Las diluciones de trabajo fueron de 1:100 para 11KTy 1:8y
1:16 para E2. Todas las muestras fueron testeadas en duplicado y todos los grupos experimentales
(dominantes, subordinados y controles) fueron incluidos en cada kit. Las placas de ELISA fueron leidas
en un espectrofotémetro a 412 nm (Varioskan Flash, Thermo Scientific). Solo se consideraron las
lecturas dentro del rango lineal del ensayo (80%B/Bo - 20%B/Bo). El limite de deteccién para estos
ensayos es de 1,3 pg/ml para 11KT y 6,6 pg/ml para E2. El coeficiente de variacién intra-ensayo fue de
6,3% para 11KT y 9.5% para E2. El coeficiente de variacién inter-ensayo fue calculado en base a una
muestra agrupada de varios machos A. reicherti incluida en cada kit, siendo de 24,2% para 11KT y 5,9%
para E2. La recuperacidn de la extraccion se estimoé en 67% para 11KTy 77% para E2. El ensayo de 11KT
y E2 fue validado para A. reicherti evaluando el efecto matriz y el paralelismo entre la curva estandar
log-transformada y 4 diluciones seriadas de dos muestras. Los coeficientes de regresiéon de las
diluciones seriadas fueron de 0.82 y 0.83 para las muestras de 11KT y de 0.89 y 0.96 para las muestras
de E2; las pendientes de estas rectas no mostraron ser significativamente diferentes de la curva
estandar (11KT: Test de F para el coeficiente de la interaccion entre las variables Factor de Dilucién y
Muestra: 11KT: p=0.13; E2: p = 0.66). El efecto matriz se evalué mediante el % de recuperacion de una
cantidad conocida de hormona (standard) afiadida a una muestra o “spike”, calculado como: 100 x
(Lectura muestra + spike - Lectura muestra) / Lectura spice. El % de recuperacién del spike fue de 94,3% para
11KTy de 78,5% para E2. Para la validacion de la técnica se utilizaron muestras de plasma de ejemplares
macho adultos de A. reicherti. Debido al pequefio tamafio de los ejemplares de A. reicherti, algunas
muestras debieron ser agrupadas para alcanzar el nivel de sensibilidad del kit de E2. Las muestras
fueron agrupadas de acuerdo al estatus social adquirido durante el encuentro agonistico (dominantes,
subordinados, o controles), respetando el protocolo conductual (arena neutra/residente-intruso) y
considerando el peso de los animales. Para las muestras agrupadas, los valores de las variables

morfométricas y conductuales de los individuos conformantes de cada pool, fueron ponderados por la
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proporcion de plasma de cada individuo en el pool. Para la cuantificacion de 11KT se utilizaron muestras
individuales. Debido al pequefio tamafio de los ejemplares y al escaso volumen de sangre extraido, no

fue posible obtener valores de ambas hormonas para un mismo individuo.

Procesamiento de datos conductuales
Se siguid el protocolo de procesamiento de datos conductuales detallado en el capitulo I, con las
modificaciones mencionadas arriba (i.e. se cuantificd el comportamiento por 60 min y solo fueron

consideradas los conflictos resueltos durante los primeros 45 min de interaccion) (Fig. 11).

60 min
Levantamiento > 15 min
de compuerta Extraccidn de
1* despliegue Resolucién sangre
v 5 min § min v 5 min 5 min v
TID,
T1A, - Pre-resolucién

Duracién de la contienda

B ros-resolucion

Tiempo a la resolucién

Fig. 11. Protocolo conductual para la obtenciéon de muestras de plasma para la cuantificacién de 11KT y E2. Los
machos fueron dejados interactuar por 60 min. El comportamiento fue analizado durante los primeros 5 min
luego del primer despliegue de la diada (T1D4) (A), los 5 min previos al momento de la resolucién (TR) (B), los
primeros 5 min luego de TR (C), y los 5 min previos a la extraccién de sangre (D). A su vez, se registré la latencia
al primer despliegue y ataque de cada individuo, la duracién de la evaluacién (latencia al primer ataque de la
diada, T1Ag), y duracion de la contienda (desde T1Aq4 a TR).

Andlisis estadistico

Se utilizaron modelos lineales generalizados (GLM) con distribucion de errores gaussiana (regresion
lineal, ML) y no gaussiana, o se realizaron test no paramétricos cuando la calidad de ajuste de los
modelos no fue satisfactoria. La calidad de ajuste de los GLM fue evaluada por i) exploracion visual de
los residuales (grafico de valores residuales vs. valores ajustados por el modelo, y grafico de residuales
estandarizados vs. cuantiles tedricos de una distribucion normal), ii) evaluando la normalidad de los
residuales por el test de Shapiro-Wilk, vy iii) mediante el AIC. Cuando pertinente, se realizaron test pos
hoc de Tuckey o Test de Wilcoxon con correccién de Benjamini-Hochberg segun el caso. Se evalud el
efecto de pardmetros anatdomicos (peso, largo, condicién corporal, indice gonadosomatico) asi como
de la hora de colecta de sangre sobre los niveles hormonales considerando el conjunto de la base de

datos, sobre los niveles hormonales. Para evaluar el efecto de atravesar una experiencia agonistica y
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resultar ganador o perdedor sobre los niveles hormonales, se ajusté un modelo lineal generalizado con
varianza estructurada por nivel del factor estatus (i.e. control, dominante, subordinado). Para evaluar
diferencias entre dominantes y subordinados de una misma diada se realizd un test pareado. Debido a
la naturaleza pareada de los datos, la correlacidén entre los niveles hormonales y pardmetros de la
conducta agonistica se realizé de manera independiente para dominantes y subordinados. A menos
gue se indique lo contrario, los datos son expresados como media + se (error estandar). Todos los

analisis fueron hechos en el software R versién 3.5.2.

Puesta a punto de la técnica de cuantificacion hormonal por Cromatografia de gases acoplada a

espectrometro de masas (GCMS)

Se cumplieron diferentes etapas, desarrollados en paralelo, para la puesta a punto en la medicién de
hormonas esteroides por cromatografia de gases/espectrometro de masas (GCMS, Shimadzu QP 2010
Ultra, columna Agilent HP-5ms, 0.25 um x 30 m x 0.25 d.i). Esta técnica permite la cuantificacion de
multiples compuestos en una sola muestra, utilizando hormonas marcadas con deuterio como
standards internos. En lineas generales la puesta a punto se centrd en disefiar una correcta extraccion
de las hormonas de la matriz plasmatica, una apropiada volatilizacion de las hormonas de interés, la
separacién cromatografica de las hormonas de interés, la identificacion inequivoca de éstas y su

cuantificacion confiable.

a) Derivatizacion (volatilizacién).
Los esteroides son compuestos de volatilidad irregular a las temperaturas de trabajo en el
GCMS. Esto impone un tratamiento con productos que aumenten su volatilizacion. Esto se
logré derivatizando la muestra mediante la adicion de grupos sililos. Se ensayaron tres
productos:  (N-trimethylsilylimidazole ~ (TMSI,  Sigma),  N-Methyl-N-(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (MSTFA, Sigma), Silylating mixture Fluka I, en diferentes condiciones de:
relacion derivatizante/hormona, tiempo de reaccion y temperatura de derivatizaciéon. Al
cabo de las diferentes pruebas se decidié por el uso de MSTFA en una proporcion

derivatizante:muestra de 83:16, durante al menos 4 horas a temperatura ambiente.

b) Identificacion de tiempos de retencién y espectro de masa de las hormonas estandar y
deuteradas (standar internos).
Se wusaron 4 hormonas standar (17B-estradiol, 11-ketotestosterona, testosterona vy
dihidroepiandrostenediona) y dos standar internos deuteradas (Estradiol-d, Testosterona-d).
En cada hormona se obtuvo el espectro de masa (distribucién de iones por relacién masa-

carga) y se identificé el pico base (ion de mayor intensidad con el que se cuantifica) y se
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usaron al menos 4 iones caracteristicos adicionales, que no se repiten en las otras hormonas

(ejemplos de estradiol y 11-KT, Figura 12).

c) Generacion del protocolo de inyeccién y condiciones cromatograficas.
Se pusieron a punto las rampas de temperatura, tipo de inyeccion, modo de inyeccion

(manual o automatico), y cantidad de muestra inyectada.

d) Curvas de repetitibilidad y sensibilidad con standards en acetona.
Se realizaron curvas de dilucién en concentraciones decrecientes (Fig. 12b), y se comparo la

consistencia en resultados de corridas sucesivas a corto y largo plazo.

e) Ensayos de extraccidén de hormonas de muestras de plasma.
Se probaron las extracciones con diferentes protocolos en columnas C18 (Agilent, Santa

Clara), variando los solventes de acondicionamiento, purificacién y elucion.

El proceso de la puesta a punto evidencid que este método no alcanzd a ofrecer las garantias requeridas
para una cuantificacién confiable. En particular, hubo falta de repetitibilidad y la sensibilidad lograda
no fue suficiente para el andlisis de las muestras de plasma, de muy bajo volumen. Por esta razdn se

llevé a cabo la cuantificacién por ELISA.
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Fig. 12. Cromatogramasy curvas estandar de hormonas en GCMS. a) Arriba: cromatograma de 17-estradiol (E2),

con un tiempo de retencién (TR) de 20,55 minutos, caracterizado por los iones 417 m/zy 416 m/z y con pico base

en 285 m/z. Debajo: cromatograma de 11-ketotestosterona (11KT), retenido a los 22,45 minutos, caracterizado

por los iones 289 m/z y 208 m/z, con pico base en 446 m/z. b) Izquierda: curva de dilucion del standard de 11KT

diluido en acetona. La hormona comienza a ser detectada de manera confiable a los 104 ng/ml. Derecha: curva

de dilucién del standard de E2 diluido en acetona. La hormona comienza a ser detectable de manera confiable a

los 104 ng/ml.
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2.2 Blogueo de la via estrogénica por administracion de fadrozole

Ensayos conductuales

Para evaluar el rol de la via estrogénica en la agresion intrasexual, se le administré el farmaco fadrozole
(FAD, un inhibidor especifico de la enzima aromatasa) en un protocolo en agudo, a diadas macho-
macho previo a someterlos a un encuentro agonistico. La efectividad de FAD como bloqueante de la
actividad de la enzima aromatasa ha sido previamente documentada para peces teledsteos y otros
vertebrados (Gongalves et al., 2007; Huffman et al., 2013; Jalabert et al., 2015; Wade et al., 1994), y el
protocolo es basado en Huffman et al., (2013). Se prepard una solucién madre de FAD (Sigma-Aldrich,
F3806), a 10 ug/ul en EtOH 100%, y se almacend a —20 °C. En el dia previo a los experimentos
conductuales, la solucion madre fue diluida en PBS de modo de alcanzar la concentracion final y el
volumen de inyeccion deseados y almacenada a 4°C. Se realizaron encuentros diddicos (n = 18) entre
machos con una asimetria de largo de 6 + 4 % y de peso de 19 + 5 % respectivamente (media + ds). El
largo y peso de los machos fue de 3,92 + 0,31 cmy 1,69 + 0,39 g (media * ds) respectivamente (Tabla
2). Las contiendas se llevaron a cabo en el mismo set experimental descrito en el capitulo | (Fig. 2).
Ambos machos de cada diada (n=10) fueron levemente anestesiados por hipotermia bajo inmersion en
agua helada (0-5°C) e inyectados por via intraperitoneal con FAD (20 ug/g de peso corporal, 10 pl/g de
peso corporal). Pasados 60 min los machos fueron colocados uno en cada compartimiento de la arena
experimental y dejados aclimatar por 15 min. Pasado este tiempo, la compuerta fue removida y el
comportamiento de la diada videoregistrado por 60 min. Como control experimental, se realizaron n =
8 enfrentamientos en los que ambos machos fueron inyectados con la soluciéon vehiculo (PBS + EtOH),
siguiendo el mismo protocolo para el tratamiento con FAD. La asignacion de las diadas al tratamiento
FAD o control (i.e. SAL) se realizé aleatoriamente. Las experiencias fueron realizadas en la estaciéon
experimental de la Seccion Etologia de Facultad de Ciencias, bajo las condiciones previamente
mencionadas (capitulo I). El traslado de los animales del lugar de mantenimiento a la estacion
experimental se realizo el dia previo al momento del test. Todas las experiencias fueron realizaron entre

las 09:00 y las 17:00 hs, intercalando experimentos de ambos tratamientos.

Procesamiento de datos conductuales
El procesamiento de datos conductuales siguié el protocolo detallado para el capitulo | y la
cuantificacién hormonal, con la diferencia que se analizaron los 60 min de interaccion y se considerd la

diada como unidad experimental de analisis.
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Andlisis estadistico

Para evaluar el efecto del tratamiento con FAD sobre el comportamiento de la diada, se utilizaron
modelos lineales generalizados (GLM) con distribucion de errores gaussiana (Test de t o de Welch) y no
gaussiana, evaluando para cada variable, la calidad de ajuste de los modelos en base a la exploracion
visual de los residuales, evaluacion de normalidad de los residuales mediante el test de Shapiro-Wilk, y
el valor de AIC. Se usaron test de Chi-cuadrado con correccién n-1 para n< 20, para evaluar el efecto
del tratamiento sobre la ocurrencia de contiendas y sobre el resultado de la contienda en cuanto al

tamafio de los machos. Los datos son expresados como media + se (error estandar).
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RESULTADOS

2.1 Relacion entre el comportamiento agonistico y los niveles
plasmaticos de 11-ketotestosterona y 173-estradiol

Se lograron obtener niveles detectables tanto de la hormona 11KT como E2 en muestras de plasma de
machos adultos de A. reicherti. En total, se cuantificaron 47 muestras de plasma, de las cuales se
utilizaron 23 para cuantificar 11KT y 24 para cuantificar E2. Las muestras de 11KT incluyen 8
dominantes, 7 subordinados y 8 individuos control, mientras que las muestras de E2 incluyen 8
muestras de dominantes, 7 muestras de subordinados (2 agrupadas) y 9 muestras de individuos control
(8 agrupadas) (ver Tabla 4). La concentracion plasmatica (media * ds) de 11KT fue de 1088 + 779 pg/ml
(n=36), y la concentracién plasmética (media + ds) de E2 fue de 416 + 345 pg/ml (n = 27).

Relacién entre el comportamiento agonistico y los niveles plasmaticos de 11-ketotestosterona

Para evaluar potenciales diferencias en niveles hormonales entre individuos subordinados, dominantes
y control, primero se confirmd la ausencia de diferencias significativas en algunos pardmetros
anatdmicos entre estos grupos. Los individuos dominantes, subordinados y controles no presentaron
diferencias en peso (ANOVA, F = 1,62, p = 0,22), largo (Test de Kruskal-Wallis, Chi2 = 4,36, p = 0,11),
condicién corporal (ANOVA, F=0,83, p=0,45) 0 IGS (ANOVA, F=0,34, p=0,72) (Fig. 13). Por otra parte,
el nivel plasmatico de 11KT no presentd relacion con el peso (ML: t =-0,35, p = 0,73, n = 23, Fig 14a),
largo estandar (ML: t =-0,58, p = 0,57, n = 23, datos no mostrados), condicién corporal (ML: t =0,55, p
=0,59, n =23, Fig. 14b), 0 IGS (ML: t=1,07, p = 0,30, n = 23, Fig 14c) de los machos (Fig. 14).
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Fig. 13. a) Peso, b) largo estandar, c) condicién corporal y d) indice gonadosomatico para individuos control (gris),
dominantes (naranja) y subordinados (rojo). Se muestra la mediana (linea negra horizontal), rango inter-cuartil
(caja) y cuartiles superior e inferior (“bigotes”). ANOVA (a, ¢, d) Test de Kruskall-Wallis (b) (ndom = 8, Nsub= 7, Ncon =
8).

Dado que los experimentos control y agonistico fueron intercalados a lo largo del dia, la sangre fue
extraida a las mismas horas para machos dominantes, subordinados y control (ANOVA, F = 1,30, p =
0,29, n = 23). Ademas, no se encontré relacién significativa entre los niveles de 11KT y la hora de

extraccion de la sangre (GLM, t =-0,38, p = 0,71, n = 23, Fig 14d).

Se observd un efecto marginalmente significativo de atravesar una experiencia agonistica y resultar
subordinado sobre el nivel de 11KT, mientras que atravesar dicha experiencia y resultar dominante no
presentd efecto sobre los niveles de 11KT (GLS con varianza estructurada por nivel del factor Estatus, F
=5,92, p < 0,01, Comparaciones multiples pos hoc de Tukey: sub-con: z=-2,20, p = 0,07; dom-con: z =
-0,09, p = 0,99; sub-dom: z =-2,78, p = 0,01) (Fig 15a). Ademas, en el anélisis pareado por diada, los
machos dominantes presentaron niveles de 11KT significativamente mayores que los machos
subordinados (dom: 1454 + 249 pg/ml; sub: 481 + 86 pg/ml, Test de t de muestras pareadas: t = 3,31,
p=0,02,n=7)(Fig 15b).
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Fig. 14. Relacién entre el nivel de 11KT en plasmay el peso (a), condicién corporal (b), indice gonadosomatico (c)

y hora de colecta de la sangre (d), para dominantes (triangulos amarillos), subordinados (cuadrados rojos) y

control (circulos grises). Ninguna regresion lineal resulté significativa (Ncon = 8; Nsub = 7; Ndom = 8).

43



p =0,07

30004 *

2000+

1000+ I

11-ketotestosterona (pg/ml)

con dom sub

b) *

2500
2000
1500+

1000+

11-ketotestosterona (pg/ml)

5001

dom sub

Fig 15. a) Niveles plasmaticos de 11-ketotestosterona para individuos control (n=8), dominantes (n=8) vy
subordinados (n=7) (Media + SE). GLS con varianza estructurada por nivel del factor y comparaciones multiples
pos hoc de Tukey. b) Niveles plasméticos de 11-ketotestosterona de individuos dominantes y subordinados de
una misma diada (lineas negras, n = 7). Test de t de muestras pareadas (b). * p-valor < 0,05.

Al asociar los niveles hormonales con el comportamiento agonistico durante las contiendas, tanto en
los machos dominantes y como en los subordinados, no se encontré relacion entre la concentracion
plasmatica de 11KT y diferentes variables consideradas: latencia al primer despliegue (Dom: ML, t =
1,21, p =0,27; Sub: GLM, t = -0,36, p = 0,74), latencia al primer ataque (Dom: ML, t = 0,96, p = 0,37,
Sub: ML, t =-0,01, p = 0,99), duracién de la contienda (Dom: ML, t =-0,66, p = 0,53; ML: Sub: t = 0,36,
p =0,73), nimero de despliegues totales pre-resolucion (Dom: ML, t =-0,06, p = 0,96; GLM: Sub: t =
0,09, p = 0,93), ataques pre-resolucién (Dom: GLM, t = 0,19, p = 0,86; ML: Sub: t =-0,35, p =0,74), 0

numero de ataques post-resolucion (Dom: ML, t =-0,75, p = 0,48) (Fig. 16).
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Fig 16. Relacion entre niveles plasmaticos de 11KT y el comportamiento agonistico de dominantes (puntos

anaranjados) y subordinados (puntos rojos). a) Latencia al primer despliegue b) latencia al primer ataque, c)

duracién de la contienda, d) despliegues totales pre-resolucidon, e) ataques pre-resolucion, f) ataques post-

resolucion (Ndom = 8; Nsub = 7).
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Relacién entre el comportamiento agonistico y el nivel plasmatico de 17B-estradiol

Para evaluar potenciales diferencias en niveles hormonales entre individuos subordinados, dominantes
y control, primero se evalud la existencia de diferencias significativas en algunos parametros
anatdmicos y fisioldgicos entre estos grupos. Los individuos dominantes fueron significativamente de
mavyor peso y largo que los subordinados (Peso: ANOVA, F = 8,02, Test pos hoc de Tukey dom-sub, p <
0,01; Largo estandar: ANOVA, F = 6,92, Test pos hoc de Tukey dom-sub, p < 0,01), pero no presentaron
diferencias en su condicion corporal (ANOVA, F = 0,30, p = 0,74) o indice gonadosomatico (ANOVA, F =
0,41, p=0,69) (Fig. 17).
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Fig. 17. Peso (a), largo estandar (b), condicién corporal (c), e indice gonadosomatico (d) para individuos control
(gris), dominantes (naranja) y subordinados (rojo). Se muestra la mediana (linea negra horizontal), rango inter-
cuartil (caja) y cuartiles superior e inferior (“bigotes”). * p < 0,01, Test pos hoc de Tuckey, Ncon = 9; Nsub = 7; Ndom =
8.
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El nivel de E2 en plasma no presentd relacion con el peso (ML: t=0,83, df =22, p=0,42, Fig. 18a), largo

estandar (ML, t = 1,25, df =21, p = 0,22, datos no mostrados), condicién corporal (GLM: t = -0,59, df =

21, p =0,56, Fig. 18b), 0 IGS (GLM: t = 0,17, df = 22, p = 0,86, Fig 18c). Ademas, los niveles de E2 no

mostraron relacién con la hora de extraccion de la sangre (GLM, t = 1,72, p = 0,10, Fig. 18d)
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Fig. 18. Relacion entre el nivel de E2 en plasma y el peso (a), largo estandar (b), condicién corporal (c) e indice

gonadosomatico (d) de los machos, para dominantes (triangulos amarillos), subordinados (cuadrados rojos) y

control (circulos grises). Ninguna regresion resulté significativa, LM (a, b), GLM (cy d).
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Los niveles de E2 no exhibieron diferencias significativas entre machos control, dominantes vy
subordinados (GLM, F = 0,10, p = 0,38, Ndgom = 8, Nsub = 7, Ncon = 9) (Fig 19a) ni en el conjunto de los
individuos ni en el analisis pareado en las diadas en que se obtuvieron muestras que permitieron
determinar E2 para cada individuo (no agrupadas) (GLMM: Chi2 = 0,70, p = 0.40, n = 5) (Fig 19b).
Tampoco se observan diferencias significativas en los niveles de E2 al comparar los animales que
pasaron por la experiencia agonistica (dominantes + subordinados) y los animales control (GLM, t = -

1,38, p = 0,18, datos no mostrados).
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Fig. 19. a) Nivel de E2 en plasma para individuos control (gris), dominantes (naranja) y subordinados (rojo) (ncen =
9, ndom = 8, Nsub= 7). Se muestran los datos (puntos de colores) y la media + se (punto negro y bigotes) para cada
grupo. b) Nivel de E2 en plasma de las muestras individuales (no pooleadas) pareadas (dominante y subordinado
de una misma pelea) (n = 5). Los datos (puntos de colores) pertenecientes a una misma diada se encuentran
unidos por una linea negra. Los datos mostrados en b) fueron también incluidos en a) y considerados en ambos
analisis.

La concentracidn plasmatica de E2 tanto de los machos dominantes como subordinados no mostré
relacién con la mayoria de las variables consideradas: latencia al primer despliegue (Dom: GLM, t = -
0,69, p =0,51; Sub: GLM, t = 0,41, p = 0,69), latencia al primer ataque (Dom: GLM, t = -1,20, p =0,27;
Sub: ML, t=0,36, p =0,73), duracion de la contienda (Dom: ML, t=0,37, p =0,72; ML: Sub: t=-0,36, p
=0,73), numero de despliegues totales pre-resolucion (Dom: GLM, t =-0,29, p = 0,78; GLM: Sub: t = -
0,37, p = 0,72), ataques pre-resolucién (Dom: GLM, t =-0,12, p = 0,91; ML: Sub: t = 0,28, p =0,78), o

ndmero de ataques post-resolucion (Dom: ML, t =-0,30, p =0,77) (Fig. 20).
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Fig 20. Relacion entre niveles plasmaticos de E2 y el comportamiento agonistico de dominantes (puntos naranjas)
y subordinados (puntos rojos). a) Latencia al primer despliegue, b) latencia al primer ataque, c) duracion de la
contienda, d) ataques pre-resolucion, e) ataques post-resolucion vy, f) tiempo en despliegue lateral pre-resolucion.
Puntos: muestras individuales; triangulos: muestras agrupadas. Dominantes y subordinados fueron analizados de
manera independiente (Ndom = 8, Nsub = 7).
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2.2 Blogueo de la via estrogénica por administracion de fadrozole

El tratamiento con fadrozole (FAD) no afecté la dindmica global de las interacciones agonisticas en
términos cualitativos pero si en términos cuantitativos. En todos los ensayos conductuales, tanto
control como FAD, se exhibieron despliegues agonisticos, y en todos a excepcién de uno, se exhibieron
ataques. En ambos tratamientos se establecieron conflictos que fueron resueltos con el
establecimiento de relaciones de dominancia. El tratamiento no afectd la probabilidad de los machos
de mayor peso y largo de ganar la contienda (FAD: 6/9 vs. SAL: 4/6, Test de Fisher, p-valor = 1). Si bien
el numero de diadas que atravesaron contiendas fue menor en el tratamiento FAD la diferencia no fue
estadisticamente significativa (FAD: 5/10 vs. Control: 7/8, Test de Fisher, p-valor = 0,15). En 1 de 8
experimentos control el conflicto se resolvid en la etapa de evaluacién, mientras que en 4 de 10 lo
hicieron en esta etapa en los experimentos con FAD. Dos encuentros agonisticos control y uno FAD no
presentaron una jerarquia clara. En el primer caso, la ausencia de jerarquia ocurrié debido a contiendas

no resueltas, mientras que en el segundo, la diada FAD no escald a una contienda.

Las diadas tratadas con fadrozole realizaron significativamente menos despliegues que las diadas
control (FAD: 60,9 + 11,7 despliegues; SAL: 175,9 + 35,0 despliegues, Test de Welch, F=9,69, p =0,01),
y tanto el nimero de ataques (FAD: 13,3 + 4,1 ataques; SAL, 37,5 £ 6,3 ataques, Test de t, t;6=-3,34, p
< 0,01), como de despliegues laterales (FAD: 35,5 + 8,0 despliegues; SAL, 72,4 + 14,9 despliegues, Test
det, tis=-2,31, p< 0,05)y despliegues sigmoides fue significativamente menor en el tratamiento con

fadrozole (FAD: 3,2 + 1,1 despliegues; SAL, 11,4 + 4,4 despliegues, GLM, z = 2,44, p < 0,05) (Fig. 21a).

El tratamiento con fadrozole aumentd la latencia al primer despliegue (FAD: 553 + 321 seg; SAL, 152 +
66 seg, GLM, z = -2,15, p < 0,05), pero no retrasé el inicio de la contienda (primer ataque) (FAD: 974 +
345 seg; SAL, 436 + 292 seg, GLM, z =-1,24, p = 0,21). Por otro lado, la duracion de la contienda y el
tiempo a la resolucion no fueron significativamente diferentes entre tratamientos (Duracion de la
contienda: FAD: 328 + 272 seg; SAL, 534 + 280 seg, GLM, t=0,52, p =0,61; Tiempo a la resolucién: FAD:
1128 + 395 seg; SAL, 971 + 307 seg, GLM, z= 0,07, p = 0,94) (Fig. 21b).
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Fig 21. a) Tasa de despliegues totales (Desp.tot), ataques, despliegues laterales (D.lat) y sigmoides (D.sig) por
minuto en 60 min de interaccidn, y b) Latencia al primer despliegue, al primer ataque, duraciéon de la contienda y
tiempo a la resolucion, para el tratamiento control (SAL) y fadrozole (FAD). * p < 0,05 (diferentes tests
estadisticos). Se muestran los valores de cada diada y las media * se (nSAL= 8; nFAD = 10).
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DISCUSION

Esta tesis representa el primer estudio en describir de manera rigurosa la conducta agonistica de un
pez teledsteo con ciclo de vida anual, analizando aspectos de su regulacién hormonal, mediante
mediciones de parametros fisiolégicos y experimentos de manipulacion farmacoldgica. Este trabajo
presenta, por primera vez para peces anuales, asociaciones entre parametros de la conducta agonistica
y niveles plasmaticos tanto de andrdogenos como de estrégenos, y aporta la primera evidencia que
muestra un papel clave de la via estrogénica en la regulacion de la conducta agonistica en este grupo

de peces.

Comportamiento agonistico de machos de A. reicherti

Los machos de A. reicherti establecen interacciones agonisticas que atraviesan fases de evaluacion y
contienda, que suelen involucrar altos niveles de agresividad, y culminan con el establecimiento de
relaciones de dominancia claras cuando uno de los individuos se subordina. Este comportamiento se

expresa aun en ausencia de hembras o de cualquier recurso (por ejemplo, un area de puesta).

La conducta agonistica desplegada por esta especie se corresponde tanto en la dindmica de la
contienda como en las unidades comportamentales, al comportamiento descrito para A. charrua por
Passos et al. (2013b). Los machos realizan despliegues laterales y despliegues sigmoides, siendo mas
frecuentes los primeros. Ademas, cuando las contiendas escalan se producen ataques que
ocasionalmente terminan en mordidas. Aun cuando en términos generales son muy similares, en A.
reicherti las fases de evaluacion y de contienda son mas largas que las reportadas en A. charrua (A.
charrua vs A. reicherti: evaluacion: 55,3 s vs 183,3 s; contienda: 332 s vs 2020 s). Esta diferencia en la
duracion de las fases de la contienda puede tener tres origenes: a) los enfrentamientos entre machos
de A. charrua se produjeron en presencia de hembras y esto puede aumentar la motivacién agresiva
vinculada a las posibilidades reproductivas, mientras que la conducta agonistica en A. reicherti se evalud
sin presencia de hembras; b) las diadas de machos de A. reicherti se conformaron con una menor
asimetria en el largo de los contendientes que las diadas de A. charrua (media = ds: 7 £ 4 % en A.
reichertivs 16 £5 % en A. charrua), por lo que podrian necesitar mds tiempo para dirimir el conflicto; y
¢) los experimentos conductuales realizados por Passos et al., (2013b) en A. charrua fueron realizados
con ejemplares silvestres, mientras que en el presente trabajo se utilizaron animales eclosionados y
criados en el laboratorio. La dindmica de las contiendas también podria verse afectada por factores

como la edad y la experiencia social previa de los ejemplares.
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A diferencia de lo esperado, no se constata un efecto de la residencia previa sobre el territorio sobre la
dindmica de las contiendas, con excepcion de la reduccién en la tasa de despliegues. El efecto residente
o ventaja locataria ha sido documentada en diversos taxa de animales (Parker, 1974). Sin embargo,
dicha ventaja suele estar vinculada a los beneficios adquiridos por el usufructo del territorio (i.e. mejor
condicion fisica por acceder a mas alimento) o correlacionar con la experiencia previa ganadora (Kokko,
2013), variables que fueron excluidas de este estudio. La reduccidon de la tasa de despliegues podria
deberse a la reduccion de los niveles de estrés del residente y, dada la alta correlacion en la conducta

de dominantes y subordinados, una consecuente reduccién de la agresividad global de |a diada.

El tamafio de los individuos afecta el resultado de la contienda: los machos de mayor tamafio (tanto en
el largo como en el peso) resultaron dominantes frente a los machos de menor tamafio (27/32,
p<0,001). En el mismo sentido, la asimetria en el tamafio (tanto en largo como en peso) de los
contendientes es un factor clave que aumenta la probabilidad de los machos de ganar la contienda: a
mayor asimetria, mayor es la ventaja de los machos mas grandes sobre los mas chicos. Los machos de
mayor tamafio poseen una ventaja competitiva también en A. charrua (Passos et al 2013). Esto ha sido
observado en enfrentamientos diddicos en peces, incluso cuando la asimetria entre los contendientes
es pequefia (Benson y Basolo, 2006; Enquist et al., 1990; Moretz, 2003; Ribowski y Franck, 1993a;
Turner y Huntingford, 1986). En el caso de A. charrua el largo de los machos es ademas, un factor
determinante de las preferencias de las hembras, independientemente de que éstas presencien o no

el desarrollo y resultado de la contienda (Passos et al 2013b).

La asimetria en el tamafio (peso, largo o condicién corporal) no afecta la duracion del conflicto. Este
resultado posiblemente sea debido a que el rango de la asimetria entre los contendientes fue muy chico
(rango intercuartil de 5,6% para el peso y de 6,2% para el largo), debido a que el criterio de asignacion
de las diadas fue de asimetria en el peso de 20%. Passos et al., (2013b) observé una relacion negativa
entre la asimetria en largo entre dominante y subordinado y el tiempo a la resolucion del conflicto en
A. charrua, enfrentando machos con diferencias entre 8 y 29%, mientras que en este trabajo el rango
en la asimetria en largo varié entre 1y 15%. La ausencia de correlacion negativa entre la asimetria de
RHP y la duracién del conflicto no permite distinguir si la contienda entre machos A. reicherti se ajusta
a un modelo de auto-evaluacion o evaluacién mutua. Es muy probable que esta ausencia de correlacidon
negativa se deba al bajo porcentaje de asimetria entre los contendientes. En este escenario, se analizd
entonces la relacion entre el tamafio de ganadores y perdedores y la duracién del conflicto en el
entendido de que mediante evaluacion mutua se espera que la duracion del conflicto correlacione

positivamente con la RHP de los subordinados pero negativamente con la de los dominantes (Briffa et
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al., 2013, Taylor y Elwood, 2003). En estos experimentos, la duracién del conflicto se correlaciona
negativamente con la condicion corporal de los machos ganadores, pero no muestra relacién con la
condicion corporal de los subordinados. Si bien la relacion negativa entre la duracion del conflicto vy el
RHP de los ganadores es necesaria para sugerir un mecanismo de evaluacidon mutua, no es suficiente.
Passos et al., (2013b) aunque reportan una correlacion negativa entre duracion del conflicto y asimetria
en RHP para A. charrua en experimentos con mayor porcentaje de asimetria entre contendientes, no
evallan la relacion entre el tamafio de ganadores y perdedores y la duraciéon del conflicto, informacion
relevante para determinar si estd presente un mecanismo de evaluacién mutua del RHP en

Austrolebias.

Por otra parte, los machos de menor RHP son igualmente agresivos que los machos de mayor RHP, sin
diferencias entre ambos machos en la tasa de despliegues totales o ataques realizados previo a la
resolucion del conflicto, a diferencia de lo que se observa en A. charrua donde los machos mas grandes
despliegan mayor cantidad de conductas agresivas y de amenaza (Passos et al., 2013b) (Fig. 8). Ademas,
los machos de menor tamafio, atacan significativamente antes que los de mayor tamafio (Fig. 8), v el
comportamiento de ambos se encuentra fuertemente correlacionado (Fig. 10), lo que indica una

escalada agresiva posiblemente debida a la baja asimetria entre los contendientes.

Si bien los machos de mayor RHP y por tanto con mayor probabilidad de ganar una contienda suelen
atacar primero y ser mas agresivos que los perdedores en diversos animales (revisado en Just y Morris,
2003), lo opuesto también ha sido observado (Dow et al., 1976; Enquist y Jakobsson, 1986; Morris et
al., 1995; Ribowski y Franck, 1993b). Se han propuesto diversas teorias para explicar este fendmeno,
desde modelos enfocados en las asimetrias en el valor del recurso para cada oponente (Dugatkin y
Ohlsen, 1986; Parker, 1974), a modelos que sugieren una evaluacién sub-optima del RHP propio o
mutuo (Bradbury y Vehrencamp, 1998; Just y Morris, 2003). Asimismo, Grafen (1987) explica este
comportamiento en base a las oportunidades futuras de obtener un recurso, donde bajas chances
aumentarian el valor del recurso para aquellos que no lo tienen, y por tanto un mayor nivel de
agresividad en los individuos de menor RHP es lo esperado (efecto de desesperacién, Desperado Effect
sensu Grafen, 1987). En el pez cola de espada Xiphophorus heileri, el corto tiempo de vida (2-3 afios en
cautiverio) y la saturacion de habitat, podrian explicar la menor latencia en atacar de los machos
subordinados (Ribowski y Franck, 1993b). En los charcos temporales el valor del recurso aumenta a
medida que transcurre el afio y el charco comienza a secarse, lo que podria incrementar la motivacion

de los machos de bajo RHP a escalar a una contienda en A. reicherti.
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Futuros estudios con un mayor rango de asimetria en RHP, y modificando el valor del recurso para cada
oponente, permitirian evaluar el mecanismo subyacente a la toma de decisiones de los probables

perdedores, tanto para escalar a una contienda como para abandonarla.

Relacién entre comportamiento agonistico y 11-ketotestosterona

El comportamiento agresivo entre machos que se despliega en el periodo reproductivo ha sido
relacionado con altos niveles de andrdgenos de origen gonadal en todas las clases de vertebrados
(Demas et al., 2007; Nelson, 2006), y mas recientemente a la aromatizacién de T a estradiol (Trainor et
al., 2006). Se ha propuesto que muchos animales modulan sus niveles hormonales en diferentes
contextos sociales, lo que les permite flexibilidad conductual sin los costos de mantener altos niveles
de hormonas esteroides por periodos largos. Sin embargo, las respuestas hormonales ante los desafios
sociales varian considerablemente entre diferentes especies, y hay evidencia que sugiere que esta
variacién se encuentra vinculada a las caracteristicas de historia de vida como el sistema de
apareamiento y el tipo de cuidado parental. Austrolebias reicherti es una especie muy ventajosa para
abordar el control hormonal de la agresion reproductiva debido a su particular ciclo de vida, que
transcurre en constante reproduccién y alta competencia entre machos que se sostiene a lo largo de

toda su vida adulta.

Para evaluar la asociacion entre los niveles circulantes de 11KT y el estatus social, se realizaron rigurosos
controles para confirmar la equivalencia en los grupos experimentales en cuanto a la condicion corporal
de los individuos (Fig. 13). Ademas, se comprobd una ausencia de correlacion entre los valores de 11KT
circulante y diferentes parametros corporales de los individuos: peso, largo, condicién corporal, IGS
(Fig. 14), asi como entre la 11KT y la hora de extraccion de sangre. Los machos de A. reicherti que
resultaron dominantes en un enfrentamiento diddico mostraron niveles de 11KT significativamente
mavyores a los machos que culminaron como subordinados, apoyando la hipdtesis de que la dominancia

se asocia con altos niveles de androgenos en A. reicherti.

Estos resultados son consistentes con lo observado en varias especies de ciclidos (Oliveira et al., 1996;
Parikh et al., 2006; Ramallo et al., 2015), asi como también en otras familias de teledsteos (salmodnidos:
Cardwell et al., 1996; Elofsson et al., 2000; ciprinidos: Filby et al., 2010; labridae: Stiver et al., 2015) en
las que los machos dominantes o territoriales presentan mayores niveles de 11KT circulantes que los
machos subordinados. En los vertebrados en general, los individuos de mayor jerarquia en un grupo o
gue acceden a un territorio de cria, presentan niveles mas elevados de andrégenos que individuos
subordinados, no territoriales o que han perdido acceso a un recurso (revisado en Oliveira, 2004).
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Asimismo, numerosos trabajos han documentado que los andrégenos son modulados por la
experiencia social, y en particular por el resultado de una interacciéon agonistica en vertebrados en
general (Oliveira, 2004) y en peces en particular (Hirschenhauser y Oliveira, 2006; Oliveira et al., 2002).
En peces, Olivera et al., (1996), mostré que los niveles de andrégenos en la orina del pez ciclido
Oreochromis mossambicus previos al establecimiento de territorios no predicen la dominancia en un
grupo, y que la diferencia en los niveles androgénicos entre machos territoriales y no territoriales se
debe a que aumentan en los individuos que dominan y establecen territorios, y disminuyen en los

individuos que pierden y subordinan.

Se ha hipotetizado, que mediante estas respuestas androgénicas los individuos logran adaptarse a las
consecuencias y demandas de perder, ganar o simplemente participar de un conflicto agonistico,
coordinando asi la funcién reproductiva con la informacion social respecto a las chances futuras de
reproduccién (Oliveira, 2004). En este sentido, cierta evidencia sugiere que el “efecto ganador” (el
aumento de la probabilidad de ganar una contienda por tener experiencias previas exitosas) podria

estar modulado por androgenos (Fuxjager et al., 2010; Oliveira et al., 2009).

Los niveles plasmaticos de 11KT de los machos que resultaron dominantes no difirieron
estadisticamente de los niveles de los machos control (que no atravesaron un enfrentamiento
agonistico), mientras que los niveles circulantes de los subordinados muestran una diferencia
marginalmente significativa con los machos control (Fig. 15a). Esto sugiere que en A. reicherti, atravesar
una contienda agonistica no produce un efecto en los niveles plasmaticos de 11KT de los machos
ganadores, sino Unicamente una reduccion en los niveles de los machos perdedores. Alternativamente,
la respuesta en los ganadores podria requerir de una mayor ventana temporal luego de la resolucién
del conflicto para evidenciarse, o ser una respuesta sutil solo detectable mediante mediciones repetidas
sobre los mismos individuos antes y después de la experiencia. Sin embargo, en el ciclido
Neolamprologus pulchery, 20 min pos-resolucion son suficientes para observar un aumento en los
niveles de 11KT tanto en ganadores como perdedores de un conflicto agonistico (Desjardins et al.,
2006). En el presente trabajo, el tiempo desde la resolucidn del conflicto a la extraccién de sangre varié
entre 17 y 51 min y presentd una media de 35 min. Otra posibilidad alternativa, es que la experiencia
ganadora esté modulando los niveles T y no los de 11KT. Algunos estudios en peces, documentan

aumentos de Ty no de 11KT por experiencias agonisticas (Dijkstra et al., 2012; Hay y Pankhurst, 2005).
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No obstante, en muchas especies los andrégenos no responden a las experiencias sociales o presentan
respuestas leves (Apfelbeck y Goymann, 2011; Lynn et al., 2007; Vullioud et al., 2013). En este sentido,
la Hipotesis del Desafio (Challenge Hypothesis, en inglés, Wingfield et al., 1990) propone que el grado
de respuesta hormonal ante un desafio social (i.e. interacciones agonisticas por un recurso en disputa),
se encuentra relacionado al sistema de apareamiento y cuidado parental, que determinan en ultima
instancia, el régimen de enfrentamientos a los que son expuestos los machos de una especie. Se
propone que los machos de especies con sistemas de apareamiento monogamicos, con cuidado
biparental, presentan altos niveles de respuesta androgénica ante interacciones agonisticas mientras
gue machos de especies poligamas sin cuidado parental, presentan bajos niveles de respuesta ante
interacciones macho-macho (Goymann et al., 2007; Hirschenhauser y Oliveira, 2006; Wingfield et al.,
1990, 1987). Como se menciond antes, un aumento en los niveles plasmaticos de androgenos pos-
contienda puede repercutir en un mayor éxito reproductivo de los machos, preparandolos para futuros
conflictos o disputas territoriales y promoviendo el comportamiento sexual. En especies con sistemas
de apareamiento poligdmico sin cuidado parental, los beneficios de mantener altos niveles de
andrégenos (al menos durante la temporada reproductiva) superan a los costos (evidencia de costos
de los androgenos: De Ridder et al., 2000; revisada en Ketterson y Nolan, 1992; Wingfield et al., 1990).
Estas predicciones han sido puestas a prueba en peces ciclidos. Un estudio comparativo de especies
cercanamente emparentadas con sistemas de apareamiento contrastantes, evidencié mayores
respuestas de 11KT ante interacciones sociales en especies mondgamas/formadores de parejas que en
especies poliginicas con sistema de lek (Hirschenhauser et al., 2004). El sistema de apareamiento
poliginico/poliandrico de A. reicherti (Tassino et al.,, 2017), estrechamente ligado al modo de
reproduccién extremo de los peces anuales con particularidades Unicas en su historia de vida (e.g. sin
solapamiento de generaciones y por tanto ausencia de cuidado parental, alto potencial reproductivo
durante toda su vida adulta, tiempo de vida efimero) suponen un escenario de intensa seleccién sexual
y competencia entre machos, donde los beneficios de mantener altos niveles de andrégenos “por
defecto” seguramente excedan a los costos. Incluso, la seleccién natural podria haber favorecido
mecanismos en este grupo de peces, para evitar los costos de mantener altos niveles androgénicos por
periodos prolongados (hipdtesis planteada en Wingfield et al., 2001). En base a lo planteado, surge la
hipétesis de que la ausencia de diferencia estadistica entre los niveles hormonales de dominantes e
individuos control observada en este trabajo, sea debida a que el andrdogeno 11KT ya se encuentra en

niveles cercanos a su maximo fisioldgico.

Por otro lado, existe evidencia de que la deplecién de los andrégenos en los machos subordinados

puede ser mediada por un mecanismo estrés-dependiente. El cortisol, que se propone reduce los
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niveles plasmaticos de esteroides gonadales (Pickering et al., 1987), se encuentra aumentado en
individuos perdedores/subordinados en comparacién con los ganadores/dominantes (Morandini et al.,
2014; @verli et al., 1999; Sakakura et al., 1998; Summers et al., 2003); pero ver Culbert et al., 2018). Sin
embargo, en A. reicherti, la relacién estrés-reproduccion es particular, estrechamente relacionada con
la historia de vida de los peces anuales. Conforme aumentan las temperaturas hacia el verano, aumenta
el estrés de los animales evidenciado por un aumento en los niveles plasmaticos de cortisol. Por otro
lado, la administracion exdgena de cortisol incrementa la tasa de despliegues de cortejo en machos de
A. reicherti (Passos et al., 2016), sugiriendo que estas especies no solo son tolerantes al estrés, sino que
éste puede promover las funciones reproductivas (otros ejemplos en Wingfield and Sapolsky, 2003).
Futuros estudios analizando la relacion entre estrés y agresién/dominancia en Austrolebias deberan
explorar los niveles de corticoides de dominantes y subordinados, y si la deplecién androgénica en

machos subordinados observada en esta tesis, presenta relacion con dichos niveles.

Los niveles plasmaticos de 11KT de dominantes o subordinados, no se correlacionan con el nivel de
agresividad: latencia al primer ataque, nimero de ataques, nUmero de despliegues de amenaza,
duracion del conflicto, ataques post-resolucion (Fig. 16). Este resultado sin embargo, sumado al dato
de que dominantes y subordinados no presentan diferencias en su nivel de agresividad previo a la
resolucion del conflicto (Fig. 8), también sugiere que los niveles de 11KT observados son producto de
una respuesta hormonal ante la adquisicién del estatus de subordinado, lo que explicaria el desacople
entre el nivel hormonal y el comportamiento exhibido. En teledsteos, mientras que en algunas especies
los niveles de 11KT correlacionan con el nivel de agresividad (Earley and Hsu, 2008; Remage-Healey and
Bass, 2006), no se encuentra dicha correlacién en dos especies de ciclidos, consideradndo tanto niveles
hormonales previos al enfrentamiento agonistico (Scaia et al., 2018) como posteriores (Desjardins et

al., 2006).

Relacién entre comportamiento agonistico y 173-estradiol

Para evaluar la correlacién entre el estradiol circulante y la conducta agonistica, y dado los bajos niveles
de estradiol en machos, se recurrid al uso de muestras agrupadas. Si bien este abordaje fue
cuidadosamente disefiado, la pérdida de la individualidad de algunas muestras podria dificultar dificulta

la identificacion de diferencias sutiles entre grupos experimentales.

Todos los machos de A. reicherti mostraron niveles detectables de estradiol. La concentracion de esta
hormona en plasma fue similar a la reportada en otros machos reproductivos (Scaia et al 2018). No
hubo diferencias de los niveles de estradiol circulante entre animales control y aquellos que
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experimentaron una contienda, ni entre los animales dominante y subordinado (Fig. 20). Mientras
muchos estudios muestran un rol de la via estrogénica en la agresién de machos, la relacion entre
agresion o dominancia y niveles circulantes de E2 no es del todo clara. El abordaje de la modulacién
social de los estrogenos en machos ha sido reciente. En el ciclido neotropical Cichlasoma dimerus los
altos niveles de estrogenos parecen estar asociados a menores niveles de agresividad: los machos
territoriales muestran menores niveles de estradiol que aquellos no territoriales y subordinados,
relacién que es inversa a la de los andrégenos (Ramallo et al., 2015). En el pez anémona hermafrodita
secuencial Amphiprion akallopisos, si bien los niveles de 11KT correlacionan con el estatus social de los
machos primarios, los niveles de E2 no muestran diferencia entre machos de diferente rango (Mills et
al., 2018). Sin embargo, en un estudio reciente en C. dimerus siguiendo un protocolo conductual similar
al de esta tesis, tanto los machos ganadores como perdedores de una contienda experimentan un
aumento en sus niveles de E2 asi como de 11KT y T luego de 60 min de interaccién (Scaia et al., 2018).
En A. burtoni también existe una asociacién positiva entre dominanciay los niveles tanto de andrégenos

como de estrdogenos (Huffman et al.,, 2012; O’Connell et al., 2013).

Los niveles de estradiol circulante no correlacionaron con el nivel de agresion ni con otros parametros
conductuales. Sin embargo, el bloqueo de la enzima aromatasa sugiere un rol de la conversion de T a
E2 en la conducta agonistica de machos en A. reicherti. El tratamiento con el bloqueante de la enzima
aromatasa Fadrozole (FAD) mostré una reduccion significativa de la agresidon durante encuentros
diddicos entre machos. El nimero de ataques, despliegues laterales y sigmoides fue significativamente
menor en las diadas tratadas con FAD respecto a las diadas tratadas con solucién vehiculo (SAL) (Fig
22a). Asimismo, las diadas tratadas con FAD mostraron un aumento en su latencia a realizar despliegues
agresivos (Fig. 22b). Estos resultados sugieren que la conversion de T a E2 interviene en la regulacion
del comportamiento agonistico en A. reicherti. El bloqueo de la via estrogénica, no afecté aspectos
globales de la dindmica de las contiendas: ocurrieron contiendas (interacciones con escalamiento),
despliegues agresivos de amenaza (despliegues laterales y sigmoides) y ataques, como puede
observarse en la figura 22. Ademas, se establecieron relaciones claras de dominancia y subordinacién,

sugiriendo que la conversion de T a E2 no interviene en el establecimiento de relaciones de jerarquia.

Resultados similares fueron observados por Huffman et al., (2013) en el ciclido A. burtoni. El hecho de
gue el blogueo de la via estrogénica afecte ciertos aspectos del comportamiento agonistico y no otros,
también indica que la inhibicién de la aromatasa no provoca una deplecion general del comportamiento
y la motivaciéon. De hecho, la latencia al primer ataque no mostrd diferencias entre grupos
experimentales indicando que ambos grupos tenian equivalentes estados motivacionales hacia la

agresién. En el gymnotiforme autdctono Gymnotus omarorum, machos tratados con FAD en
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tratamiento agudo tampoco modifican su latencia en atacar pero si reducen su tasa de despliegues
agonisticos (Jalabert et al., 2015). Por otra parte, en A. burtoni, mientras que el bloqueo de la aromatasa

reduce la agresion, no afecta el comportamiento reproductivo (Huffman et al., 2013).

Debe ser tenido en cuenta, que el efecto de la inhibicién de la aromatasa podria tanto reducir los niveles
de E2 como elevar los niveles de T, y el cambio comportamental observado ser un producto de una
mavyor activacion de la via androgénica. De hecho, se ha reportado que el bloqueo de la enzima
aromatasa cerebral reduce los niveles circulantes de E2 y aumenta los de T (Huffman et al., 2013). Sin
embargo, basado en la literatura previa una mayor activacion de la via androgénica estaria mas
probablemente asociada a un aumento de la agresién y no a una disminucién, como muestran nuestros
resultados. Interesantemente, en A. burtoni, la activacién de los receptores de andrégenos no modula
la agresion, mientras que el bloqueo de los receptores de estrogenos si reduce los comportamientos
agresivos (O'Connell y Hofmann, 2012). Futuros estudios, deberian evaluar el efecto comportamental

del blogueo de los receptores de andrdogenos y estrogenos en A. reicherti.

Finalmente, si bien este estudio no puede excluir la posibilidad de un rol del E2 circulante (sintetizado
por la génada), hay evidencias que sugieren un rol de la sintesis local de E2 a nivel central, sobre la
modulacion de la agresion de machos en peces. La aromatasa se encuentra presente y activa en areas
gue controlan el comportamiento social y reproductivo en muchos vertebrados (Balthazart et al., 1996;
Shaw, 2018) incluidos los peces (Forlano et al., 2006; Huffman et al., 2013; Strobl-Mazzulla et al., 2005)
y su nivel de expresién en el SNC se ha visto puede variar con el fenotipo conductual
(dominantes/subordinados) y correlacionar con el comportamiento agresivo (Gongalves et al., 2008;
Huffman et al., 2013; Ramallo et al., 2017). Por otra parte, la ausencia de correlacion entre el nivel de
E2 circulante y el nivel de agresion en este estudio, abona a la hipdtesis de un rol de la aromatizacién

central de T a E2 en la agresidn de machos de A. reicherti.
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CONCLUSIONES

En su conjunto esta tesis describe el comportamiento agonistico de machos de A. reicherti, y aporta

elementos sobre el rol de los esteroides sexuales, andrdogenos y estrogenos sobre dicha conducta.

Los machos de A. reicherti establecen interacciones agonisticas que culminan con el establecimiento
de relaciones claras de dominancia, donde el tamafio es un factor clave que determina la probabilidad
de ganar y acceder al recurso. A pesar de la ventaja consistente de los individuos de mayor porte, los
individuos de menor RHP presentan una fuerte motivacion a escalar en el enfrentamiento, lo que podria
vincularse al corto ciclo de vida de los peces anuales y por tanto al alto valor del recurso. La residencia
previa no alterd la dindmica global de la contienda. Sin embargo, no se descarta la presencia de un
efecto residente ligado a los beneficios directos de ser un propietario (presencia de hembras, alimento,

refugio, buen estadio sanitario) variables que en el presente disefio experimental fueron excluidas.

En segundo lugar, los resultados de esta Tesis sugeririan un rol diferencial de andrégenos y estrégenos
en la regulacion de la conducta social y agonistica de machos de A. reicherti. Por un lado, los resultados
sugieren que la adquisicién de un estatus social determinado producto de una interaccidn agonistica,
modula los niveles del andréogeno 11KT, disminuyendo en aquellos que pierden acceso al recurso en
disputa, mientras que no modula los niveles de E2. Esto sugeriria un rol de la hormona 11KT en el
mantenimiento del estatus dominante (estatus por defecto) que permitiria a los individuos mantener
las funciones reproductivas activas para capitalizar futuros eventos reproductivos. Sin embargo, la
ausencia de correlacion entre el nivel de agresion y el nivel de 11KT sugeriria que esta hormona no
modula la conducta agresiva. Por otro lado, el abordaje farmacoldgico evidencia que el E2 si interviene
en el desarrollo del encuentro agonistico promoviendo la agresion, mientras que no estd relacionada
al estatus social en si mismo. No obstante, es necesario ahondar en el efecto de la via androgénica
sobre la conducta agresiva mediante el bloqueo de receptores o de administracién exégena, asi como

evaluar cambios a nivel central vinculados a la via estrogénica durante la adquisicién del estatus social.

La conducta agonistica es una conducta compleja en cuya regulacién se ven involucrados muchos
elementos hormonales aparte de los esteroides sexuales. Los cambios comportamentales finos aqui
observados remarcan a su vez, el rol activacional, modulador de andrdgenos y estrogenos (ver Adkins-

Regan, 2005) en la regulacion del comportamiento social.
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Los resultados de esta tesis indican que tanto los andrdogenos como los estrégenos intervienen en la

regulacion de la conducta agonistica entre machos de A. reicherti.
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