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El estudio de la modulacién de la territorialidad en especies silvestres es
especialmente adecuado para explorar los mecanismos que subyacen a la
plasticidad comportamental, por la cual los animales responden a contextos
ambientales y sociales variables. Las hormonas esteroides son clave en la
integracion de informacion social, ambiental y del estado interno para ejecutar
salidas conductuales contexto especificas. Esta tesis redune dos marcos
conceptuales (ecolégico y neuroendocrinolégico individual) para explorar las bases
hormonales de la agresion territorial de Gymnotus omarorum, un pez eléctrico nativo
gue despliega esta conducta durante todo el afio. La agresion territorial que ocurre
disociada del periodo reproductivo ofrece la oportunidad de estudiar mecanismos
de modulacién independientes de esteroides gonadales. La agresion territorial no
reproductiva de G. omarorum ha sido caracterizada en detalle y constituye un
comportamiento robusto y complejo, el cual media la adquisicion de territorios, tanto
en hembras como en machos.

En la poblacion estudiada en el ambiente natural, en el periodo no reproductivo los
unicos factores que influenciaron el tamafio territorial fueron el tamafio corporal y la
concentracion de Oz. En el periodo reproductivo el sexo se tornd un factor relevante
para la territorialidad, dado que el tamafio del territorio se relacion6 con esteroides
sexuales dimorficos (17B- Estradiol en hembras y 11-cetotestosterona en machos).
De manera adicional, en hembras se evidencid la importancia de la maduracion
gonadal sobre el tamario territorial. Los mecanismos hormonales que subyacen a la
agresion no reproductiva se exploraron en encuentros diadicos en arenas neutrales
en el laboratorio. La conducta agonistica no presenta diferencias entre sexos, y la
dominancia depende solamente del tamafio corporal. La agresion territorial fue
independiente de acciones androgénicas rapidas. Sin embargo, la sintesis rapida
de estrégenos tiene un rol preponderante, ya que la inhibicién de la conversion de
androgenos a estrogenos afectd la ocurrencia de los conflictos, la dinamica,
intensidad y resultado de las contiendas. Con el objetivo de conocer las fuentes

estrogénicas y posibles precursores de neurosintesis, se realizé la puesta a punto



y cuantificacion circulante y cerebral de perfiles esteroideos utilizando la técnica de
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa. Los individuos no
reproductivos presentaron niveles circulantes y cerebrales detectables de
andrégenos aromatizables (testosterona y androstenediona), no mostraron
estrégenos circulantes, y presentaron estrona cerebral, lo cual constituye una
evidencia inequivoca de sintesis cerebral de estrogenos. En suma, G. omarorum
como Unico modelo entre los teledsteos, revela que la sintesis cerebral rapida de
estrégenos tiene un rol protagénico en la modulacion de la agresién no reproductiva,

lo que parece ser una estrategia compartida con aves y mamiferos.
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INTRODUCCION

Los mecanismos que subyacen a la plasticidad comportamental, por la cual los
animales responden a contextos sociales y ambientales variables, ain no se
comprenden cabalmente. Los comportamientos sociales, aunque complejos,
ofrecen la oportunidad de abordar el estudio de la plasticidad comportamental y la
riqueza de su modulacién. En este sentido, la conducta territorial, como ejemplo de
conducta social ampliamente extendida en el reino animal, puede aportar
informacion sobre coémo los individuos integran claves externas a su contexto
fisiologico para producir respuestas sociales adecuadas. En base a evidencias que
sostienen que la conducta agonistica media la adquisicion y defensa de territorios,
esta tesis retine dos marcos conceptuales para explorar las bases neuroenddcrinas
de la agresion territorial de Gymnotus omarorum, un pez eléctrico nativo que
despliega esta conducta durante todo el afio, tanto en hembras como en machos.
El primer marco conceptual es el ecologico, con la premisa de que al estudiar una
especie silvestre es posible analizar en poblaciones naturales los mecanismos
proximales resultantes de las presiones evolutivas que moldearon su conducta
territorial. El segundo marco conceptual es individual y se centra en el control
hormonal esteroideo de la conducta agonistica de G. omarorum, debido a que las
hormonas esteroides son clave en la integracion de informacion social, ambiental y
del estado interno para ejecutar la salida conductual adecuada. Dentro de este
marco, es mucho lo que se sabe de la modulacién hormonal androgénica de la
agresion reproductiva entre machos, mientras que la agresién no reproductiva esta
mucho menos explorada. Aunar estos estos dos marcos conceptuales en un solo
estudio es de por si novedoso, y solo posible por las caracteristicas especialmente
ventajosas del modelo utilizado. Intentar que dialoguen y se complementen en sus

hallazgos es alin mas ambicioso y es uno de los principales propésitos de esta tesis.
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ANTECEDENTES

TERRITORIALIDAD Y CONDUCTA AGONISTICA EN EL MARCO DE LA ECOLOGIA DEL
COMPORTAMIENTO.

ESPACIALIDAD

La distribucién espacial de los animales en la naturaleza resulta de la interaccion de
los individuos con el ambiente y esta fuertemente influenciada por la presencia o
ausencia de alimento, predadores y coespecimenes. En una poblacion, los
individuos pueden estar agregados espacialmente o mostrar un patron disperso
(Brown y Orians 1970). Un patrén disperso no uniforme (irregular) puede deberse a
la heterogeneidad en las variables ambientales o distribucion de recursos relevantes
para los individuos (Eason et al. 1999; Moorcroft et al. 2006; Thomas y Kunin 1999).
Asimismo, una distribucion irregular puede explicarse por la existencia de conducta
territorial (Maher y Lott 2000; Morales et al. 2010). La territorialidad garantiza el
acceso exclusivo a un determinado recurso, lo cual ofrece una ventaja competitiva
y puede redundar en un aumento de la eficacia reproductiva (Davies y Hartley 1996;
Grant 1997; Rubenstein y Alcock 2018).

Esta ampliamente documentado en muchos vertebrados que los machos durante el
periodo reproductivo defienden territorios y evitan la intrusién de otros machos
mediante despliegues de advertencia, amenaza o agresion fisica (Armitage 1977;
Brown 1964; Clarke 1970; Davies 1976; Prohl 2005; Huang et al. 2011). Aunque es
menos frecuente, en algunas especies la defensa territorial puede darse durante
todo el afio tanto en machos como en hembras (Caldwell et al. 1984; Chiver et al.
2014; Wingfield y Hahn 1994). En estos casos la defensa de un territorio puede
asegurar el acceso a areas de forrajeo durante todo el afio (Davies et al. 2012).



CONDUCTA AGONISTICA

La conducta agonistica es un comportamiento social ampliamente extendido que
participa en la resolucién de conflictos entre individuos de una misma especie (King
1973; Archer 1988). Un conflicto puede aparecer por defensa de crias o
competencia por un recurso limitado como, por ejemplo, espacio, alimento, pareja o
sitios de apareamiento, cuyo control incrementa el fitness individual (Hardy y Briffa
2013; Huntingford y Turner 1987; King 1973). Las interacciones agonisticas en
general siguen las mismas fases estereotipadas, evaluacion, contienda y post-
resolucién, e incluyen 3 tipos principales de comportamientos: despliegues de
amenaza, agresion fisica y despliegues de sumision (Nelson 2006; Summers y
Winberg 2006). Durante las interacciones agonisticas diddicas los conflictos se
resuelven cuando el individuo dominante obtiene el acceso al recurso en disputa y
el subordinado es excluido del mismo (Briffa y Sneddon 2010; Nelson 2006).
Cuando el recurso en disputa es el espacio, el territorio es el area de la cual los
intrusos son excluidos mediante despliegues de advertencia, amenaza o ataques
(Brown 1975). La evaluacion de factores ambientales y sociales que determinan la
calidad de un territorio se integra con los requerimientos individuales para llegar a
la decision de si competir 0 no por un area. Una vez iniciada la contienda, los
individuos contindian evaluando los costos y beneficios de continuar compitiendo o
rendirse, para lo cual integran la informacién de su propia capacidad de lucha (que
depende del tamafo corporal y armamento, entre otras cosas), con el valor del
recurso, que es variable entre individuos dependiendo de su estado reproductivo,
sexo, residencia, o disponibilidad de recurso. Los factores que influencian la
capacidad de lucha y la estimacién del valor del recurso generalmente presentan
diferencias sexuales. Incluso en especies con monomorfismo en la capacidad de
lucha (por ejemplo, por no presentar diferencias en el tamafio corporal entre sexos)
muchas veces se evidencia que el resultado de las contiendas es sesgado hacia
uno de los sexos por valorar el recurso de manera asimétrica (por ejemplo, en
lemures donde las hembras tienen mas probabilidad de ser dominantes, Dunham
2008).
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La diversidad y complejidad de los despliegues agonisticos en vertebrados han
generado dificultades para establecer patrones claros que unifiquen los
mecanismos y causas evolutivas subyacentes (Goodson y Kabelik, 2009). Por esta
razén, el uso de modelos animales no tradicionales y la exploracion multidisciplinaria
de su comportamiento marcan el rumbo de las investigaciones actuales que intentan
comprender las bases neuroendocrinas de esta conducta tan extendida en
vertebrados (Blumstein et al. 2010). La agresiéon en machos es un comportamiento
mas conspicuo que en hembras, cuya interpretacion desde el punto de vista de la
seleccion natural es més simple: un aumento de la eficacia reproductiva (Emlen y
Oring 1977; Shuster y Wade 2003; Trivers 1996). La agresion entre hembras es muy
extendida, y se ha demostrado en contextos en los cuales las hembras compiten
por rango, territorios y acceso a pareja, sin embargo, ha sido relegada de las
investigaciones y es mucho menos lo que se sabe de sus mecanismos proximales
de control (Rosvall 2011; Cain y Rosvall 2014).

DETERMINANTES DEL TERRITORIO

El estudio de la modulacién de la conducta territorial en especies silvestres es
especialmente adecuado para explorar los mecanismos que subyacen a la
plasticidad comportamental. En la conducta territorial, los animales primero detectan
las claves ambientales y sociales que determinan el valor del territorio, luego
integran esta informacion con sus requerimientos individuales y capacidad de lucha,
y finalmente evallan si competir por un area o no. Por lo tanto, la distribucion
espacial de individuos de una especie territorial aporta informacion sobre como los
animales integran sus caracteristicas individuales con factores ambientales y
sociales. La variacion en la habilidad para la obtencién y defensa de un territorio
puede generar diferencias en el tamafio del mismo, ya que caracteristicas como el
tamafio corporal, el sexo, y el estado reproductivo determinan la capacidad de lucha
e influyen sobre la estimacion del valor del recurso (Smith y Parker 1976; Hurd 2006;

Piper et al. 2015; Metcalfe et al. 2016; Nolen et al. 2017). El tamafio corporal se
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asocia con el tamafio territorial en muchas especies, posiblemente por determinar
directamente los requerimientos metabdlicos. Asimismo, el tamafio corporal
influencia el resultado de las contiendas agonisticas, y el tamafio territorial (Adams
2001; Butchart et al. 1999; Elliott 1990; Keeley 2000). En especies que despliegan
defensa territorial en ambos sexos, las asimetrias en la capacidad de lucha y
factores motivacionales pueden provocar diferencias sexuales en el tamafo
territorial. Durante el periodo reproductivo las asimetrias en el valor del recurso son
lo méas esperable, incluso para las especies con monomorfismo en la capacidad de
lucha (Alexander 1974). Por ejemplo, en ardillas (Sciurus vulgaris), los machos
poseen territorios de mayor tamafio que las hembras, a pesar de presentar
monomorfismo en el tamafo corporal (Wauters y Dhondt 1992). En lagartijas
(Sceloporus virgatus), las hembras son a menudo mas territoriales que los machos

debido a razones motivacionales (Smith 1985).

BASES NEUROENDOCRINAS DE LA TERRITORIALIDAD Y LA CONDUCTA AGONISTICA

HORMONAS ESTEROIDES

Las hormonas esteroides son actores fundamentales en la regulacién de todos los
comportamientos sociales, incluida la agresion. Las hormonas esteroides coordinan
respuestas conductuales integradas a claves fisioldgicas, sociales y ambientales
(Hirschenhauser y Oliveira 2006; McEwen y Wingfield 2003). La estructura basica
compartida por los esteroides consta de 3 anillos hexagonales y un pentagono, la
cual estd conservada y es utilizada para sefalizacién interna en todos los
metazoarios (Pfaff y Joéls 2017). Las variaciones en estructuras asociadas a los
anillos, o dobles enlaces dentro de ellos dan como resultado diferentes hormonas
esteroides, que son idénticas entre especies, a diferencia de las hormonas
peptidicas que tienen variaciones estructurales interespecificas. Las categorias de
esteroides pueden ser clasificadas de acuerdo con la estructura quimica, fuente de

produccion, y funciones fisiolégicas. En vertebrados, una categoria son los
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esteroides sexuales, producidos principalmente por los ovarios y testiculos en
vertebrados. Estos esteroides son los andrégenos, estrogenos y progestagenos.
Otra categoria son los corticosteroides, producidos principalmente por la corteza
adrenal o tejido interrenal (en peces y anfibios). Independientemente de la
clasificacién de acuerdo con la fuente, los esteroides pueden producirse en células
localizadas fuera de las génadas y adrenales, como el tejido adiposo y el cerebro.
Algunos esteroides presentan variaciones entre especies; por ejemplo, en peces y
primates el principal corticosteroide es el cortisol, mientras que en roedores es la
corticosterona (Adkins-Regan 2005). Otro ejemplo puede ser el caso de la 11-
Cetotestosterona, un andrégeno presente en grandes concentraciones en peces
teledsteos, y ausente en muchos taxa (Borg 1994). Lo que determina las diferencias
de produccion entre tejidos y diferencias interespecificas es la variacion en la
expresion de enzimas esteroidogénicas. Las vias de produccién y metabolismo
esteroideo estan bien descriptas y se ilustran esquematicamente en la Figura 1. Las
vias de sintesis comienzan con el colesterol, que proviene de lipoproteinas
plasmaticas, y la enzima que sintetiza los esteroides a partir del colesterol es la
citocromo p450scc. La secrecion y concentracion de los esteroides se regula
principalmente por la tasa de sintesis, y metabolismo, ya que el almacenamiento es
casi nulo. En las vias sintéticas hay reacciones reversibles, y otras irreversibles. Una
reaccion irreversible, foco principal de esta tesis, es la aromatizacién de androgenos
(como la testosterona y androstenediona) por la citocromo p450arom, también
llamada aromatasa, para producir estrogenos (173- Estradiol o estrona, abreviados
como E2 y E respectivamente). Estas hormonas se consideran productos terminales
en la via biosintética de hormonas esteroides, asi como también algunos

androgenos no aromatizables, como la 11-cetotestosterona (Fig. 1).
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Las hormonas esteroides modulan la conducta a través de dos mecanismos de
accion. El primero es mediado por receptores intracelulares que actian como
factores de transcripcion (Fowler et al. 2003; Harding 1992; Micevych et al. 2005).
En este modo de accion los esteroides actuan como factores “permisivos” pero no
son por lo general el gatillo de la conducta, y deben estar presentes en altas
concentraciones y de manera sostenida. Por ejemplo, las hormonas esteroides
pueden cambiar los umbrales para que otros factores modulen la salida
comportamental, y asi afectar por ejemplo el umbral de respuesta frente al estimulo
de un co-especimen. El concepto de las hormonas como factores “permisivos” de
una conducta dependiendo del contexto, se vuelve especialmente importante en la

consideracion de las conductas sociales. A pesar de que el rol de las hormonas
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esteroides como factores permisivos es el mas estudiado, estudios recientes han
demostrado que existe sintesis local de hormonas esteroides en el cerebro y se ha
descubierto que también ejercen acciones rapidas mediadas por receptores de
membrana, similares a las de los neuromoduladores (Remage-Healey 2014).

MODULACION HORMONAL DE LA AGRESION TERRITORIAL

A pesar de que los despliegues de los comportamientos agonisticos presentan un
alto grado de variabilidad, los circuitos neurales subyacentes a estas conductas, los
ejes enddcrinos que los regulan (ej.: hipotalamo-hipdfisis-gonadal) y las hormonas
involucradas (ej.: andrégenos, estrégenos, neuropéptidos hipotaldmicos) se
encuentran altamente conservados en vertebrados (Goodson 2005). Las areas del
cerebro asociadas al control de los comportamientos sociales son un conjunto de
nucleos interconectados conocido como Red del Comportamiento Social (Social
Behavior Network, SBN; (Goodson y Kabelik 2009). Mé&s recientemente esta red se
ha ampliado con la inclusion de areas del sistema de recompensa, a lo que se
conoce como la Red de Toma de Decisiones Sociales (Social decision making
network, (O' Connell y Hofmann 2011; O’ Connell y Hofmann 2012). Los nodos de
la SBN incluyen la amigdala, el area predptica (APO) y ventro-medial del
hipotdlamo, el septum lateral, y los nucleos mesencefélicos. Una caracteristica
comun a los nodos de la SBN es poseer receptores de hormonas esteroides y
neuropéptidos hipotalamicos, lo que sefala la relevancia de estas hormonas en la
regulacion de la actividad de esta red (Goodson y Kabelik 2009). Se postula que el
patrén de activacion espacio temporal de los nucleos que componen el SBN difiere
segun la situacion conductual en la que se encuentra el animal. De esta manera,
por ejemplo, los circuitos neurales que gobiernan conductas tan diferentes como la
agresion y la reproduccion poseen elementos neurales compartidos, aunque

activados en forma diferente dependiendo del contexto.

A mediados del siglo XIX los experimentos pioneros de Berthold (revisado en Soma

2006) establecieron que un factor testicular (luego descripto como testosterona)
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promovia las caracteristicas sexuales secundarias y la agresion en gallos, sentando
las bases de la endocrinologia conductual. El estudio de la regulacion endécrina de
la agresion territorial ha sido mayormente abordado en machos reproductivos, en
los cuales se ha establecido como principio general que los niveles elevados de
andrégenos gonadales promueven la agresion (Fig. 2A; revisado en Cunningham et
al. 2012; Fuxjager et al. 2017). Aunque la testosterona es una hormona fundamental
en la regulacion de la agresion en machos, muchos estudios que hilaron mas fino
demostraron que la relacién entre los andrégenos circulantes y la agresion es mas
compleja. Otros factores como la expresion diferencial de receptores, sintesis
cerebral de esteroides, 0 el contexto social juegan un papel fundamental en los
efectos de los androgenos circulantes en la agresion. En 1990 se demostrd por
primera vez que la aromatizacién de androgenos a estrogenos es necesaria para el
despliegue de agresién en machos de codorniz Coturnix coturnix japonica (Schlinger
y Callard 1990). Luego se mostrd en otras especies que las acciones androgénicas
sobre la agresion en machos estan mediadas en parte por la aromatasa (Fig. 2B;
revisado en Trainor et al. 2006). Mas adelante, dos modelos alternativos ofrecieron
nuevas miradas sobre la regulacion hormonal de la agresion: la agresion en
hembras (Renn et al. 2012; Rosvall et al. 2012; Rubenstein y Wikelski 2005; Scaia
et al. 2018), revisado en (Rosvall 2011; Duque-Wilckens y Trainor 2017; Rosvall et
al. 2019); y la agresion fuera del periodo reproductivo (revisado en Soma et al.,
2008, 2015).

La agresion en hembras es prevalente en muchas especies, y, ademas de la bien
documentada agresion maternal (Mayer y Rosenblatt 1987; Smiley et al. 2019), las
hembras pueden competir por rango jerarquico, territorios 0 acceso a pareja
(revisado en Rosvall 2013). En particular la agresion territorial en hembras ha sido
reportada en peces, reptiles, aves y mamiferos (revisado en Duque-Wilckens y
Trainor 2017). Tanto la testosterona como los estrogenos pueden incrementar la
agresion en hembras (Rubenstein y Wikelski 2005; Scaia et al. 2018; Woodley y
Moore 1999), revisado en (Rosvall et al. 2019), aunque el efecto de los estrogenos
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sobre la agresion puede variar, dependiendo del subtipo de receptor involucrado
(Clipperton-Allen et al. 2010; Clipperton-Allen et al. 2011).

Q;,\

(5 :vy.,‘.:‘ \ v-‘ oL .,’ o
: i oame N e N
Testiculos Testiculos Testiculos Adrenales Testiculos Adrenales
T T DHEA X
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AGRESION AGRESION AGRESION AGRESION

Figura 2: Vias por las cuales los esteroides sexuales pueden modular la conducta
agonistica en machos. A- La testosterona gonadal actla directamente en el cerebro. B- La
testosterona gonadal se aromatiza a 17§3-estradiol en el cerebro. C- La DHEA adrenal se
convierte en testosterona y 173-estradiol en el cerebro. D- La testosterona y el 173-estradiol
se producen de novo en el cerebro a partir del colesterol.

El cambio de una sefalizacién circulante (A y B), a una produccion cerebral local (C y D)
usualmente se acompafia de un cambio en los mecanismos de accién esteroideos; es decir,
de acciones lentas gendmicas en A y B, a acciones rapidas no genémicas en C y D.
Modificado de (Jalabert et al., 2018).

CHOL=colesterol; PREG=pregnenolona; DHEA=dehidroepiandrosterona;
AE=androstenediona; T=testosterona; E2=173-estradiol.

La agresion territorial fuera del periodo reproductivo ha sido reportada en diversas
especies y constituye un paradigma ideal para estudiar la neuromodulacion de la
agresion con independencia del factor gonadal (Logan y Wingfield 1990; Jasnow et
al. 2000; Hau et al. 2004). La agresion territorial en este periodo (en el que las
gonadas regresadas sintetizan niveles muy bajos de esteroides) es independiente
de la T circulante (Logan y Wingfield 1990; Hau et al. 2004; Soma et al. 2008a). De
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hecho, la castracién no disminuye la conducta agresiva territorial en varias especies
(Wingfield 1994; Pinxten et al. 2000). Se ha observado incluso que los machos de
estas especies no aumentan los niveles de T en interacciones agresivas cuando se
le presenta un intruso dentro de su territorio fuera del periodo reproductivo
(Wingfield y Monk 1994; Wingfield et al. 2006). El mantenimiento de la agresividad
en el periodo no reproductivo, con bajos niveles plasmaticos de esteroides sexuales,
puede ser explicado por al menos dos mecanismos que involucran igualmente a las
hormonas esteroides (Wingfield et al. 2001). a- Precursores inertes de esteroides
son sintetizados en los 6rganos periféricos y convertidos a hormonas esteroides
bioactivas en el cerebro. En aves se encontraron elevadas concentraciones
plasméticas de dehidroepiandrosterona (DHEA, un precursor adrenal de hormonas
esteroides) y la capacidad de metabolizarlo a nivel central (Fig. 2C). El tratamiento
con DHEA aumenta la agresividad (Soma et al. 2008b) y sus niveles plasméaticos
correlacionan con la agresividad en machos (Hau et al. 2004). b- Sintesis de novo
de esteroides sexuales en el cerebro a partir del colesterol, independientemente de
las gonadas y otros tejidos periféricos (Fig. 2D). Este proceso fue reportado en
mamiferos (Tsutsui et al. 2000) y aves (Soma et al. 2008b; Pradhan et al. 2010).

Los estrogenos sintetizados en el cerebro tienen un rol preponderante en la
regulacién de la agresion no reproductiva en machos, actuando mayormente a
través de mecanismos rapidos (Demas et al. 2007; Tsutsui y Yamazaki 1995; Soma
et al. 2000). En machos de aves y mamiferos que despliegan agresion no
reproductiva, el tratamiento con E2 promueve rapidamente la agresion (Trainor et al.
2007; Trainor et al. 2008; Heimovics et al. 2015; Laredo et al. 2013; Merritt et al.
2018), revisado en (Heimovics et al. 2015), mientras que la inhibicion aguda de la
aromatasa disminuye los niveles de agresion no reproductiva en machos de aves y
peces (Soma et al. 2000; Jalabert et al. 2015). La regulacién de la agresién no
reproductiva en hembras ha sido abordada en pocas especies. En modelos de aves
hay evidencia que apoya el involucramiento de la DHEA y testosterona circulantes
(Gill et al. 2007; Hau et al. 2004), mientras que en el hamster dorado la agresion no
reproductiva es independiente de las hormonas ovaricas (Fleming et al. 1988). En
el hamster siberiano, las hembras no reproductivas a pesar de exhibir bajos niveles
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de hormonas gonadales, despliegan agresion de manera robusta asociada a un
aumento de la sensibilidad cerebral al E2 (Rendon et al. 2017; Scotti et al. 2007).
Por lo tanto, mientras que los efectos rapidos de los estrogenos han sido
documentados en la agresion no reproductiva de machos, actualmente no esta claro

si este tipo de modulacion ocurre en hembras no reproductivas.

GYMNOTUS OMARORUM COMO MODELO PARA ESTUDIAR LAS BASES
NEUROENDOCRINAS DE LA AGRESION

La agresion territorial disociada del periodo reproductivo se ha reportado en
diversos taxa, incluyendo aves (Logan y Wingfield 1990; Gwinner et al. 1994;
Wingfield y Monk 1994; Soma et al. 1999), mamiferos (Caldwell et al. , 1984; Jasnow
et al. 2000; Demas et al. 2007), reptiles (Moore y Marler, 1987), y peces (Batista
et al. 2012; Vullioud et al. 2013). Estas especies ofrecen la oportunidad de estudiar
coémo las variables ambientales y caracteristicas individuales se relacionan con el
tamafio territorial, aln en ausencia de hormonas gonadales. El pez eléctrico
Gymnotus omarorum despliega el Unico ejemplo conocido hasta el momento en
teledsteos de agresion territorial intra- e inter-sexual durante todo el afio. Se
caracteriza por no presentar dimorfismo sexual morfolégico ni electrofisiolégico y
por ser un reproductor estacional (Richer-de-Forges et al. 2009). Es una especie
autoctona abundante, por lo que es posible implementar estudios de la ecologia del
comportamiento directamente en poblaciones naturales. Es una especie
ampliamente utilizada como modelo neuroetolégico, cuyo nombre homenajea a
Omar Trujillo-Cenoz y Omar Macadar, los dos pioneros que iniciaron el estudio de
los peces eléctricos en Uruguay, quienes lideraron investigaciones sobre la
anatomia fisiologia y biofisica de la electrogeneracion. Al igual que todos los peces
eléctricos sudamericanos, G. omarorum emite una descarga eléctrica (DOE) de
manera continua, que forma parte de un sistema sensorial activo
(electrogeneracién/electrorrecepcién). Asimismo, modificaciones en la frecuencia y
la forma de onda de la DOE constituyen sefiales de comunicacion, utilizadas en los

comportamientos sociales.
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La agresion territorial no reproductiva de G. omarorum es un comportamiento
robusto que se desencadena en una arena neutral por la presencia de un
coespecimen tanto en machos como en hembras (Batista et al. 2012). La conducta
agonistica no reproductiva de G. omarorum ha sido descripta en detalle, e incluye
un florido repertorio de despliegues locomotores y eléctricos (Fig. 3). Los conflictos
presentan una fase de evaluacion muy corta, luego de la cual los individuos
muestran una escalada agresiva que termina cuando el subordinado deja de atacar
y huye (Batista et al. 2012; Zubizarreta et al. 2015). Los subordinados sefializan su
sumision eléctricamente utilizando tres tipos de sefiales de manera secuencial:
interrupciones de la DOE, aumentos transitorios de la frecuencia de la DOE con
distorsion de la forma de onda (chirps), y por ultimo una disminucién sostenida de
la frecuencia basal de la DOE luego de la resolucion del conflicto (Batista et al. 2012;
Perrone y Silva 2018; Silva etal. 2013). Una vez que el estatus de
dominancia/subordinacién se establece, no se revierte y el pez dominante excluye
al subordinado del territorio de manera mantenida (Perrone etal. 2019),
constituyendo un claro ejemplo en que la conducta agonistica media la adquisicidon

y defensa del territorio.
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CONDUCTA AGONISTICA NO REPRODUCTIVA

Dinamica de la conducta agonistica

300s 400s 600 s

primer ataque resolucion

Senales comunicativas

e "

. — n interrupcién ﬂ I chirpq q q q
subordinado

dominante ranking de frecuencia D S

Figura 3: Esquema representativo de la conducta agonistica no reproductiva en Gymnotus
omarorum. Dindmica de los encuentros agonisticos territoriales. Los conflictos presentan
tres fases; 1- Evaluacion: desde la apertura de la compuerta a la ocurrencia del primer
ataque; 2- Contienda: desde la ocurrencia del primer ataque hasta la resolucion (el
subordinado se retira y no vuelve a atacar); C- Post-resolucion: se analizan 10 minutos
luego de la resolucién del conflicto. Se ilustran las sefiales eléctricas de comunicacion:
Interrupcion de la descarga del érgano eléctrico (DOE), chirp, y ranking de frecuencia de la
DOE (el dominante mantiene una frecuencia mayor que el subordinado luego de la
resolucion del conflicto).
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En esta inusual conducta agonistica territorial no reproductiva, el resultado de una
contienda depende del tamafio corporal, y el sexo no impacta en la probabilidad de
ser dominante (Batista et al. 2012). La agresion territorial no reproductiva de G.
omarorum es independiente de hormonas gonadales, ya que la gonadectomia no
afecta la conducta agonistica no reproductiva en machos (Jalabert et al. 2015). Esto
demuestra que los bajos niveles de andrégenos gonadales circulantes que
presentan estos animales no reproductivos no son necesarios para la ocurrencia de
esta conducta. El rol de los estrogenos extra-gonadales se confirm6 en machos,
donde la inhibiciébn a corto plazo de la aromatasa provoca una distorsion de la
dinamica de las contiendas, una disminucion de los niveles de agresion/sumision y

una dificultad para la resolucion del conflicto (Jalabert et al. 2015).

LA CONDUCTA AGONISTICA MEDIA LA
TERRITORIALIDAD NO REPRODUCTIVA

OCURRENCIA DE CONFLICTO ESTATUS Y TERRITORIALIDAD

,‘ = ) V

Independiente de - sexo
- hormonas gonadales (machos)

Dependiente de -tamafio corporal
- accioén estrogénica rapida (machos)

Figura 3: Gymnotus omarorum como modelo para estudiar las bases neuroenddcrinas de
la agresion territorial no reproductiva.
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HIPOTESIS, ESTRATEGIA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

PUNTOS DE PARTIDA

Gymnotus omarorum es una especie especialmente ventajosa con la que hemos
construido un modelo para analizar las bases neuroenddcrinas de la agresion
territorial. La agresion de G. omarorum es desplegada en hembras y machos todo
el afio, y su estudio es abordable tanto en poblaciones naturales como en el

laboratorio.

La territorialidad en vertebrados se ha estudiado mayormente durante el periodo
reproductivo y se acepta que el espaciamiento de los individuos resultante es
influenciado por caracteristicas sexualmente dimoérficas como son el tamafio
corporal y las hormonas gonadales. En la especie sexualmente monomorfica G.
omarorum sabemos que la conducta agonistica media la adquisicion de territorios
en el laboratorio en el periodo no reproductivo, cuando el tamafio corporal es el
unico predictor del resultado de las contiendas. Asumiendo que la distribucion y
tamafio de territorios de G. omarorum en la naturaleza también se establecen y
mantienen por interacciones agonisticas, este modelo ofrece la oportunidad de
estudiar el espaciamiento en el habitat natural y de analizar factores individuales

determinantes del tamafio territorial y sus variaciones estacionales.

La aromatizacion de andrégenos a estrogenos ha sido reportada como moduladora
de la agresion entre machos reproductivos en muchas especies, mientras que el rol
de los estrégenos en la regulacion de la agresion en hembras reproductivas es
variable. La neurosintesis de estrégenos ha sido reportada como un elemento
fundamental en la expresion de agresion no reproductiva en aves y mamiferos. Para
avanzar en la comprensién del control neuroenddcrino de la agresion, y dado que
los estrogenos son hormonas clave en las hembras, G. omarorum surge como un
modelo ideal para evaluar el rol de los neuroestrégenos en la subestimada agresion

intrasexual femenina, particularmente no reproductiva, en la que se minimiza el
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factor gonadal. En machos no reproductivos de esta misma especie, la dominancia
y los niveles de agresion son dependientes de la aromatasa. Es relevante evaluar
si la dependencia estrogénica es generalizable a hembras no reproductivas, asi
como analizar en los dos sexos las fuentes esteroideas que mantienen la

territorialidad no reproductiva.

En base a los puntos de partida se proponen las siguientes hipotesis:

HIPOTESIS DE TRABAJO

1. En poblaciones naturales la territorialidad en Gymnotus omarorum es
expresada todo el afio. En periodo no reproductivo el tamafo territorial es
sexualmente monomorfico y depende del tamafio corporal. En periodo
reproductivo el tamafno territorial depende de variables sexualmente

dimorficas.

2. En el periodo no reproductivo la agresion territorial es mantenida por

neurosintesis de estrdgenos en ambos sexos.

ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Las hipdtesis se pusieron a prueba de manera multidisciplinaria, analizando la
territorialidad en el habitat natural, utilizando abordajes conductuales-
farmacologicos, y de cuantificacion hormonal.

La hipotesis de trabajo #1 fue plausible de ser abordada porque Gymotus omarorum
es una especie silvestre que ofrece la oportunidad de estudios en su ambiente
natural. La eleccién de la aproximacion en el campo respondié a la necesidad de
aumentar el numero de trabajos de plasticidad comportamental en la naturaleza
debido al valor de estos modelos. La complejidad del abordaje de campo implica a
su vez ventajas y desventajas. Por un lado, es la opcién Optima ya que en el

ambiente natural estdn presentes las presiones evolutivas y el contexto ecologico
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completo donde se desarrolla la defensa territorial. La mayor desventaja del
abordaje de campo en el caso de G. omarorum es la imposibilidad de la observacion
directa de los individuos debido a las caracteristicas del habitat, que en este trabajo
se sustituye por la estimacion de los tamafios territoriales mediante la deteccién
eléctrica individual.

Al ser el primer estudio de estas caracteristicas en G. omarorum, inicialmente se
buscé caracterizar la poblacién y las variables ambientales relacionadas a la
distribucion de los individuos. Luego, se pusieron a prueba predicciones derivadas
de estudios previos de laboratorio durante el periodo no reproductivo. Las
caracteristicas de la agresion territorial no reproductiva en el laboratorio generaron
la prediccion que los territorios fueran sexualmente monomoérficos y que el tamafio
corporal correlacionara con el tamafo territorial. En contraposicion, en el periodo
reproductivo se predijo la aparicion de dimorfismo sexual en los factores que
impactan en el tamafio territorial. En el estudio de campo se evidencid la
estacionalidad en los determinantes de los territorios, que podria resumirse como el
dimorfismo sexual en el periodo reproductivo y el monomorfismo en el periodo no
reproductivo.

La hipotesis de trabajo #2 se abordd con farmacologia conductual y cuantificacion
hormonal. Testear la necesidad de la via estrogénica o androgénica en la expresion
de agresion territorial se justificé en dos conjuntos de evidencias: a- existen cambios
rapidos de esteroides asociados a las conductas sociales, y b- la aromatasa esta
involucrada en la regulacibn de la agresién no reproductiva. Si un pico de
andrdégenos o estrogenos es necesario para el despliegue de la conducta, la
prediccion es que antagonizar la via responsable provocara una distorsion de la
agresion. Un pico de androgenos puede actuar directamente sobre receptores de
andrégeno (accioén directa), o provocar concomitantemente un pico de estrégenos
(accion indirecta). Por otro lado, un pico de estrogenos se puede generar también
por la activacién de la aromatasa a partir de androégenos presentes en condiciones
basales. Para disecar la accion rapida androgénica directa se utilizé un bloqueante
competitivo de los receptores de andrégeno (CYP, acetato de ciproterona), y la via
estrogénica se diseco mediante un inhibidor de la aromatasa (FAD, fadrozole). Para
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poner a prueba las predicciones se realizaron encuentros diadicos entre hembras
no reproductivas en la estacion experimental del [IBCE. Los grupos tratados
consistieron en la inyeccion de CYP o FAD a los dos individuos de la diada una hora
previa a la contienda, y se compararon con contiendas control inyectadas con
vehiculo.

Una vez probado que la sintesis de estrogenos estaba involucrada en el despliegue
de agresion no reproductiva el paso siguiente fue a- determinar el posible precursor
circulante; b- buscar estrogenos cerebrales o esteroides que pudieran oficiar de
sustrato de neuroestrégenos; y c- evaluar si existia evidencia de neurosintesis en
condiciones basales. Para esto era fundamental desarrollar un método de
cuantificacion que permitiera medir multiples hormonas en una misma muestra a
nivel individual, y que permitiera la cuantificacion simultanea de los niveles
circulantes y cerebrales. Con este objetivo, se comenz6 el desarrollo de la técnica
de Cromatografia Gaseosa acoplada a Espectrometria de Masa (GC-MS) en el
equipo institucional del IIBCE, pero no se alcanzé la sensibilidad y repetibilidad
necesaria para la cuantificacion en muestras problema de animales no
reproductivos. Como segunda aproximacion, realicé una pasantia en el laboratorio
de Kiran Soma en la University of British Columbia, donde concreté la puesta a punto
de un método de extraccion para muestras de cerebro de Gymnotus, con posterior
cuantificacion por Cromatografia Liquida asociada a Espectrometria en tandem
Masa/Masa (LC-MS/MS). Mediante este método se realizaron las cuantificaciones
de los niveles basales de plasma y cerebro anterior de hembras y machos no

reproductivos colectados en el ambiente natural.

OBJETIVOS GENERALES Y ESPECIFICOS

De la hipétesis de trabajo #1 se desprende el siguiente objetivo general y los

siguientes objetivos especificos a abordar de acuerdo con la estrategia:
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I. Analizar en la naturaleza en periodo reproductivo y no reproductivo el
tamafo territorial individual de Gymnotus omarorum, la distribucién de los

individuos en la poblacion y los factores determinantes.

I.A. Caracterizar el habitat de G. omarorum, el patron de distribucion de la especie
y las caracteristicas poblacionales.

[.B. Evaluar los factores ambientales que impactan en la distribucion de los
individuos.

[.C. Evaluar las variables individuales que influyen en el tamafio de los territorios.
[.D. Evaluar las diferencias estacionales en el tamafio de los territorios y sus

determinantes.

De la hipétesis de trabajo #2 se desprenden los siguientes objetivos generales y

especificos a abordar de acuerdo con la estrategia:

[l. Estudiar la relevancia de la via estrogénica y androgénica rapida en la
regulacion de la agresion territorial no reproductiva en hembras de Gymnotus

omarorum.

[I.A. Caracterizar la agresion territorial no reproductiva entre hembras de Gymnotus
omarorum.

[1.B. Evaluar el rol de la via estrogénica en la agresion territorial no reproductiva en
la agresion intrasexual de hembras no reproductivas.

[I.C. Evaluar el rol de la via androgénica en la agresion territorial no reproductiva en

la agresion intrasexual de hembras no reproductivas.

[ll. Estudiar los perfiles esteroideos cerebrales y circulantes basales de

adultos no reproductivos
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[lILA. Poner a punto un método de cuantificaciébn de esteroides que permita la
cuantificacion simultdnea de mdultiples hormonas en plasma y cerebro a nivel
individual en animales no reproductivos

[1l.B. Caracterizar el perfil esteroideo plasmatico de hembras y machos no
reproductivos. Realizar la comparacion sexual.

[I.C. Caracterizar el perfil esteroideo cerebral de hembras y machos no
reproductivos. Realizar la comparacion sexual.

[11.D. Comparar los niveles hormonales plasmaticos entre plasmay cerebro.
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ORGANIZACION DE LA TESIS

La introduccion y antecedentes de esta tesis dieron lugar a un Ensayo en el Boletin
de la Sociedad Zoolégica del Uruguay (Aceptado).

Los resultados organizan en los siguientes capitulos. El Capitulo I, que corresponde
al Objetivo general |, se centra en el estudio de la estacionalidad en los
determinantes de los tamafios territoriales en una poblacion natural de Gymnotus
omarorum. Este capitulo ha dado lugar a un articulo publicado en PLOSone titulado
“Seasonal and social factors associated with spacing in a wild territorial electric fish”
por L. Zubizarreta, L. Quintana, D. Hernandez, F. Texeira de Mello, M. Meerhoff, R.
Honji, R. Guimaraes, A. Silva (Anexo 1). El Capitulo II, que corresponde al Objetivo
general 1, tiene como piedra fundamental la descripcion exhaustiva de la agresion
territorial no reproductiva en hembras, y luego sobre la conducta abona a la hipotesis
de la neurosintesis de estrégenos en el mantenimiento de la agresion femenina. La
primera parte del Capitulo Il compone un articulo publicado en Journal of
Physiology-Paris que presenta el modelo de agresion territorial no reproductiva de
G. omarorum titulado “Building the case for a novel teleost model of non-breeding
aggression and its neuroendocrine control” por L. Quintana, L. Zubizarreta, C.
Jalabert, G. Batista, R. Perrone, A. Silva (Anexo 2). La segunda parte del Capitulo
Il dio lugar al articulo publicado en Physiology and Behavior titulado “The estrogenic
pathway modulates non-breeding female aggression in a teleost fish” por L.
Zubizarreta, A. Silva, L. Quintana (Anexo 3). El Capitulo Ill, que corresponde al
Objetivo general Ill, presenta el proceso de puesta a punto de un método de
extraccion para realizar un perfil hormonal en cerebro y plasma de animales no
reproductivos primero por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masa (realizado en el IIBCE, Uruguay, Anexo 4), y luego por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masa (realizado en el laboratorio de Kiran Soma en
la University of British Columbia, Canada). Una vez descripta la puesta a punto la
técnica, los resultados de la cuantificacion de cerebro y plasma por LC-MS/MS en
hembras y machos colectados en la naturaleza se presentan en la segunda parte
del Capitulo Ill. Estos resultados han sido presentados en un seminario del grupo
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de Behavioral Neuroscience en la UBC y en el Il Congreso Nacional de Biociencias,
y componen un manuscrito en preparacion cuyos autores son L. Zubizarreta, C.
Jalabert, C. Ma, A. Silva, KK. Soma, y L. Quintana. En el Capitulo IV se presenta la
discusion general, parte de la cual ha dado lugar a una revision publicada en
Frontiers in Endocrinology, “A Teleost Fish Model to Understand Hormonal
Mechanisms of Non-breeding Territorial Behavior” por L. Quintana, L. Zubizarreta y
A. Silva (Anexo 5). Por ultimo, en el Capitulo V se describen las perspectivas
derivadas de esta tesis, que componen 2 lineas de investigacion de proyeccion

postdoctoral.
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CAPITULO |. ESTACIONALIDAD EN LOS FACTORES QUE IMPACTAN

EN EL TAMANO DE LOS TERRITORIOS EN LA NATURALEZA

I. Analizar en la naturaleza en periodo reproductivo y no reproductivo el
tamafio territorial individual, la distribucién de los individuos en la poblacién
y los factores determinantes.

I.A. Caracterizar el habitat de G. omarorum, el patrén de distribucion de la especie
y las caracteristicas poblacionales.

I.B. Evaluar los factores ambientales que impactan en la distribucion de los
individuos.

[.C. Evaluar las variables individuales que influyen en el tamafio de los territorios.
[.D. Evaluar las diferencias estacionales en el tamafio de los territorios y sus

determinantes.

METODOS

Area de estudio vy estaciones de muestreo

El trabajo de campo se realiz6 en la Laguna de los Cisnes, Uruguay (205 ha, 34°
48' S, 55° 18' W), que consiste en un sistema dulceacuicola de tres partes
interconectado (profundidad maxima 5 m) (Fig. 1.1A, (Marroni etal. 2014)).
Gymnotus omarorum es la Unica especie de pez eléctrico presente en el area de
estudio. La zona litoral de la laguna esté cubierta por una franja de macroéfitas (5-40
m ancho) que cubren el &rea de muestreo (Fig. 1.1B). Entre las raices de las plantas
acuaticas se encuentran tipicamente los individuos de G. omarorum en su fase de

reposo (Richer-de-Forges et al. 2009).
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Figura 1.1: Area de estudio y método de muestreo. A. El sitio de estudio se localiza en
Maldonado, Uruguay, en la Laguna de los Cisnes. B. La zona litoral de la laguna esta
cubierta por vegetacion acuatica que crean una mata extensa que constituye el area de
muestreo. C. Unidad de censo ilustrando los sitios individuales. La localizacién de los peces
en los sitios individuales se llevo a cabo mediante un censo eléctrico (Estudio 1). Una vez
gue se localiza un individuo, en el sitio se toman medidas de la concentracion de Oz disuelto
en agua, temperatura y la frecuencia de la DOE. En el Estudio 2, los sitios individuales se
volvieron a visitar siguiendo la misma secuencia, se colectaron los peces y se tomaron las
caracteristicas individuales.

Siguiendo a Quintana et al. (2004), quien describi6 el periodo reproductivo de los
peces eléctricos en esta region de diciembre a febrero (verano), los datos se
colectaron en diciembre, correspondiendo al periodo reproductivo temprano antes
de la aparicion de los alevines (Quintana et al. 2004), y de junio a agosto (invierno,

periodo no reproductivo).

Muestreo

El area de muestreo fue homogénea en cuanto a profundidad, distancia a la orilla y
composicién de vegetacion. El area de muestreo se dividi6 en transectas
adyacentes denominadas unidades de muestreo (Fig. 1.1B, C; definidas mas
adelante), las cuales fueron estudiadas en diferentes dias sin repetir sitios. El
muestreo se realizdé durante el dia, que corresponde a la fase de reposo de la
especie (Migliaro et al. 2018), y se llevo a cabo en dos etapas: la primera (Estudio
1) durante la mafiana (0800-1200h), y la segunda (Estudio 2) durante la tarde (1300-
1800h).
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Estudio 1: Censo eléctrico y variables ambientales.

Con el objetivo de obtener la distribucién espacial de los individuos, realizamos un
censo eléctrico durante la fase de reposo de los animales. Se midié la distancia de
cada individuo con su vecino mas cercano (DNN por su significado en inglés
distance to the nearest neighbor) tanto en el periodo reproductivo como en el no
reproductivo. La DNN se utilizd como una estimacion del tamafio de territorio. Si
bien este es un abordaje simplificado, los animales que presentan agresion territorial
despliegan una disminucién en la defensa territorial a medida que la distancia al
centro del territorio aumenta (Adams 2001; Brown y Orians 1970). Este estudio se
realizé durante la fase de reposo de G. omarorum, y la especie muestra fidelidad al
sitio, lo que hace pensar que probablemente se encuentren en el centro de sus
territorios en el momento que se realiza el censo eléctrico. El censo eléctrico se llevo
a cabo localizando los individuos con un amplificador de audio conectado a un par
de electrodos, como fue descripto previamente (Silva et al. 2003) y los individuos se
localizaron por sus DOEs cuando el sonido alcanza su mayor amplitud (el rango de
deteccidon es 60 cm). Debido a que la frecuencia de la DOE se incrementa frente a
un estimulo novedoso (respuesta de novedad, revisado en (Moller 1995)), se realizd
el monitoreo de la frecuencia para asegurarse que el pez permanece sin perturbarse
mientras se miden los pardmetros en el Estudio 1. Para realizar el censo eléctrico,
se vadeo en zigzag dentro de la vegetacion, hasta 1.2 m de profundidad, y se
detectaron cuidadosamente los individuos uno por uno, procurando no acercarse.
Una vez que un pez fue localizado en un sitio individual, se marcé el camalote que
estd encima de él (Fig. 1.1C). En cada sitio, a 30 cm de profundidad, se midi6 la
conductividad del agua, la concentracién de Oxigeno disuelto en agua (O2, mg/l) y
la temperatura (T, °C), utilizando un TDSu Testr 3, Cole Parmer para la
conductividad, y OxyWard, Handy Polaris para Oz y T. Una vez colectadas las
medidas fisicoquimicas, se registrd la frecuencia de la DOE in situ durante 10 s,
mediante dos electrodos localizados cerca el pez, y conectados a un amplificador
en la orilla de la laguna (World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL. DAM-50,
AC-coupled). Luego de la amplificacion, la sefal se capturo utilizando la tarjeta de
audio de una laptop, y se almacend para ser analizada mas adelante. Para corregir
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el efecto de la temperatura sobre la frecuencia de la DOE se corrigieron los valores
a una temperatura de 20°C utilizando el valor 1.5 de Q10 calculado para peces
eléctricos = Q10 = DOEfreq X T / DOEf#req X (T + 10) (Dunlap et al. 2000; Silva et al.
2007).

La medida de parametros fisicoquimicos y frecuencia de la DOE se llevé a cabo en
todos los sitios individuales en un mismo dia de muestreo, lo que constituye una
unidad de censo. Una unidad de censo se defini6 como el area que comprende a
todos los individuos detectados antes de las 12 AM, o el &rea donde se detect6 un
grupo de peces rodeado por al menos 6 m de agua no habitada por individuos de la
especie (Fig. 1.1C). El Estudio 1 se realizé tanto en el periodo reproductivo como en

el periodo no reproductivo.

Estudio 2: Cuantificacion de variables individuales.

No solamente los factores ambientales, también las caracteristicas individuales
como las morfométricas y fisiolégicas pueden influenciar la distribucién espacial y
tener variaciones estacionales. Por lo tanto, basados en el Estudio 1,
caracterizamos las variables individuales de los peces colectados en los dos
periodos y analizamos su relacion con la distribucion espacial. Los sitios individuales
se visitaron por segunda vez, y se colecté cada pez localizado bajo el camalote
marcado utilizando una red, sin perturbar los sitios cercanos. Debido a que la
calderineada perturba mucho la vegetacion en el sitio, si el primer intento no es
exitoso luego se reporta el sitio como no-recuperado. Una vez pescados, los
individuos se pesaron, se midieron, se sacrificaron por decapitacion rapida y las
gonadas se inspeccionaron visualmente para determinar el sexo. En el periodo
reproductivo los peces se anestesiaron inmediatamente luego de la captura por
inmersion en una solucién de eugenol (1.2 mg/l, disuelto previamente en alcohol
70%) y se realizé la extraccidbn de sangre de la vena caudal con una jeringa
heparinizada antes de los 3 min de captura, que es el rango de tiempo usualmente
utilizado para evitar la respuesta de estrés por manipulacién (Dunlap et al. 2000b;
Fox et al. 1997; Salazar y Stoddard 2008). La sangre se coloco en tubos que se

mantuvieron en hielo en el campo, mas tarde se centrifugaron en el laboratorio
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(3000rpm, 10 min), y el plasma se almacend a -80 °C. Las go6nadas fueron
disecadas, almacenadas en hielo seco y pesadas en el laboratorio para calcular el
indice gonadosomatico (GSI = [peso gonada / peso corporal] x 100 (Anderson et al.
1983).

Cuantificacion hormonal

En hembras reproductivas se cuantificaron los niveles de 17-f Estradiol (E2) y en
machos reproductivos los niveles de 11-Cetotestosterona (11-KT) mediante
inmunoensayos (ELISA) utilizando kits comerciales (IBL International, Hamburgo,
Alemania para E2 y Cayman Chemical Company, MI, USA para 11-KT). Los analisis
se realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante y en cada ensayo
se corrio una curva estandar. En todos los casos las muestras se corrieron en
duplicado y el andlisis se llevé a cabo en las muestras que presentaron coeficientes
de variacién menores a 20% (Sink et al., 2008). La variacién intraensayo fue 3.95 %
para el Ez (limite de deteccion: 25 pg/ml) y 6.2 % para la 11-KT (limite de deteccion:
1.56 pg/ml). Para establecer las diluciones de trabajo adecuadas (1:2 para el Ez de
hembras reproductivas y 1:30 para la 11-KT de machos reproductivos) se realizaron
tres diluciones piloto (4 muestras por sexo). Los ensayos se validaron con

estandares aportados por el Kit.

Analisis de datos y estadistica

Todos los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad D'Agostino y Pearson.
Si los datos se ajustan a una distribucién gaussiana, se analizaron con pruebas
paramétricas; de lo contrario se utilizaron pruebas no paramétricas. Los analisis
paramétricos, no-paramétricos y las regresiones lineales simples se realizaron con
PAST (Hammer et al. 2001), y los modelos lineales generalizados (GLM) y pruebas
binomiales se realizaron con el R (R Core Team 2012) usando la interfaz RStudio.

El analisis de datos se realiz en tres etapas. En una primera etapa se exploro la
heterogeneidad ambiental utilizando datos del Estudio 1. Las variables ambientales
(O2 y T) se compararon entre estaciones por la prueba U de Mann-Whitney. Para
analizar la heterogeneidad de Oz y T se calcul6 el coeficiente de variacion (CV,
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SD/media*100) para cada unidad de censo y luego se calculé la media y SD para
cada periodo. Finalmente, se realizaron regresiones lineales entre DNN y contenido
de O:y la frecuencia de la DOE y contenido de Oz en los dos periodos (Fig. 1.2).
En la segunda etapa de andlisis, que involucrd la captura de peces, exploramos qué
factores morfométricos y fisiolégicos correlacionaban con DNN en periodo no
reproductivo y reproductivo. El set de datos para este analisis se obtuvo en el
Estudio 2. Las caracteristicas individuales (tamafio corporal, y frecuencia de la
DOE), la DNN, y DNN normalizado por la longitud corporal se compararon entre
sexos dentro de cada periodo mediante la prueba de t (Tabla I.1). Debido a que el
peso y la longitud corporal estan fuertemente relacionados (R = 0.91, N = 47), y al
hecho de contar con méas datos de longitud que de peso, utilizamos la longitud como
indicador de tamafio corporal en los andlisis. La longitud corporal, DNN vy la
frecuencia de la DOE se compararon estacionalmente utilizando la prueba de t en
hembras y machos juntos.

Para examinar el efecto de las caracteristicas individuales (ver mas adelante) sobre
la DNN como variable dependiente utilizamos modelos lineales generalizados
(GLM; (Zuur et al. 2007)), analizando los dos periodos por separado. En el periodo
reproductivo, inicialmente se corri6 un modelo con la longitud corporal, frecuencia
de la DOE y sexo como variables independientes. Debido a que el modelo no fue
significativo, se corrieron los dos sexos por separado. Para hembras se analizaron
las variables independientes longitud corporal, frecuencia de la DOE y Ez circulante,
mientras que en machos las variables fueron la longitud corporal y la frecuencia de
la DOE (Tabla 1.2). Para el periodo no reproductivo el modelo incluyé hembras y
machos juntos y las variables independientes fueron la longitud corporal, frecuencia
de la DOE y sexo (Tabla 1.3).

Para seleccionar el GLM mas parsimonioso, utilizamos el comando bestgim
(McLeod y Xu 2011), para un maximo de tres variables simultaneas y se
consideraron las interacciones de segundo orden. Los modelos iniciales fueron
simplificados mediante el método paso a paso (stepwise), y utilizando el Criterio de
Informacion de Akaike (AIC) para comparar entre modelos alternativos. Esto permite

evitar la sobreparametrizaciéon y asi llegar al modelo mas parsimonioso para las
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variables evaluadas. La seleccién del modelo mas parsimonioso tomé en cuenta el
criterio AIC y el numero y significancia estadistica de los parametros estimados. Se
descartaron los modelos con una mejora en el AIC cuyos parametros estimados no
fueron significativos. Todos los modelos se sometieron al andlisis de residuos para
comprobar los supuestos de normalidad y homocedasticidad (McCullagh y Nelder
1989).

La etapa final de analisis tuvo como objetivos tres puntos. El primero fue evaluar
con mayor detalle el impacto de caracteres sexualmente dimoérficos (tamafio
gonadal y esteroides sexuales) sobre la DNN particularmente durante el periodo
reproductivo (Fig. 1.3). Para esto se compard estacionalmente la DNN y la DNN
relativa al tamafio corporal en hembras y machos por separado. Ademas, para
analizar la importancia del desarrollo gonadal en el espaciamiento individual,
realizamos regresiones lineales entre DNN vs el IGS, y DNN vs peso corporal —
peso gonadal, en hembras y machos. El segundo punto fue analizar si la
concentracion de Oz, ademas de influenciar es espaciamiento, mostraba asociacion
con variables morfolégicas y fisiologicas (IGS, DOEfeq, niveles de E:z). El tercer
punto fue establecer si la distribucién de individuos por sexo diferia de una
distribucion al azar, y para esto utilizamos una prueba Binomial (Conover 1971).
Para el analisis el pez focal fue considerado solamente si el vecino mas cercano se
capturé y su sexo de confirmd. La proporcion de sexos esperadas para una
distribucion al azar se deduce de la proporcion empirica observada en cada
temporada (Fig. 1.4).

RESULTADOS

En los dos periodos, los individuos de Gymnotus omarorum se encontraron
tipicamente entre las raices de las matas de vegetacion a una profundidad de ~ 30
cm, en el area litoral tanto en verano como en invierno (Fig. 1.1B). ElI camalote
Eichhornia crassipes domind el area tanto a nivel subacuatico como aéreo,
representando el 86% de la biomasa subacuética total. La vegetacion asociada se

compuso de las especies sumergidas Egeria densa y Miriophyllum aquaticum, la
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flotante Salvinia auriculata, y las enraizadas y emergentes Ludwigia elegans e
Hydrocotyle criptocarpa. La misma composicion de vegetacion se observo a lo largo
del afio, aunque la cobertura fue mayor en el periodo reproductivo.

Como es esperado en la regién subtropical, la temperatura y concentracion de O:
del agua mostraron diferencias estacionales. La temperatura del agua fue mas alta
en el periodo reproductivo (27.3+ 0.1 °C,N=36vs 11.3+0.5°C, N=60; p =1 exp-
4, prueba U de Mann Whitney), mientras que la concentracién de Oz fue menor en
el periodo reproductivo en comparacion con el no reproductivo (5.6 £ 0.9 mg/l, N =
36, vs 8.4 £ 0.4 mg/l, N = 65; p = 4 exp-3, prueba U de Mann Whitney). Por el
contrario, la conductividad del agua no presentd modificaciones estacionales y se

mantuvo < 150 uS/cm a lo largo del afio.

ESTUDIO 1: DISTRIBUCION ESPACIAL Y VARIABLES AMBIENTALES

La Etapa 1 de analisis tuvo como objetivo relacionar datos ambientales con el
espaciamiento y la frecuencia de la DOE de los peces individualizados por censo
eléctrico. Los peces se localizaron en la parte central de la mata de vegetacién, y
no se detectaron en los bordes cerca del agua abierta (Fig. 1.1C). En las dos
temporadas los peces mostraron una distribucion uniforme, no agregados con otros
coespecimenes. La distribucién de DNNs fue asimétrica, con un sesgo con moda
en los 150 cm (Fig. 1.2A). El valor medio de DNN fue significativamente mayor en el
periodo reproductivo que en el no reproductivo (230 £ 15 cm, prueba de t, T =5.9,
p=1exp-4, N=47vs 140+ 7 cm, N =73).

La temperatura del agua medida en los sitios individuales dentro de cada unidad de
censo mostro baja variabilidad (CV medio T periodo reproductivo = 2.0 £ 2.4 %, CV
medio T periodo no reproductivo = 6.5 + 5.5 %). La concentracion de O2 presenté
una alta variabilidad dentro de cada unidad de censo (CV medio O: periodo
reproductivo = 20.4 + 9.3 %, CV medio O2 periodo no reproductivo = 25.9 = 14.6 %).
Por lo tanto, exploramos si el Oz contribuye al patron espacial. Durante el periodo
reproductivo, la concentracion de Oz medida en los sitios individuales present6 un

rango de 0 a 15 mg/l y un sesgo positivo (Fig. 1.2B, verde), con alta frecuencia de
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valores de concentracion bajos (moda en 1 mg/l). Sin embargo, durante el periodo
no reproductivo, la distribucion de los niveles de Oz presentd un sesgo hacia la

izquierda, y mostro una moda en 11 mg/l (Fig. 1.2B, gris).
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Figura 1.2: Distribucidon espacial basada en variables
ambientales (Estudio 1). El periodo reproductivo se
representa en verde, y el no reproductivo en gris; la
superposicion de las dos estaciones se ilustra en verde
05 o0 05 10 15 oscuro. A. Distribucion de frecuencias de distancia al
Log O(mg/l) vecino méas cercano (DNN, en cm). B. Distribucion de
D o, frecuencias de concentracion de oxigeno (en mg/l)
medido a 30 cm de la superficie en cada sitio individual.
601 (DNN, en cm). C. Regresion lineal entre DNN vy
concentracion de O2 en los sitios individuales
501 (transformado con Log). Periodo reproductivo: R2 =0.44,
p =1exp -4, N = 35, periodo no reproductivo: R2 = 0.21,
p = 1 exp-4, N = 50. D. Regresion lineal entre la
frecuencia de la DOE vy la concentraciéon de O2 en los
sitios individuales. Periodo reproductivo: R2 = 0.47, p =
5 exp-4, N = 22. Periodo no reproductivo: R2 = 1 exp-3,
101 p=0.54, N = 39.
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La relacion entre los niveles de Oz y DNN fue significativa y positiva tanto en el
periodo reproductivo (R? = 0.44, p = 1 exp -4, N = 31, Fig. I.2C verde) como en el
periodo no reproductivo (R? = 0.21, p = 1 exp -4, N = 50, Fig. |.2C gris). De manera
interesante, los niveles de Oz presentaron una relacion positiva con la frecuencia de
la DOE durante el periodo reproductivo, pero la relacion no fue significativa en el
periodo no reproductivo (reproductivo: R> = 0.47, p = 5 exp -4, N = 22, Fig. 1.2D
verde; no reproductivo: R? = 1 exp -3, p = 0.54, N = 39, Fig. 1.2D gris).

ESTUDIO 2: DISTRIBUCION ESPACIAL BASADA EN CARACTERISTICAS INDIVIDUALES

La segunda etapa de analisis exploro el impacto de las variables morfométricas y
fisioldgicas individuales sobre la DNN en las dos temporadas. El 71% de los peces
registrados en el Estudio 1 fueron recuperados en el Estudio 2. No se encontraron
diferencias sexuales en el tamafio corporal, la frecuencia de la DOE, DNN, nila DNN
relativa al tamafio corporal. La falta de diferencias sexuales se mantuvo tanto en
periodo no reproductivo, como en reproductivo (Tabla I.1). Durante la temporada
reproductiva, las hembras presentaron niveles circulantes de Ez con una media de
293.7 £97.7 pg/ml y los machos una media de 11-KT 399.1 + 140.9 pg/ml. El tamafio
corporal medio fue mayor en el periodo reproductivo (p = 1 exp-4, testde t, T = 6.6,
N repro = 28, N no repro = 53). Ademas, la frecuencia de la DOE corregida por
temperatura fue mas alta (p = 1 exp-4, testde t, T = 18.8, N repro = 30, N no repro = 36),
DNN fue mayor (p = 1 exp-4, testde t, T = 5.6, N repro = 31, N no repro = 46) y DNN
relativo (DNN/longitud corporal) fueron también mayores durante el periodo
reproductivo (p = 9 exp-3, testde t, T = 2.7, N repro = 30, N no repro = 46).

Los factores que influencian DNN se evaluaron por separado en los dos periodos.
En el periodo reproductivo, el GLM inicial incluyé hembras y machos juntos con
tamanio corporal, frecuencia de la DOE, y sexo como paradmetros independientes no
arrojo resultados significativos, por lo que luego se corrieron modelos para cada
sexo por separado. En hembras se incluy6 el E2 circulante ademas del tamafio
corporal y la frecuencia de la DOE como variables explicativas del DNN. Se
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obtuvieron dos modelos significativos equivalentes segun el criterio de AIC (Tabla
[.2). En el modelo con mejor ajuste (modelo 1), el DNN mostré6 una relaciéon
significativa positiva con los niveles de Ez2y una relacion negativa marginal con la
frecuencia de la DOE. En el modelo 2, el Unico pardmetro que correlacion6

significativamente con el DNN fue el E2 circulante.

Tabla I.1: Comparacion sexual de las caracteristicas individuales y la distancia al vecino
mas cercano en las dos temporadas (Estudio 2). Variables individuales: Longitud corporal
y frecuencia de la DOE corregida por temperatura. Distancia al vecino mas cercano (DNN
en cm), y DNN relativo (DNN/longitud corporal). Los valores se expresan como medias +
error estandar de la media (SEM), y las comparaciones estadisticas se hicieron con la
prueba de t.

Tamafo corporal (cm) Frecuencia DOE tmp DNN (cm) DNN / longitud corporal
Q 3 ? 3 ? 3 ? 3
A- 224+05|1245+09 [ 410+1.1 | 39.3+£09 | 220+20 | 230+30 | 98+0.8 | 99+14
Reproductivo n=13 n=15 n=13 n=17 n=13 n=18 n=13 n=17
Qvsdp=0.2 Qvsdp=0.3 Qvsdp=0.8 Qvsdp=0.9
B- 169+09 | 174+08 | 200+1.2 [193+095| 113+10 | 120+10 | 7.0+£0.6 | 7.8+0.7
No-reproductivo n =26 n=27 n=18 n=18 n=23 n=23 n=23 n=23
Qvs 3 p=0.7 Qvs 3 p=0.6 Qvs 3 p=05 Qvs 3 p=0.4

En machos no encontramos correlacion entre las variables independientes
evaluadas y el DNN. Aunque los andrégenos no se incluyeron en el GLM por bajo
N, es destacable que la 11-KT mostré una tendencia positiva en una regresion lineal
simple con el DNN, si bien el nimero de datos fue bajo para alcanzar poder
estadistico. En el periodo no reproductivo las variables individuales no mostraron
diferencias sexuales, y por ende se incluyeron hembras y machos juntos en el

modelo para predecir el DNN. Exploramos si el sexo, tamafio corporal y frecuencia
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de la DOE predicen el DNN, y encontramos que la Unica variable significativa fue el

tamano corporal, que correlacioné positivamente con DNN (Tabla 1.3).

Tabla I.2: Modelos lineales generalizados que presentaron el mejor ajuste para explicar la
distancia al vecino mas cercano (DNN) en hembras durante el periodo reproductivo, con
datos obtenidos en el Estudio 2. El intercepto y las variables explicativas se expresan como
medias (desvio estandar). Para cada parametro, el valor se muestra en negrita si es
significativo (p<0.05), en italica si es marginal (p<0.1), y como NS si no mostro significancia
estadistica. El Modelo 1 y Modelo 2 no presentaron diferencias significativas con respecto
al criterio de informacion de Akaike (AIC).

Modelo | Intercepto | Ezcirculante DOE freq N P modelo | R2 ajustado AIC
M1 452 (141) 0.14 (0.03) -0.51 (2.7) 13 0.02 0.44 20.24
M2 188 (18) 0.1 (0.04) NS 13 0.03 0.31 22.21

Tabla 1.3: Modelos lineales generalizados que presentaron el mejor ajuste para explicar la
distancia al vecino mas cercano (DNN) en los dos sexos durante el periodo no reproductivo,
con datos obtenidos en el Estudio 2. El intercepto y la variable explicativa se expresa como
media (desvio estandar). El valor del pardmetro significativo se muestra en negrita (p<0.05).

Intercepto Tamafo N P modelo | R2 ajustado AlIC
corporal
36.4 (34) 5.2 (2) 48 0.01 0.11 79.75

Para evaluar posibles diferencias sexuales en las caracteristicas de los territorios
realizamos la Etapa 3 de andlisis. Comparamos el tamafio territorial relativo entre
temporadas y evaluamos la relacion entre variables individuales y ambientales. Si
bien el DNN absoluto y relativo fue mayor en el periodo reproductivo en los dos

sexos, cuando se analizaron hembras y machos por separado se evidencié que la
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diferencia estacional en el DNN relativo es solo significativa en hembras (hembras:
reproductivo 9.8 + 0.8, N = 13 vs no reproductivo 7.0 £ 0.6, N = 23; prueba det, T =
2.7, p = 0.01, machos: reproductivo 9.9 £ 1.4, N = 17 vs no reproductivo 7.5 + 0.7,
N =22; pruebadet, T=1.4, p=0.12, Fig. I.3A). En concordancia con los resultados
del GLM, en periodo reproductivo el tamafio corporal no mostrd asociacion con el
DNN en ninguno de los sexos (hembras: p = 0.8, R> =7 exp-3, N = 13. Machos: p =
0.7, R? = 0.01, N = 15; Fig. 1.3B). Con respecto a la importancia relativa de la
madurez gonadal en el espaciamiento, encontramos que el IGS fue
significativamente mayor en el periodo reproductivo en hembras (Hembras: 1.1 +
0.22% N=9vs 0.6 +0.09% N =11; p=0.02, pruebadet, T = 2.3. Machos: 0.24 £
0.03% N=10vs 0.23+£0.03, N=16; p=0.87, pruebadet, T=0.3); y el IGS mostro
la esperada relacion positiva con el E2 circulante en hembras reproductivas (p = 2
exp-3, R?=0.76, N = 9, datos no mostrados). El IGS presenté una relacién positiva
con el DNN solamente en hembras reproductivas (Hembras: p = 1 exp-3, R? = 0.8,
N = 9. Machos: p = 0.14, R? = 0.25, N = 10, Fig. 1.3C); y DNN no mostré relacién
significativa con el peso corporal luego de la sustraccion del peso gonadal
(Hembras: p = 0.7, R2 = 0.02, N = 9. Machos: p = 0.6, R? = 0.03, N = 10; Fig. 1.3D).
Mas aun, el contenido de O: del agua presenté una relacion positiva con el E2
circulante de las hembras reproductivas (p = 0.03, R? =0.41, N = 11, Fig. |.3E) y el
O2 mostré una relacién marginal con el IGS de hembras (p = 0.08, R2=0.5,N=7,
datos no mostrados); mientras que los niveles de 11-KT en machos no presentaron
asociacion con la concentracion de Oz, aunque el n fue pequefio para realizar la

regresion (N =5, Fig. I.3E).
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Figura 1.3: Aparicién del dimorfismo sexual durante el periodo reproductivo

Las graficas muestran valores para hembras (paneles de la izquierda, representados como
cuadrados) y machos (paneles de la derecha, representados como circulos); el color verde
indica periodo reproductivo y el gris no reproductivo. Los datos fueron obtenidos en el
Estudio 2 (Etapa de analisis 3).

A- Distancia relativa al vecino méas cercano (DNN en cm / longitud corporal en cm). Los
puntos representan valores individuales, y la linea horizontal en A y B representa la media
y las barras de error representan el error estdndar de la media. * indica la significancia
estadistica (p < 0.05) prueba de t. B- Regresion lineal entre tamafio corporal (cm) y DNN
(cm) en el periodo reproductivo. Hembras: p = 0.8, R? = 7 exp-3, N = 13; machos p = 0.7,
R? = 0.01, N = 15. C- Regresion lineal entre GSI y DNN (cm) en el periodo reproductivo.
Hembras: p = 1 exp-3, R? = 0.8, N = 9; machos: p = 0.14, R? = 0.25, N = 10. D- Regresion
lineal entre peso corporal — peso gonadal (g) y DNN (cm) en el periodo reproductivo.
Hembras: p = 0.7, R2=0.02, N = 9. Machos: p = 0.6, R>=0.03, N = 10. E- Regresion lineal
entre concentracion de O, (mg/l) y Ez (pg/ml) en hembras reproductivas: p = 0.03, R? = 0.41,
N =11. La misma relacion se muestra para la 11-KT en machos reproductivos sin el ajuste
estadistico debido al pequefio tamafio de muestra (N = 5).

En el periodo reproductivo los individuos presentaron una distribucion por sexos
significativamente distinta del azar. El porcentaje de hembras con otra hembra como
vecina mas cercana fue significativamente menor que el esperado por azar (p =
0.03, N = 11; prueba Binomial, Fig. 1.4A), y el porcentaje de hembras con un mecho
como vecino mas cercano fue significativamente mayor que el esperado por azar (p
= 0.04, N = 16; prueba Binomial, Fig. 1.4A). Por el contrario, en el periodo no
reproductivo la configuracion espacial de sexos en la poblacion fue al azar. La
probabilidad de tener una hembra como vecina mas cercana no fue diferente de la
esperada por azar tanto si el pez focal era hembra como si era macho (hembras: p
=0.82, N = 20; machos: p = 0.12, N = 15; prueba Binomial Fig. 1.4B).

A = Periodo reproductivo
*: 100
2 =8 *
g 60
§ :Z * Figura I.4: Estacionalidad en la distribucion espacial de los
§ — sexos (datos obtenidos en Estudio 2). Sexo del vecino mas
Hembra Macho cercano (expresado en porcentaje) cuando el pez focal es
una hembra o un macho, en periodo reproductivo (A, arriba),
B Periodo no reproductivo Y €N periodo no reprodl_Jctivo (B, abajo). La linea punteada
£ 100 representa el porcentaje esperado de tener una hembra
o e como vecino mas cercano si la distribucion fuera al azar, de
g e N acuerdo con la proporcion sexual empirica (41% en el
é 40 periodo reproductivo y 50.9% en el periodo no reproductivo).
o * indica la significancia estadistica (p < 0.05) de acuerdo con
g una prueba binomial.
Hembra Macho
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DISCUSION

En este estudio se examinaron las diferencias estacionales y sexuales en los
determinantes del tamafio territorial en un pez teledsteo que presenta agresion
territorial durante todo el afio. Encontramos que Gymnotus omaroum en Su
ambiente natural posee una distribucién espacial consistente con territorialidad
tanto en periodo reproductivo como en no reproductivo, y que la concentracion de
oxigeno correlaciond positivamente con el tamafio del territorio en las dos
estaciones. También mostramos que: a- en el periodo no reproductivo el tamafio del
territorio fue sexualmente monomorfico y determinado parcialmente por el tamafio
corporal de los individuos; y b- en el periodo reproductivo aparece el dimorfismo
sexual en el tamafio territorial relativo y sus determinantes. En este capitulo se
cumplieron los Obijetivos especificos I.A-D y los resultados refrendaron la hipétesis

de trabajo 1.

El tamafio corporal se asocia fuertemente con atributos fisiol6gicos y ecologicos en
muchas especies (ej. home range y tasa metabdlica), y es clave para entender como
los animales hacen uso del ambiente (Brown et al. 2004; Peters 1983; White et al.
2007; Woodward et al. 2005). La distribucién de individuos de diferente tamafio
puede ser influenciada por las interacciones sociales, como por ejemplo, la defensa
territorial (Allen et al. 2006). Estas ideas, postuladas inicialmente para analizar
interacciones interespecificas (Violle etal. 2012), se pueden aplicar en la
interpretacion de individuos dentro de una misma especie, como es el caso de este
estudio. Aqui evidenciamos que el tamafio corporal predice DNN en el periodo no
reproductivo, pero no durante el reproductivo (Tablas 1.2 y 1.3). Esto sugiere que
durante la época reproductiva existen otros aspectos (fisiolégicos, conductuales,
motivacionales) que pueden anteponerse al tamafio corporal influenciando el

tamano del territorio.

El contenido de O: es una variable fisicoquimica limitante en ambientes acuaticos,

y la hipoxia se ha relacionado con la mortalidad de peces (La y Cooke 2011). Es
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interesante que Gymnotus ha sido reportado como tolerante a un amplio rango de
concentraciones de Oz, y puede sobrevivir en ambientes hipoxicos (Crampton
1998). Gymnotus tiene la capacidad de tomar aire de la superficie y posee
adaptaciones metabdlicas que compensan posibles dafios que la hipoxia puede
causar (Moraes etal. 2002). En este estudio los sitios individuales mostraron
concentraciones de Oz que correlacionaron con el tamafio territorial en los dos
periodos (Fig. 1.2C). Este resultado sugiere que mayores niveles de O2 podrian
permitir a los peces defender territorios de mayor tamafio debido a un incremento
en la capacidad de respiracion aerébica. Es interesante que la concentraciéon de O2
correlacion6 positivamente con la frecuencia de la DOE solamente durante el
periodo reproductivo, cuando la frecuencia de la DOE fue significativamente mas
alta y el contenido de O2 mas bajo que el periodo no reproductivo (Fig. 1.2). Este
resultado es consistente con el requerimiento metabdlico de la emisién de la DOE
(Markham et al. 2016), que puede ser especialmente demandante en el ambiente

hipoxico del verano.

ESPACIAMIENTO EN PERIODO NO REPRODUCTIVO: DEPENDENCIA DEL TAMANO
CORPORAL E INDEPENDENCIA DEL SEXO

La territorialidad durante todo el afio ha sido examinada en teledsteos mayormente
en especies de arrecifes de coral (por ejemplo, Stegastes fuscus (Osoério et al.
2006)). En este estudio evaluamos la distribucion espacial de una especie
subtropical dulceaquicola y encontramos que la distribucion durante el invierno es
consistente con territorialidad. ¢Por qué Gymnotus defiende territorios durante el
periodo no reproductivo? La adquisicion y el mantenimiento de los territorios es
mediado por la conducta agonistica (Borger et al. 2008). En particular, reportes
previos de encuentros diadicos en el laboratorio demuestran que Gymnotus
omarorum exhibe conducta agonistica no reproductiva que media la adquisicién del
territorio (Perrone et al. 2019) y que el tamafio corporal es el principal determinante

de la dominancia en una contienda (Batista et al. 2012).
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La produccién de la DOE impone un costo metabdlico alto (Markham et al. 2016),
gue puede requerir una necesidad de forrajeo adicional. En linea con esto,
encontramos que los peces de mayor tamafo tienen territorios mas grandes en los
dos sexos (Tabla 1.3). El tamafio corporal es sexualmente monomorfico en esta
especie, y los experimentos en el laboratorio muestran que el inicio de las
contiendas y la determinacién de la dominancia en la resolucion del conflicto no
tiene sesgo por sexo (Batista etal. 2012). En este estudio confirmamos que
hembras y machos no reproductivos poseen territorios sin dimorfismo sexual de
tamafo en su ambiente natural (Tabla 1.1), probablemente para hacer frente a los
requerimientos energéticos que no se espera que sean diferentes entre sexos fuera
del periodo reproductivo.

Los peces eléctricos utilizan sefales eléctricas de comunicaciéon como parte de su
repertorio comportamental. Dado que la DOE codifica informacion como tamafio
corporal y estado fisiolégico (Caputi y Budelli 2006; Caputi y Budelli 1995; Gavassa
et al. 2011, 2012; Pedraja et al. 2016), los individuos podrian mantener los limites
territoriales por evaluacion remota de la DOE de sus vecinos. La frecuencia de la
DOE sefializa el estatus de dominancia luego de la resolucion del conflicto cuando
los peces se mantienen confinados, pero no cuando se les da la posibilidad de
distanciarse (Perrone et al. 2019). Por lo tanto, la prediccion era que no existiera
asociacion entre la frecuencia de la DOE y el tamafio de los territorios en el campo,
como se confirmd con nuestros datos (Tabla 1.3). La sefializacion del estatus de
dominante por medio de la frecuencia de la DOE podria ser necesario para reforzar
la sumision cuando un individuo subordinado es incapaz de escapar del pez
dominante como sucede en condiciones de laboratorio donde existe confinamiento.
Sin embargo, con la densidad poblacional observada en este estudio, la dominancia

eléctrica no es esperada.
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ESPACIAMIENTO EN PERIODO REPRODUCTIVO: LA APARICION DE DIMORFISMO
SEXUAL EN LOS DETERMINANTES DEL TERRITORIO

Mientras que la competencia por oportunidades reproductivas es por lo general
sexualmente dimorfica, la competencia por recursos no reproductivos es
usualmente similar entre hembras y machos (Tobias et al. 2012; West-Eberhard
1983). Mas aun, muchas especies que despliegan territorialidad en hembras y
machos muestran monomorfismo sexual en el tamafio corporal y en las
caracteristicas de sus sefales de comunicacion (Odreitz y Sefc 2015; Tobias et al.
2011; Whittingham et al. 1992). En concordancia con este patron, en este estudio
encontramos que durante el periodo reproductivo tanto el tamafio territorial como el
tamafo relativo del territorio no mostraron diferencias sexuales, o que es un
paralelismo con el monomorfismo en tamafo corporal (Tabla I.1). Sin embargo, en
el periodo reproductivo el tamafio corporal no predice el tamafio territorial (Fig. 1.3B),
lo que sugiere que otros factores aparte del tamafio corporal influencian la

adquisicion de recursos y su mantenimiento.

Un andlisis con mas detalle (Etapa 3) mostré que, aunque no existen diferencias
sexuales en el tamafo relativo del territorio, estas diferencias emergen cuando se
realiza una comparacion estacional. Las hembras parecen utilizar territorios
relativamente mas grandes en el periodo reproductivo que en el no reproductivo
(Fig. 1.3A). Este resultado puede ser interpretado en el contexto del gasto
metabdlico. El IGS de las hembras fue mayor en el periodo reproductivo, y
correlacion6 positivamente con la concentracion plasmatica de Ez. Mas aun, el IGS
fue un predictor excelente del tamafio territorial en hembras (Fig. 1.3C). Esto sugiere
gue las hembras reproductivas podrian establecer territorios mayores con relacion
a su tamafo corporal para hacer frente a los requerimientos de forrajeo impuestos
por la maduracién ovérica. En linea con esto, el E2 circulante correlacion6
positivamente con el tamafo territorial en hembras (Tabla 1.2), resultado arrojado
por los dos modelos significativos en hembras reproductivas. Por otro lado, la

influencia de la frecuencia de la DOE sobre el tamano territorial es menos confiable,
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dada su correlacibn marginal solamente en uno de los modelos de hembras
reproductivas.

Las hormonas esteroides son moduladores relevantes de la plasticidad
comportamental (Oliveira 2009); y orquestan respuestas fisiolégicas integradas y
respuestas conductuales a claves sociales (Hirschenhauser y Oliveira 2006;
McEwen y Wingfield 2003). En hembras, el hecho de que tanto el IGS como el E2
correlacionaron con el tamafio territorial, combinado con reportes de que el E2
promueve la agresion en hembras (Albert et al. 1990; Rendon et al. 2017; Scaia
etal. 2018), sugiere que el E2 gonadal modula la conducta territorial en G.
omarorum. Hipotetizamos que la secrecidbn de E: integra los requerimientos
metabolicos de las hembras reproductivas con el ambiente social, a través de la
expresion de conducta territorial. Una mirada con mas detalle a la relacion entre la
concentracion de O: y las caracteristicas individuales de las hembras, muestra que
los niveles de O: correlacionan positivamente con el E2 circulante (Fig. 1.3E) y
marginalmente con el IGS. Estos datos nos llevan a especular que las hembras
compiten por territorios con mayor contenido de Oz, que les daran la ventaja de
afrontar mejor los procesos energéticamente costosos. En machos identificamos
una tendencia positiva entre niveles circulantes de 11-KT y tamafio de territorio, la
cual a pesar de no tener significancia estadistica es esperada debido a la
documentada relacion entre androgenos Yy territorialidad en machos (Monaghan y
Glickman 1992; Nelson 2005; Simon y Lu 2006).

El hecho que el tamafio corporal sea mayor en el periodo reproductivo que en el no
reproductivo probablemente responda al crecimiento corporal inherente a la historia
de vida de G. omaroum. Sin embargo, no podemos asumir que la poblacion
permanece incambiada demograficamente. Aunque este estudio no tuvo como
objetivo realizar un seguimiento estacional de la poblaciéon, las diferencias en
tamanos entre estaciones podrian reflejar cambios demogréficos. Los peces adultos
de mayor tamafio podrian desplazar a los mas pequefios no solo para forrajear los
territorios mas valiosos, sino para acceder a sitios donde su descendencia tenga
mayor probabilidad de sobrevivencia, como se observa, por ejemplo, en el ciclido
Lobochilotes labiatus (Kohda et al. 2008).
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La motivacion por la defensa territorial en el periodo reproductivo puede involucrar,
no solo el valor del territorio per se (tamafio, contenido de O2), sino también el sexo
del vecino mas cercano. Los resultados presentados en la Figura 1.4 sugieren
gue G. omarorum puede evaluar las caracteristicas de los territorios y utilizar esta
informacion para cambiar de posiciones estacionalmente. En invierno, los peces
tienen un vecino mas cercano distribuido al azar con respecto al sexo, mientras que
en verano es mas probable que el vecino mas cercano sea del sexo opuesto (Fig.
|.4). Esta evidencia apoya la idea que el sexo del vecino mas cercano se convierte
en un fator relevante para el valor del territorio, solamente durante el periodo
reproductivo. Esto puede ser considerado un buen ejemplo de plasticidad
comportamental, por la cual los individuos responden diferente al mismo estimulo
social (en este caso el sexo del vecino mas cercano), dependiendo de las

variaciones de su estado fisiol6gico (hormonas sexualmente dimorficas).

COMENTARIO FINAL

Gymnotus omarorum ofrece la oportunidad de analizar los cambios estacionales en
la territorialidad que se mantiene todo el afio. Los resultados de este capitulo
refrendaron la hipotesis de trabajo 1, que postulaba: En poblaciones naturales la
territorialidad en Gymnotus omarorum es expresada todo el afio. En periodo no
reproductivo el tamafo territorial es sexualmente monomoérfico y depende del
tamanio corporal. En periodo reproductivo el tamafo territorial depende de variables
sexualmente dimorficas. Mostramos que en el periodo no reproductivo los Unicos
factores que influenciaron el tamafio territorial fueron el tamafio corporal y la
concentracion de Oz. Por el contrario, en el periodo reproductivo el sexo se torn6 un
factor relevante para la territorialidad: a) el sexo de los vecinos es relevante; b) el
tamano del territorio se relacioné con las hormonas gonadales en los dos sexos, lo
gue era esperado en machos pero reportado por primera vez en hembras; y c) las
hembras reproductivas poseen territorios relativamente mas grandes que las
hembras no reproductivas, lo que refleja demandas metabdlicas particularmente

altas relacionadas a la maduracion de los ovocitos.
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CAPITULO Il. VIAS ESTEROIDEAS QUE MODULAN LA AGRESION NO

REPRODUCTIVA

Il. Estudiar la relevancia de la via estrogénica y androgénica rapida en la
regulacion de la agresion territorial no reproductiva en hembras de Gymnotus

omarorum.

[I.A. Caracterizar la agresion territorial no reproductiva entre hembras de Gymnotus
omarorum.

[I.B. Evaluar el rol de la via estrogénica en la agresion territorial no reproductiva en
la agresion intrasexual de hembras no reproductivas

[I.C. Evaluar el rol de la via androgénica en la agresion territorial no reproductiva en

la agresion intrasexual de hembras no reproductivas

METODOS

Animales

Se utilizaron hembras adultas de Gymnotus omarorum (Richer-de-Forges et al.
2009) de 15 a 26 cm de longitud y 9 a 60 g de peso; capturadas en el campo y
alojadas en el IIBCE durante 4 a 5 semanas antes de los experimentos. Todos los
experimentos se realizaron durante el periodo no reproductivo (A. Silva et al., 2003).
Los peces se alojaron en compartimientos individuales (40x40x60 cm) colocados en
tanques exteriores de mayor tamafo (120x120x50 cm, 500 L). Estos tanques
exteriores poseen vegetacion acuatica traida de la laguna, y estan sometidos a
condiciones naturales de fotoperiodo (de LD 10:14 a LD 11:13), temperatura (10.41
+ 3.48 °C), y régimen de lluvias. Para conservar las condiciones similares a las del
hébitat natural, se mantuvo la conductividad por debajo de 200 uS/cm (Silva et al.
2003). Dentro de cada alojamiento individual, se coloco un refugio por pez, y se

alimento ad libitum con Tubifex tubifex. Los experimentos se realizaron de acuerdo
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con la regulacion para el uso de animales y el protocolo de experimentacion fue
aprobado por la comisién de ética del IIBCE (Resolucién CEUA IIBCE 004/05/2016).

Manipulaciones farmacol6gicas

Evaluaciéon de la efectividad del acetato de ciproterona

El acetato de ciproterona (CA, por sus siglas en inglés cyproterone acetate) fue
previamente reportado como blogueante efectivo de los receptores de andrégeno
en peces teledsteos (Dey et al. 2010; Remage-Healey y Bass 2004). Sin embargo,
como es la primera vez que se us6 en Gymnotus omarorum, y antes de utilizarlo
como posible bloqueante de la conducta agonistica femenina, se confirmé la
inocuidad del vehiculo y su accién inhibidora efectiva en la especie. Para eso, se
utilizé el CA en experimentos preliminares para asegurar su poder blogueante de
un rasgo dependiente de accidén androgénica previamente reportado (Ardanaz et al.
2001). La DOE de G. omarorum tiene una forma de onda multifasica con 4
componentes (V1 - V4, Trujillo-Cend6z et al. 1984). Luego de un tratamiento de 15
dias con implantes subcutaneos de testosterona, la amplitud de V4 aumenta
consistentemente en individuos adultos machos y hembras, resultando en un
aumento significativo del indice amplitud V4 / amplitud V3 (AV4/AV3, Ardanaz et al.
2001). Se implanté un pellet de silastic subcutaneo conteniendo una dosis de
testosterona de 100 ug/gpc a 22 individuos adultos no reproductivos. También se
prepar6 una solucion de CA (8 ug/ul, Sigma, C3412) utilizando como vehiculo aceite
mineral (Drogueria Industrial Uruguaya). Los animales implantados se dividieron en
dos grupos: un grupo control (n = 12) que recibiéo diariamente la inyeccion
intraperitoneal de aceite mineral durante 15 dias y el grupo tratado (n = 10), que
recibio diariamente la inyeccion intraperitoneal de CA (20 ug/gpc) por 15 dias. Los
volimenes efectivamente inyectados se ajustaron por el tamafio corporal y variaron
entre 22.5 a 150 pl. Se registro la forma de onda de la DOE de acuerdo a Pouso et
al. (2010). Tal como era esperado, se observé un aumento significativo del indice
de amplitud de la DOE AV4/AV3 en el grupo tratado a los 15 dias del implante
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respecto al dia del implante (t-test pareado, p = 0.006, n = 12, Fig. Il.1A), mientras
gue en el grupo control no se observé un aumento de este indice (t-test pareado, p
= 0.8, n = 10, Fig. 1.1B). Este resultado demuestra la efectividad de CA como
bloqueante de acciones androgénicas G. omarorum, como fuera previamente
reportado en otras especies de teledsteos. Para verificar la inocuidad del aceite
mineral, se compardé el comportamiento locomotor y eléctrico en hembras
inyectadas con el mismo volumen de PBS (n=6) y aceite mineral (n=6). Los
despliegues locomotores fueron cuantificados en una ventana temporal de 2 min,
60 min después de la inyeccion. El porcentaje de tiempo en movimiento no fue
diferente entre las hembras inyectadas con PBS y con aceite (prueba de U Mann
Whitney, p = 0.2, no. = 6, npes= 6). La frecuencia basal de la DOE fue calculada
para cada animal 60 min luego de la inyeccion (ver mas abajo) y no fue diferente
entre las hembras tratadas con PBS y aceite mineral (prueba de U Mann Whitney,

p =0.57, noi. = 6, Nees= 6).

B
T + aceite mineral T+ CA

0.8 * 0.8-
206 g
2 0. 2 0.6
< <t
> 04 > 0.4
= 04 2 04

0.2 0.2

dia 0 dia 15 dia0 dia 15

Figura Il.1: Prueba de la efectividad del antagonista de receptores de andr6geno acetato
de ciproterona (CA) en Gymnotus omarorum A. Animales implantados con testosterona (T)
y sometidos a una inyeccion diaria de aceite mineral (n=12) durante 15 dias, presentaron
un cambio esperado en la forma de onda de la DOE (Ardanaz et al., 2001), donde se
observa un aumento en la amplitud del componente V4 en comparacion con el dia 1, que
se evidencia como un incremento en el indice V4/V3. B. Animales implantados con
testosterona (T) y sometidos a una inyeccion diaria de CA (n=10) durante 15 dias, no
mostraron diferencias significativas en la amplitud de V4.

Experimentos conductuales: manipulacion de la via androgénica vy

estrogénica
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Para evaluar el efecto de la manipulacién aguda de la via androgénica sobre la
conducta agonistica, se administr6 CA en forma intraperitoneal (a partir de una
solucion de almacenamiento a una concentracion de CA de 2 pg/ul disuelta en
aceite mineral para alcanzar una dosis de 10 ug/gbw) a ambos individuos de diadas
hembra-hembra 60 min antes del encuentro agonistico. Para asegurar un bloqueo
efectivo, se utiliz6 esta dosis que es superior a la previamente reportada en
teledsteos (Remage-Healey y Bass 2004).

Para evaluar el efecto de la manipulacién aguda de la via estrogénica sobre la
conducta agonistica, se administr6é el inhibidor de la aromatasa fadrozole (FAD,
Sigma F3806) en forma intraperitoneal (a partir de una solucion de almacenamiento
a una concentracion de FAD de 10 ug/ul disuelta en aceite mineral para alcanzar
una dosis de 20 ug/gbw) a ambos individuos de diadas hembra-hembra 60 min
antes del encuentro agonistico. FAD ha sido previamente reportado como eficaz
blogueante de la aromatasa en teledsteos en general (Gongalves et al. 2007;
Huffman et al. 2013) y en esta especie en particular (Jalabert et al. 2015).

El grupo control para estos experimentos consistio en diadas hembra-hembra
inyectadas con un volumen equivalente de PBS 60 min antes del encuentro
agonistico. El sexo de las contendientes se determind por inspeccién quirdrgica un
mes antes del encuentro agonistico (grupo FAD y control) siguiendo a (Jalabert et al.
2015), o por inspeccion gonadal en los animales eutanizados post-registros

conductuales por inmersion en una solucién de eugenol de 8mg/l (grupo CA).

Experimentos conductuales: reqistro

Se registro la conducta agonistica en diadas hembra-hembra de G. omarorum con
una asimetria de peso entre contendientes de 7-20% del peso corporal en tres
grupos: diadas control (n=8), diadas tratadas con FAD (n= 10) y diadas tratadas con
CA (n=7). En primer lugar, se realiz6 la caracterizaciéon del encuentro agonistico
tomando en cuenta la ocurrencia del encuentro, el establecimiento o no del estatus

dominante-subordinada, la dinamica del encuentro, los niveles de agresion y de
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sumision; y esos parametros fueron luego comparados con los obtenidos en las
diadas tratadas con FAD o CA.

Las diadas se registraron en una estacion de registro conductual con control de
temperatura, conductividad del agua y fotoperiodo, que permite el registro
simultaneo de video filmacion y de los despliegues eléctricos siguiendo a Silva et al.
(2007)). Esta estacion consiste en 4 peceras de 55 x 40 x 25 cm divididas en dos
compartimientos iguales por una compuerta removible. Por respeto a los habitos
nocturnos de la especie, todos los experimentos se realizaron en la fase oscura con
iluminacion por paneles de infrarroja (Kingbright L- 53F3BT; 940 nm) ubicados arriba
de las peceras. Los experimentos se filmaron con una video cadmara sensible a la
luz infrarroja (SONY CCDilris) a través del vidrio inferior de la pecera. Las sefiales
eléctricas emitidas por los individuos en libre movimiento fueron detectadas por dos
pares de electrodos ortogonales fijados a las paredes de las peceras de registro y
conectados a amplificadores de alta impedancia de entrada (1 MQ, FLA-01; Cygnus
Technologies Inc.). Las imagenes y las sefales eléctricas fueron adquiridas por una
tarjeta de video (Pinnacle Systems, PCTV-HD pro stick) y almacenadas en la
computadora para posterior andlisis. Se utilizé un protocolo conductual de arena
neutral sin enriquecimiento ni refugios, en la que se coloc6 cada individuo en uno
de los compartimientos 2 horas antes del encuentro agonistico para asegurar
recursos equivalentes a ambas contendientes siguiendo a Batista et al. (2012). Los
tratamientos farmacoldgicos se realizaron 1 hora antes de levantar la compuerta, la
compuerta se levanté 10 min después del comienzo de la fase de oscuridad, y los

animales fueron separados 10 min después de que se resolviera el conflicto.

Procesamiento de datos

Siguiendo a Batista et al. (2012), se identificaron las tres fases del encuentro
agonistico: 1) evaluacion, entre el momento en que se levanta la compuerta y la
ocurrencia del primer ataque; 2) el conflicto, entre la ocurrencia del primer ataque y
la resolucion del conflicto; y 3) la post-resolucion, registrada hasta 10 min después

de la resolucién del conflicto. La resoluciéon del conflicto se defini6 como el momento
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en que se observe la tercer retirada sucesiva de un pez sin devolver ataques. Este
criterio define sin ambigtiedades y sin reversion el estatus subordinado. Si luego de
20 min, las diadas no entraban en conflicto, se calificaban como “diadas sin
interaccidn agonistica”. Si luego de 20 min de conflicto, no se alcanzaba el
establecimiento del estatus dominante-subordinada, las diadas se calificaban como
“diadas con conflicto no resuelto”.

Para calcular la frecuencia de ataques, se dividio el nUmero de ataques por el tiempo
considerado en segundos. Se identificaron los despliegues eléctricos de sumisién
previamente descriptos en el comportamiento agonistico de la especie:
interrupciones, chirps y rango de frecuencia basal (Batista et al. 2012; Perrone y
Silva 2018). Se calculé la frecuencia de chirps e interrupciones dividiendo el nUmero
de eventos por el tiempo considerado en segundos. Para evaluar la sumision
eléctrica, se determino la frecuencia media de dominantes y subordinadas antes del
conflicto y luego de la resolucién en segmentos de registro 10-60 s utilizando el
software Clampfit (Axon, 10.0.0.61). Para comparar la diferencia de frecuencia basal
de la DOE entre contendientes, se calculd la relacion de frecuencias entre
subordinados y dominantes (indice S/D) de tal manera que un valor <1 indica que

la frecuencia basal de la DOE del dominante es superior a la de la subordinada.

Estadistica

Para analizar el efecto del CA sobre la forma de onda de la DOE de individuos
tratados con implantes de testosterona, se utilizo el test de t pareado comparando
el indice AV4/AV3 en el mismo individuo entre el dia 0 y el dia 15 post-tratamiento.
Dado que los datos comportamentales no cumplieron los requisites de
homocedasticidad, se analizaron con tests no paramétricos: test pareado de
Wilcoxon para variables pareadas en el mismo pez o diada; y prueba U de Mann-
Whitney para variables independientes con datos provenientes de peces diferentes.
Por esta razon, los datos se expresan como mediana + rango intercuartil. El test de
Fisher de dos colas se utilizo para comparar la proporcion de diadas que resolvieron

el conflicto en diadas control y tratadas con FAD.
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RESULTADOS

AGRESION TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS

Las diadas hembra-hembra de G. omarorum desplegaron una robusta conducta
agonistica luego de levantar la compuerta en la arena (Fig. 11.2). Todas las diadas
se enfrentaron en conflictos agresivos, y todas las diadas resolvieron sus conflictos
con el establecimiento de un claro estatus dominante-subordinada. La hembra de
mayor tamafio resulté dominante en 6 de los 8 encuentros del grupo control. La
conducta agonistica presento las fases caracteristicas previamente descriptas para
esta especie: 1) una corta fase de evaluacién con una latencia al primer ataque=
34.8 + 8.8 s, n = 8); 2) una fase de conflicto con una duracién=273 + 85.6 s, n = 8),
y 3) una fase post-resolucion (Fig. II.2A). La fase de conflicto presentd despliegues
agresivos que fueron mas frecuentes en dominantes que en subordinadas
(frecuencia de ataque, test pareado de Wilcoxon, p = 0.008, n = 8, Fig. 11.2B) pero
fuertemente correlacionados entre contendientes (R? = 0.8, p = 0.003, n = 8).
Durante las fases de conflicto y post-resolucion, las subordinadas emitieron sefiales
eléctricas de sumision (frecuencia de interrupciones 0.02 £ 0.005, n = 8; y frecuencia
de chirps 0.025 + 0.01, n = 8). Luego de la resolucion, se establecié un ranking de
frecuencias de la DOE como se observa en la Fig. 11.2C. En la fase de evaluacion,
la frecuencia basal de la DOE no diferia entre contendientes. Previo al conflicto, los
contendientes no mostraron diferencias en su frecuencia de la DOE (mediana del
indice S/D = 1.01), mientras que en la fase de post-resolucion la frecuencia basal
de la DOE de las dominantes era mayor que la de las subordinadas (mediana del
indice S/D = 0.6; indice S/D pre-conflicto vs indice S/D post-resolucion: test pareado
de Wilcoxon, p = 0.016, n = 7, Fig. 11.2C).
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Figura I.2: Caracterizacion de la conducta agonistica territorial no reproductiva en
hembras. A. Encuentros diddicos en hembras despliegan las tres fases caracteristicas de
la conducta agonistica. Las sefiales de sumision comienzan a emitirse durante la fase de
contienda, y contindan durante la post-resolucién (n=8 diadas control). B. Los individuos
gue resultaron dominantes mostraron mayores niveles de agresion que los subordinados.
C. El estatus de dominancia/subordinacion se expresa mediante un ranking de frecuencia
de la DOE. Las frecuencias se compararon realizando un indice Subordinado/Dominante
freqDOE (S/D freqDOE). Los valores de este indice se ubicaron cercanos a 1 antes de los
conflictos, y fueron significativamente menores luego de la resolucion.

Con el objetivo de explorar en detalle posibles diferencias entre sexos, se realizd
una comparacion de la dinamica, niveles de agresion y sumisién de contiendas
diadicas intrasexuales macho-macho y hembra-hembra. Como se observa en la
Tabla 1.1 las diadas no presentaron diferencias sexuales en ninguno de los
parametros analizados: latencia a la primer interrupcion, duracion de la contienda,
latencia la primer chirp, tasa de ataques del dominante, tasa de ataques del
subordinado, tasa de interrupciones, tasa de chirps. Por lo tanto, las diadas de
machos y de hembras comparten el mismo repertorio conductual que incluye

despliegues de agresion, y una secuencia de tres sefiales de sumision.
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Tabla Il.1: Comparacion de la conducta agonistica entre hembras y machos de contiendas
diadicas intrasexuales.

Diada Latencia Duracion Latencia Tasa ataques Tasa ataques Tasa Tasa
interrupcion conflicto Chirp dominante subordinado  interrupciones chirps
Macho-macho 38 78 172 0.21 0.11 0.02 0.05
(20) (21) (102) (0.16) (0.05) (0.02) (0.043)
78 152 426 0.11 0.07 0.01 0.003
e 2R 27! (49) (97) (132) (0.025) (0.046) (0.01) (0.003)
Comparacion 0.11 1 0.6 0.4 0.3 0.7 0.3

Comparacion entre contiendas macho-macho y hembra-hembra. La identificacion del sexo
fue realizada luego del experimento conductual. Las contiendas entre machos y entre
hembras no presentaron diferencias significativas en: las decisiones del subordinado
(latencia primer interrupcion, p = 0.11; duracion del conflicto, p = 1; latencia al primer chirp,
p = 0.6), nien la intensidad de los despliegues de agresion (tasa de ataques del dominante,
p = 0.4, tasa de ataques del subordinado, p = 0.3), ni en la intensidad de los despliegues
de sumision (tasa de interrupciones, p = 0.7, tasa de chirps, p = 0.3). Comparaciones
estadisticas realizadas con el test de U de Mann-Whitney.

MODULACION HORMONAL DE LA AGRESION: INHIBICION AGUDA DE LA AROMATASA

Para indagar la existencia de efectos rapidos de estrégenos en la expresion de la
agresion territorial no reproductiva femenina, se comparoé la conducta agonistica de
diadas hembra-hembra control con diadas hembra-hembra en las que ambas
contendientes fueron tratadas con FAD. La principal accidon que la inhibicién en
agudo de la aromatasa tuvo sobre la conducta agonistica fue una significativa
disminucién de la agresion. Como se muestra en la Fig. 11.3A, las 8 diadas control
se enfrentaron en conflictos agresivos en menos de 28 s y todas ellas resolvieron
los conflictos por establecimiento del estatus dominante-subordinada en menos de
156 s. En cambio, solo 7 de las 10 diadas tratadas con FAD se enfrentaron en
conflictos agresivos, y solo 5 de esas 7 resolvieron el conflicto por establecimiento
del estatus dominante-subordinada, lo que es significativamente distinto que en la

situacion control (resolucion del conflicto: test de Fisher, p=0.035, nrap = 10, ncTrL
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= 8). Las otras dos diadas que se enfrentaron en conflicto no lograron resolverlo en
menos de 20 min (Fig. 11.3A). Por otra parte, el tratamiento con FAD provoco un
aumento en la latencia al primer ataque con respecto al grupo control (prueba U de
Mann-Whitney, p = 0.014, nrap = 7, nctrL= 8; Fig. 1.3B) y se observo un importante
descenso en los niveles de agresion en las diadas tratadas con FAD que se
enfrentaron en conflicto respecto a las diadas control. La frecuencia de ataques que
desplegaron las dominantes tratadas con FAD durante la fase de conflicto fueron
significativamente menores que en diadas control (prueba U de Mann-Whitney, p =
0.019, nrap = 5, ncTrL = 8; Fig. 11.3C), asi como la frecuencia de ataques desplegadas
por las subordinadas (prueba U de Mann-Whitney, p = 0.006, nrap = 5, nctrL = 8;
Fig. 11.3D).

En suma, se observo un llamativo efecto decremental sobre la agresion desplegada
en las diadas tratadas con FAD respecto a las diadas control que probablemente
dé cuenta de la disminucion del porcentaje de diadas en las que se resolvid el
conflicto. Sin embargo, estos impactantes efectos del tratamiento agudo con FAD
no se acompafiaron de modificaciones en la emision de sefiales eléctricas de
subordinacion. La frecuencia de interrupciones y chirps en las subordinadas
tratadas con FAD no resultaron diferentes que las emitidas por las subordinadas de
diadas control (interrupciones: prueba U de Mann-Whitney, p =0.9, nrap = 7, NcTrRL
= 8; chirps: prueba U de Mann-Whitney, p =0.3, nrap = 7, nctrL = 8). Asimismo, el
rango de la frecuencia basal de la DOE establecido entre dominantes y
subordinadas tratadas con FAD fue indistinguible del establecido en diadas control.
Es decir, el indice S/D de la frecuencia basal de la DOE post-resolucion fue inferior
gue antes del conflicto en diadas tratadas con FAD, lo que refleja una supremacia
en la frecuencia de la DOE de las dominantes respecto a las subordinadas (indice
S/D pre-conflictorap vs indice S/D post-resolucionrFap: test pareado de Wilcoxon, p =
0.06, n = 5). No solo el indice S/D de frecuencia de la DOE disminuy6 luego de la
resolucion como en las diadas control, sino que sus valores no resultaron diferentes
entre diadas tratadas con FAD y controles ni en la fase pre-conflicto (prueba U de
Mann-Whitney, p = 0.84, nrap = 5, nctre = 7) ni en la de post-resolucion (prueba U
de Mann-Whitney, p = 0.11, nrap = 5, nctre = 7). Las diadas tratadas con FAD
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tampoco mostraron diferencias en su actividad locomotora 1 h después del

tratamiento justo antes del levantamiento de la compuerta con respecto a las diadas

control (prueba U de Mann-Whitney, p = 0.28, nrap = 20, nctrL = 16).

A

% diadas

Latencia 1er ataque (s)

O

Tasa de ataques (n/s)

o

Tasa de ataques (n/s)

100 +

50 A

‘\

©O control
® FAD

1000 A

500 1

ocurrencia resolucién

o
T~
1

o
w
1

o
N
L

o
-
1

P

control FAD
Dominantes
o *
®
control FAD

Subordinados

0.154
*
o
0.10 4
o
0.05+
(] o
RN —
control FAD

Figura 11.3: Efectos de la inhibicion aguda de la
aromatasa sobre la agresién no reproductiva en
hembras. A. En las diadas tratadas con fadrozole
(FAD) se observa una menor ocurrencia de conflicto
que en las diadas control, y solamente 5 diadas
tratadas resuelven el conflicto y establecen el estatus
de dominancia/subordinacién. B. La latencia al primer
atague en las diadas tratadas con FAD fue
significativamente mayor. C. Las hembras que
resultaron dominantes desplegaron menor tasa de
ataques en comparacion con las diadas control. D.
Las subordinadas presentaron menores niveles de
agresion en las diadas tratadas con FAD en
comparacion con las diadas control.
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MODULACION HORMONAL DE LA AGRESION: INHIBICION AGUDA DEL RECEPTOR DE
ANDROGENOS

Con el fin de analizar, si ademas de la modulacion estrogénica, los androgenos
ejercian una accion rapida sobre la agresion territorial no reproductiva femenina de
G. omarorum, se comparé la conducta agonistica de diadas hembra-hembra control
con diadas hembra-hembra en las que ambas contendientes fueron tratadas con
CA. El blogueo en agudo de los receptores de andrégenos no tuvo efectos
evidenciables sobre el encuentro agonistico en diadas hembra-hembra. No se
observaron efectos del tratamiento con CA ni en el enfrentamiento al conflicto, ni en
la latencia al primer ataque, ni en los niveles de agresiéon de dominantes y
subordinadas cuando se compararon con las diadas control (latencia al primer
ataque: prueba U de Mann-Whitney, p = 0.56, nca = 7, nctrL = 8; frecuencias de
ataque de las dominantes; prueba U de Mann-Whitney, p = 0.67, nca =7, NcTrL = 8;
frecuencias de ataque de las subordinadas: prueba U de Mann-Whitney, p = 0.09,
Nca = 7, nctre = 8). Las subordinadas de las diadas tratadas con CA no se
diferenciaron de las subordinadas control en la frecuencia de emision de
interrupciones (prueba U de Mann-Whitney, p =0.45, nca = 7, nctrL = 8), ni de chirps
(prueba U de Mann-Whitney, p =0.25, nca = 7, nctrL = 8). El rango de frecuencias
basales de la DOE fue establecido en la post-resolucion de los encuentros
agonisticos de diadas tratadas con CA de la misma manera que en diadas control
(indice S/D pre-conflictoca vs indice S/D post-resolucionca: test pareado de
Wilcoxon, p =0.016, n = 7). No solo el indice S/D de frecuencia de la DOE disminuy6
luego de la resolucion como en las diadas control, sino que sus valores no resultaron
diferentes entre diadas tratadas con CA y controles ni en la fase pre-conflicto
(prueba U de Mann-Whitney, p = 0.38, nca = 7, nctrL = 7) ni en la de post-resolucion

(prueba U de Mann-Whitney, p =, 0.38, nca =7, nctrL = 7).
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DISCUSION

Este es el primer reporte sobre la evaluacion del control hormonal de la agresién no
reproductiva en hembras de un teledsteo. Mostramos que a- las hembras no
reproductivas de Gymnotus omarorum despliegan conducta territorial de manera
robusta, b- la agresién depende de la modulacién rapida de la aromatasa, revelando
la importancia del efecto estrogénico a corto plazo, y c- los andrégenos no presentan
modulacion rapida sobre esta conducta. En este capitulo se cumplieron los
Objetivos especificos II.A-C y los resultados abonaron a la hipotesis de trabajo 2:
en el periodo no reproductivo la agresion territorial es mantenida por neurosintesis

de estrégenos en ambos sexos.

La agresion territorial de G. omarorum ha sido reportada previamente tanto en
machos como en hembras, con la caracteristica de no presentar un sesgo sexual
en el resultado de las contiendas (Batista etal., 2012). Sin embargo, para
aproximarse a la modulacion hormonal de esta conducta, es imperativo analizar la
agresion en hembras en detalle de manera separada a la de machos. De hecho,
una misma salida conductual puede estar basada en mecanismos que sean
diferentes entre sexos (revisado en (De Vries 2004)). Un ejemplo bien estudiado es
el comportamiento parental de machos y hembras de ratones de la pradera, que es
similar entre sexos, aunque su base neural es sexualmente dimorfica (diferente
inervacion vasopresinérgica en areas reguladoras, revisado en (De Vries 2004)). En
este trabajo, las hembras de G. omarorum mantuvieron contiendas agresivas y
escaladas durante el periodo no reproductivo, compitiendo por un cuerpo de agua
como recurso. Luego de una corta evaluacion, las contiendas se inician y se
resuelven en menos de 5 minutos. La hembra de mayor tamafio resulta dominante,
la sumision se sefializa mediante sefiales eléctricas sociales, y la dominancia se
despliega por la exclusién activa de la subordinada del territorio adquirido a la vez
que se establece un ranking de frecuencia de la DOE, como fue previamente
reportado (Batista et al. 2012; Perrone y Silva 2018; Zubizarreta et al. 2015). La

agresion territorial no reproductiva de G. omarorum es extremadamente robusta y
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mantiene sus caracteristicas independientemente del sexo, en encuentros diadicos
control, y en animales sexados con inspeccién quirdrgica (Tabla 11.1; Batista et al.
2012; Comas et al. 2019; Jalabert et al. 2015; Perrone et al. 2019; Perrone y Silva
2018; Zubizarreta et al. 2015).

‘LA AGRESION TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS ES INDEPENDIENTE DE
\ LA ACCION DIRECTA DE ANDROGENOS

La conversion en el cerebro del precursor circulante adrenal DHEA en esteroides
sexuales activos (andrégenos y estrégenos) ha sido reportado como el principal
mecanismo de mantenimiento de la agresion no reproductiva en aves y mamiferos
(revisado en (Soma et al. 2015)). En este estudio, para explorar el rol de los
esteroides sexuales en la agresion no reproductiva en hembras de G. omarorum,
como primera aproximacion realizamos manipulaciones farmacolégicas de la via
adrogénica. Las acciones androgénicas rapidas han sido reportadas en rodajas de
hipocampo murino, donde los andrégenos promueven cambios en la morfologia de
las espinas dendriticas que son mediados por receptores que ejercen acciones no
gendmicas (Soma et al. 2018). Asimismo, las acciones rapidas no genémicas de los
andrégenos han sido descriptas en distintos tipos celulares (revisado en (Davey y
Grossmann 2016; McEwen y Milner 2017)). En el pez Lythrypnus dalli se postula
gue la agresion territorial depende de las acciones androgénicas rapidas, ya que la
conducta aumenta su intensidad luego de 2 horas de la administracion del
andrégeno no aromatizable 11-KT (Pradhan et al. 2014). El Acetato de Ciproterona
es un antagonista de los receptores de andrégeno, incluyendo los que median
acciones rapidas (Kim et al. 2007) y fue efectivo en G. omarorum ya que bloqueo el
cambio inducido por andrégenos en la forma de onda de la DOE (Fig. Il.1). Sin
embargo, el bloqueo rapido de los receptores de andrégeno no influencid la
dindmica de la agresion no reproductiva, los niveles de agresion, ni el
establecimiento de la dominancia. Estos resultados sugieren que, si los andrégenos
estuvieran involucrados en el mantenimiento de la agresion no reproductiva en

hembras, su accién probablemente sea mediada por un mecanismo genémico, y
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por lo tanto ser&a evidenciada en un marco temporal mas largo. En machos de G.
omarorum la gonadectomia no afecta la agresién no reproductiva, lo que permite
descartar el rol de los androgenos como moduladores a largo plazo (Jalabert et al.
2015). En el pez Stegastes nigricans, que presenta territorialidad durante todo el
afo, los niveles de andrdgenos circulantes durante el periodo no reproductivo son
bajos, y no muestran cambios luego de un encuentro agonistico, aunque el bloqueo
a largo plazo de los receptores de andrégeno disminuye la agresion en machos pero
no en hembras (Ros et al. 2014; Vullioud et al. 2013). Por lo tanto, en G. omarorum
aun queda explorar si existe un efecto androgénico a largo plazo sobre la agresion
no reproductiva en hembras y machos, independientemente de la fuente de

produccion.

‘LA AGRESION TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA EN HEMBRAS DEPENDE DE LA SINTESIS
\DE ESTROGENOS

Los estrogenos han sido postulados como elementos clave en la regulacion de la
agresion no reproductiva en modelos de aves y mamiferos. Estudios pioneros en
aves muestran que la inhibicion a largo plazo de la aromatasa reduce la agresion
no reproductiva, y la conducta se recupera mediante el tratamiento con E2 (Soma
et al. 2000; Soma et al. 1999). En este trabajo con enfocamos en el rol de la via
estrogénica en la agresion no reproductiva en hembras de G. omarorum utilizando
la inhibicion aguda de la aromatasa, y mostramos que los estrégenos tienen un rol
preponderante en la regulacion de esta conducta. Se observé una disminucion
general en la motivacion para el despliegue de agresion, evidenciado por un
aumento en la latencia al primer ataque, y una disminucion en el porcentaje de
diadas que alcanzaron la resolucion del conflicto (Fig. 11.3). Estos resultados son
similares a los reportados en machos de G. omarorum, donde los potenciales
dominantes no logran resolver los conflictos y alcanzar la dominancia cuando se les
administra el inhibidor de la aromatasa (Jalabert et al. 2015). Interesantemente, el
tratamiento con el inhibidor de aromatasa, a pesar de afectar la intensidad de la

agresion no modifica la sefalizacién eléctrica, lo que sugiere que el sistema
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electrogenerador no es sensible a los efectos rapidos de los estrogenos. Nuestros
resultados sumados a los reportes de la modulacion por estrégenos en machos
abonan a la hipoétesis de la via estrogénica como un modulador clave en la agresion
no reproductiva, actuando a través de mecanismos rapidos en G. omarorum. Los
efectos rapidos de los estrogenos de origen cerebral han sido reportados como
subyacentes a la agresion no reproductiva en aves y mamiferos (Heimovics et al.
2015; Rendon et al. 2017; Soma et al. 2000; Trainor et al. 2007, 2008). Se ha
mostrado que la magnitud de los efectos rapidos sobre la conducta dependen de la
expresion de receptores de estrogeno en areas clave del cerebro social, a mayor
expresion mas sensibilidad (Merritt et al. 2018). Es interesante que la agresion en
hembras puede aportar mecanismos de regulacion novedosos y sexualmente
dimérficos. Estudios de tejido cerebral de aves canoras in vitro muestran que el E2
provoca una disminucion rapida (10 min.) de la actividad enzimética que convierte
DHEA en esteroides sexuales activos, y este efecto es mas pronunciado en
hembras que en machos (Pradhan et al. 2008). Las hembras del hamster Siberiano
despliegan altos niveles de agresion no reproductiva, y en este periodo presentan
bajos niveles circulantes de E2 que se acompafan de un aumento estacional en la
expresion de receptores de estrégeno en areas cerebrales asociadas a la agresion
(Rendon et al. 2017). Los peces teledsteos emergen como modelo ventajoso para
esta aproximacion ya que presentan actividad aromatasa excepcionalmente alta
gue muestra tanto plasticidad estacional como dimorfismo sexual (revisado en
(Diotel et al. 2010)).

‘ COMENTARIO FINAL

Los resultados de este capitulo abonan a la hipotesis de trabajo 2 que postula: En
el periodo no reproductivo la agresion territorial es mantenida por neurosintesis de
estrogenos en ambos sexos. Mostramos por primera vez en hembras de teledsteo
gue la agresion no reproductiva depende de la produccion de estrogenos. En las
hembras de Gymnotus omarorum es necesaria la sintesis rapida de estrégenos para

desplegar conducta agonistica territorial, mantener los niveles normales de
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agresion, y alcanzar la resolucion del conflicto. Los resultados de este estudio, junto
con los reportes en machos de esta misma especie y trabajos previos en aves y
mamiferos, resaltan la importancia de la accion rapida de los estrogenos en el
control de la agresién no reproductiva, y sugiere fuertemente la existencia de

estrategias comunes entre especies.
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CAPITULO Ill. CARACTERIZACION DE LOS PERFILES ESTEROIDEOS

CIRCULANTES Y CEREBRALES DE ANIMALES NO REPRODUCTIVOS

[ll. Estudiar los perfiles esteroideos cerebrales y circulantes basales de
adultos no reproductivos

[lILA. Poner a punto un método de cuantificacion de esteroides que permita la
cuantificacion simultanea de mudltiples hormonas en plasma y cerebro a nivel
individual en animales no reproductivos

[11.B. Caracterizar el perfil esteroideo plasmatico de hembras y machos no
reproductivos. Realizar la comparacion sexual.

[II.C. Caracterizar el perfil esteroideo cerebral de hembras y machos no
reproductivos. Realizar la comparacion sexual.

[11.D. Comparar los niveles hormonales entre plasma y cerebro.

METODOS

Colecta de muestras

Las muestras de plasma y cerebro provienen de hembras y machos adultos (n = 11
por sexo), capturados durante el periodo no reproductivo (en el mes de junio del
2018) en la Laguna de los Cisnes, Maldonado, Uruguay. La colecta de muestras se
realizé durante la fase de reposo de los animales, y el método de captura (descripto
en el Capitulo 1) consiste en localizar los individuos con un detector y utilizar un
calderin para levantar la vegetacion y el pez. Inmediatamente luego de la captura
los individuos se anestesiaron sumergiéndolos en una solucién con eugenol (1.2
mg/l, previa disolucién en alcohol 70%). Para minimizar el tiempo entre captura y
colecta de muestras se utilizé6 una mesada flotante, donde se midi6 el largo de los
individuos y se realiz6 la extraccion de sangre de la vena caudal con una jeringa
heparinizada. Las muestras que sobrepasaron los 3 min de extraccion no formaron

parte del estudio, y se reservaron para el desarrollo metodol6gico. Al cabo de 3
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minutos se finalizo la extraccion de sangre y se decapit6 para evitar que la respuesta
de estrés afecte los niveles hormonales basales (Dunlap et al. 2000; Fox et al. 1997,
Salazar y Stoddard 2008). La sangre se conservd en hielo hasta la hora de
centrifugacion en el laboratorio (aproximadamente 5 horas). Luego de la
decapitacion se transport6 el craneo en hielo hasta la orilla, y se extrajo el cerebro
gue fue rapidamente congelado en hielo seco en polvo, y almacenado en hielo seco
hasta la llegada al laboratorio. El tiempo entre la decapitacion y el congelado del
cerebro siempre fue menor a 90 seg. Luego se extrajeron las génadas, que se
almacenaron en hielo seco. Una vez en el laboratorio se determiné el peso de las
gonadas y el peso corporal. Para calcular el indice gonadosomético se sumo el peso
de las génadas al peso corporal, y el indice se calculé de la siguiente manera: [peso
gonadal / peso corporal] x 100. La sangre se centrifugd (3000rpm, 10 min) y el

plasma se almacend a -80, junto con los cerebros correspondientes.

Diseccion de cerebros

Se diseco cerebro anterior que incluye nodos de la RCS (O’Connell y Hofmann
2012): area preoptica (POA), hipotalamo anterior, hipotalamo ventromedial, septum
lateral, stria terminalis, entre otras. En la diseccion se excluyeron el cerebelo y el
tectum Optico, por no tener un rol preponderante en la regulacion de las conductas
sociales. Asimismo, se excluy6 la hipdfisis, que en G. omarorum usualmente se
separa del cerebro al momento de su extraccion ya que queda inserta en la fosa
hipofisaria. La diseccion se llevd a cabo sobre una placa de metal congelada y
rodeada de hielo seco, bajo lupa. Los cerebros congelados a -80 se montaron en
tissue tek, y se fijaron a la placa por su superficie dorsal, exponiendo la superficie
ventral. El corte se realiz6 en el plano coronal como se indica en la Figura
[11.1 (siguiendo a Pouso et al. 2017), con una cuchilla de criéstato caliente. Luego
de realizar el corte coronal, la pieza se montd nuevamente sobre tissuetek,
apoyando la superficie caudal a la placa, para resecar el cerebelo, y el téctum oOptico

bilateralmente (lineas punteadas, Fig. IIl.1B). Los sectores disecados se colocaron
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en viales de polipropileno de 2 ml (Sarstedt AG y Co.) y se almacenaron a -80°C

hasta su procesamiento.

Figura lll.1: Diseccién de cerebro anterior
de Gymnotus omarorum para posterior
cuantificacion de esteroides por LC-MS/MS.
A- El primer corte se realiz6 en el plano
coronal, como indica la linea punteada. B-
La figura representa la vista desde la cara
rostral en el lugar del primero corte. Luego
de realizar el corte coronal, la pieza se
apoyo por la superficie caudal, para resecar
el cerebelo, y el téctum Optico
bilateralmente, como indican las lineas
punteadas. Modificado de (Pouso etal.
2017)

Desarrollo del método de extraccion

La interferencia (supresion o potenciacion) es un fendmeno que ocurre cuando la
eficiencia de ionizacion del analito de interés es modificada por la ionizacion de otros
analitos provenientes de la matriz bioldgica. Cuando esto ocurre, disminuye la
capacidad de deteccion del analito de interés, y por ende su cuantificacién. En
especial, el tejido cerebral posee gran contenido lipidico, lo que provoca
interferencia. Por lo tanto, para la cuantificacion de este tipo de muestras es
necesario separar los esteroides de sustancias que interfieren utilizando extraccién
liquido-liquido o extraccién en fase sélida (Appelblad y Irgum 2002; Taves et al.,
2011). En la puesta a punto del método de extraccidén el primer aspecto que se
abordo fue la evaluacién de la interferencia por tratarse de un factor limitante de la

cuantificacion, que aumenta a mayor cantidad de tejido. La interferencia se evaluo
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cuantificando el porcentaje de sefial de los estandares internos en muestras con
tejido biolégico en relacidén con la sefial de los mismos estandares en viales sin tejido
(expresado graficamente como % Area blanco). De esta manera, si el valor es
<100% existe supresion, y si es >100% hay potenciacion. Los estdndares internos
son esteroides deuterados preparados en 50% Metanol HPLC (progesterona-d9,
cortisol F-d4, DHEA-d6, testosterona-d5, 17(3-estradiol-d4; C/D/N lIsotopes Inc.,
Pointe-Claire, Canada).

En una segunda etapa, la pérdida de esteroides en el proceso de extracciéon se
evaludé en los diferentes protocolos comparando la sefial (Area) de estandares
internos en una solucién de MeOH (blanco) sometidos al proceso de extraccion.

Extraccion de esteroides

Los esteroides se extrajeron de muestras de cerebro y plasma utilizando un
protocolo que consistié en una extraccion liquido-liquido seguida por una extraccion
en fase sélida (Fig. 111.2). El protocolo que se detalla a continuacion es el resultado
final de un desarrollo metodoldgico que se muestra en la primera seccion de
resultados. El tejido (25 mg aproximadamente) o plasma (25 pl) se coloco en viales
de 2 ml (Sarstedt AG y Co.) y a cada uno se le agregé 5 beads de ceramica
(diametro 1.4 mm, Fisher Scientific). Se utilizaron estandares internos para evaluar
y corregir: a- el porcentaje de recuperacion (en caso de pérdida por procedimiento)
y b- la interferencia provocada por la matriz en cada muestra. A cada vial se agrego
50 uL de estandares internos (se agregaron a los viales con los que se construyen
los puntos de la curva de calibracion y a las muestras). A los viales se les agrego 1
ml de Etilacetato HPLC y las muestras se homogeneizaron utilizando un bead mill
homogenizer a 4 m/s durante 30 s (Omni International Inc., Kennesaw, GA). Luego
las muestras se centrifugaron a 16,1009 durante 5 min, y 1 mL del sobrenadante se
transfirié a tubos de vidrio de borosilicato (VWR International). Este paso se repitid
una vez mas. A los tubos que contienen 2 ml de Etilacetato se les agrego 500ul de
agua miliQ, se vortexeo durante 16 s y se centrifugd a temperatura ambiente 32009
durante 1 min. El sobrenadante se retird y colocé en un tubo de vidrio, y el Etilacetato
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se sec6 en speedvac a 60°C durante 45 min. Luego del secado, se resuspendi6 en
el pellet 500 ul de Metanol HPLC y se agité con un vortex durante 20 segundos. A
esta muestra resuspendida se le realizo una extraccion en fase soélida (SPE). Las
columnas C18 (Waters) se acondicionaron sucesivamente con 3 ml de Hexano
HPLC, 3 ml de Acetona HPLC y 3 ml de MeOH HPLC. Se sembraron los 500 ul de
muestra resuspendida en MeOH en las columnas y se colecté en un tubo de vidrio.
Se eluyo la muestra en 2 ml de MeOH HPLC. Los 2.5 ml de eluido se secaron en
speedvac durante 50 min a 60°C. La muestra se resuspendio en 55 ul de MeOH
25%, se aplico vortex por 5 seg y se centrifugd a 3200g durante 1 min. El
sobrenadante se transfirio a un tubo de 0.6ml, que se centrifugd a 16100g por 2 min.
Se tranfirid6 50 ul de sobrenadante al inserto (Agilent, Santa Clara, CA), que se
coloco dentro de un vial y se conservé a -20 °C hasta el dia siguiente en el que se
inyecto.

Todo el material de vidrio se limpié previamente con MeOH de calidad HPLC.

Las muestras se procesaron en paralelo con los blancos y las curvas de calibracion.
Las curvas de calibracion se construyeron utilizando estdndares de referencia
certificados (Cerilliant Co., Round Rock, TX) preparados en metanol HPLC al 50%.
Los rangos correspondientes a los diferentes estandares en las curvas de
calibracion fueron 0.2 a 1000 pg para la testosterona y la estrona, 0.4 a 1000 pg
para la androstenediona y la 11-cetotestosterona, 0.8 a 1000 pg para el cortisol, la
progesteronay el 173-Estradiol, y 20 a 10,000 pg para la dehidroepiandrosterona.
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Figura Ill.2: Preparacion de muestras de cerebro y plasma de Gymnotus omarorum para posterior
cuantificacion por LC-MS/MS.

Analisis de esteroides por LC-MS/MS

Los esteroides se cuantificaron utilizando un sistema Sciex QTRAP 6500 UHPLC-
MS/MS como fue descripto previamente (Tobiansky et al. 2017). Las muestras se
transfirieron a un autoinyector refrigerado (15°C). Luego, 45 uL de la muestra
preparada previamente se inyecté en un sistema Nexera X2 UHPLC (Shimadzu
Corp., Kyoto, Japan), pasé a través de un filtro KrudKatcher ULTRA HPLC
(Phenomenex, Torrance, CA) seguido de una columna Poroshell 120 HPH C18 (2.1
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mm) y separada mediante una columna Poroshell 120 HPH C18 (2.1 x 50 mm; 2.7

pum; a 40°C) utilizando fluoruro de amonio diluido en agua MilliQ 0.1 mM (fase movil

A) y Metanol HPLC (fase movil B, FMB). The flow rate was 0.4 mL/min. El protocolo

fue el siguiente: Durante la carga, la FMB fue del 10% durante 0.5 min, luego desde

los 0.6 a los 4 min el gradiente correspondié en un 42%a la FMB, y present6 una

rampa que finalizé en el 60% hasta los 9.4 min. Desde los 9.4 a los 9.5 min el

gradiente fue del 60-70% FMB, y se aplico una rampa que finalizé en el 98% de

FMB a los 11.9 min. Finalmente se lavd la columna desde los 11.9 a los 13.4 min

con una FMB al 98%. Luego se volvié a la condicion inicial de FMB al 10% durante

1 min. La duracién total de la corrida fue de 14.9 min.

Tabla lll.1: Parametros utilizados en el analisis de los diferentes esteroides por LC-

MS/MS.
Esteroide Modo de  Tiempo de Cuantificador Calificador
lonizacién retencion (min) m/z m/z
Progesterona ESI + 10.34 315.2-597.0 315.2-109.1
Pg-d9 ESI + 10.31 324.2->100.0 -
Cortisol ESI + 3.91 363.3->121.2 363.3->327.1
F-d8 ESI + 3.88 367.2->121.1 -
Dehidroepiandrosterona | ESI + 8.51 271.1->253.0 271.1->213.2
DHEA-d6 ESI + 8.43 277.1-219.2 -
Androstenediona ESI + 7.15 287.2-97.2 287.2->109.1
Testosterona ESI + 7.96 289.0->97.0 289.0->109.1
11-Cetotestosterona ESI + 4.16 303.2-5>121.0 303.2->259.2
T-d5 ESI + 7.88 294.0->100.0 -
17B-Estradiol ESI - 7.41 271.0->145.0 271.0->143.0
Estrona ESI - 7.31 269.0-145.0 269.0->143.0
E>-d4 ESI - 7.35 275.0->147.0 -

Se muestra el modo de ionizacién positiva 0 negativa; los tiempos de retencion, y las

transiciones iénicas para cada esteroide y estandar interno.
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Abreviaturas: Pg, Progesterona; F, Cortisol; DHEA, Dehidroepiandrosterona; T,
Testosterona; E,, 17p-Estradiol; ESI, ionizacion electrospray.

La aguja de inyecciéon fue lavada externamente con isopropanol 100% antes y
después de cada inyeccion.

Se monitorizaron las reacciones de transicién idnica masa/carga (m/z); para cada
esteroide se utilizaron 2 transiciones (iones cuantificador y calificador) y para cada
estandar interno deuterado se utiliz6 una (nica transicion (Tabla 11l.1). Las
concentraciones de los esteroides se adquirieron en un cuadrupolo triple en tAndem
con un espectrometro de masa Sciex 6500 Qtrap (Sciex LLC, Framingham, MA) en
modo de ionizacion electrospray positivo para todos los esteroides excepto la
estrona y el 17B-estradiol, que fueron adquiridos en un modo de ionizacién
electrospray negativo (Figura 111.3). La masa (expresada en pg) de cada esteroide
se calcula como el area bajo la curva corregido por el area de estandar interno
correspondiente a esa misma muestra. De esta manera se normaliza la sefial para
corregir interferencia o pérdida por procedimiento.

Todos los blancos estuvieron por debajo del estdindar menos concentrado en la
curva de calibracién. El porcentaje de recuperacion se evalué para plasmay cerebro
por separado, comparando muestras con una concentracibn conocida es
estandares (spiked) con muestras sin la adicion de estandares (unspiked). La
precision se evalué midiendo la sefial de un control de calidad de concentracion
conocida en neat solution (Tabla 111.2). La precision se evalué comparando 5 réplicas
del control de calidad entre diferentes corridas (variacion intrer-ensayo) y en la

misma corrida (variacion intra-ensayo) (Tabla 111.2).
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Figura IIl.3: Cromatograma representativo de los iones cuantificadores de los esteroides
analizados. La muestra es una mezcla de esteroides estdndar de referencia certificados
(100 pg para todos los esteroides excepto el DHEA que es 1000 pg). A- Se muestran los
esteroides ionizados en el modo electrospray positivo. B- Se muestran los esteroides

ionizados en el modo electrospray negativo. La intensidad esta expresada en conteos por
segundo (cps).

Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con GraphPad Prism version 6.00 (GraphPad
Software, La Jolla, CA). Un valor se considerd no-detectable si se encuentra por
debajo del estdndar menos concentrado de la curva de calibracion. Cuando los
valores detectables dentro de un grupo fueron >20%, los valores faltantes se
estimaron por el método de imputacion por regresion utilizando el recurso web
Metimp (Wei et al., 2018). Por el contrario, cuando los valores faltantes de un grupo
fueron <20%, a los no detectables se les asigno el valor de 0.

Cuando fue necesario, los datos se transformaron con Log., previamente al andlisis
de normalidad. La comparacion entre las diferentes hormonas en los perfiles

circulantes y cerebrales dentro de cada sexo se analizaron con un ANOVA de una
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via de medidas repetidas. Los analisis se siguieron con el test de Tukey de
comparaciones multiples, y en el texto se muestran los valores de p corregidos. Las
comparaciones de cada esteroide entre hembras y machos se realizaron por el test
de t. Las comparaciones de un mismo esteroide dentro de cada sexo se realizaron
con el test de t pareado. El criterio de significancia para todos los andlisis
estadisticos fue p < 0.05. Las gréaficas se expresan como media + error estandar de
la media, y se muestran los valores sin transformar.

Para la comparacion entre los niveles de esteroides en cerebro y plasma se asumié
gue 1ml de plasma pesa 1 g. Para evaluar la fuente de produccion hormonal se
calcul6 la diferencia entre las concentraciones plasmaticas y cerebrales para cada
individuo. La relacion entre los esteroides sexuales cerebrales se exploré mediante
correlaciones lineales tomando en cuenta pares de hormonas que forman un
binomio sustrato-producto. Para las regresiones lineales las concentraciones se

expresaron en nM, con el objetivo de comparar entre diferentes esteroides.

Tabla Ill.2: Recuperacion en diferentes matrices y precision del ensayo.

% Recuperacion % de Variacion

Esteroide Neta Plasma Cerebro Intra-ensayo | Inter-ensayo
(25uL) (25 mg)

Progesterona - - - 13.6 14.5
Cortisol 113.8 110.2 107.6 33.5 46.7
Dehidroepiandrosterona | 131.5 89.9 117.6 15.5 21.8
Androstenediona 110.4 114 87.5 10.8 10.8
Testosterona 102 100.5 96.9 15.2 19.7
11-Cetotestosterona 75.9 135.3 93.3 33.3 33.3
17B-estradiol 114.8 90.1 76.7 8.2 8.3
Estrona 112 85.9 96.2 5.3 5.3

Nota: Las muestras fueron spikeadas con 2 pg para todos los esteroides excepto DHEA

(20 pg). La progesterona presentd efecto matriz, que provocd una potenciacion e inhabilité

el calculo de % de recuperacion.
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RESULTADOS

‘DESARROLLO DEL METODO DE EXTRACCION DE HORMONAS ESTEROIDES PARA
‘POSTERIOR CUANTIFICACION POR LC-MS/MS

En una primera aproximacion a la técnica de extraccion se evalud si existe
interferencia (supresion o potenciacion) de la sefal de estandar interno. Para esto
se calculo el % de sefial de estandar interno en las muestras extraidas en relacion
con la sefial en muestras extraidas sin tejido bioldgico (% Area blanco). El primer
método que se ensay6 fue uno que ya estaba validado para muestras de plasmay
tejido cerebral de la especie Melospiza melodia (gorrién) y en ratas (Heimovics et al.
2018; Tobiansky et al. 2017). El método consiste en la extraccion liquido-liquido con
Acetonitrilo (ACN) y Hexano (HEX). El tejido se homogeneiza con Acetonitrilo y el
sobrenadante se mezcla con Hexano. Posteriormente, se remueve el HEX y la
fraccion que contiene los esteroides (ACN) se seca y se reconstituye en metanol
para su inyeccion en el LC-MS/MS. En las muestras de plasma (5 y 10 pl) este
método de extraccion fue efectivo en eliminar la interferencia en todas las estirpes
esteroideas, evidenciandose niveles mayores de supresion a mayor volumen de
muestra, aunque la diferencia no es relevante (Fig. 111.4). Sin embargo, la extraccion
liquido-liquido con ACN y HEX no fue efectiva en eliminar la interferencia en el tejido
cerebral, y los esteroides que se vieron mas afectados fueron los andrégenos. Como
muestra la Figura Ill.5 se constatd una supresién del 80% en la T-D5 y la DHEA,
aun utilizando la menor cantidad de tejido (0.5 mg). Para tener una referencia, el
telencéfalo de G. omarorum pesa 20 mg aproximadamente, por lo que este método

de extraccion no es adecuado para el tejido cerebral de G. omarorum.
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Figura 1ll.4: Extraccién liquido-
liquido con Acetonitrilo y Hexano
en muestras de plasma. El % Area
blanco representa el porcentaje
de area de la sefial de cada
estadndar interno extraido con
muestra biolégica con respecto al
area del mismo estandar extraido
sin  muestra biolégica. Se
utilizaron dos volumenes de
plasma (5 y 10 pl). La linea
punteada indica cuando el area
del estandar interno es igual con
en la extraccién y sin muestra
bioldgica (0% de interferencia).

Figura 1l.5: Extraccion liquido-
liquido con Acetonitrilo y Hexano
en muestras de cerebro. El % Area
blanco representa el porcentaje de
area de la sefial de cada estandar
interno  extraido con muestra
biolégica con respecto al area del
mismo estandar extraido sin
muestra biolégica. Se utilizaron 3
cantidades de tejido (0.5, 0.75 y
1.5 mg). La linea punteada indica
cuando el é&rea del estandar
interno es igual en la extraccion
con y sin muestra biol6gica (0% de
interferencia).

Como la extraccion liquido-liquido no fue efectiva en eliminar la interferencia en los

androgenos, se pasO a probar la extraccion en fase soélida (SPE), que es mas

potente en purificar muestras. Se ensayaron dos métodos diferentes de SPE. En el

método de SPE r4pida se utilizan columnas de C18 acondicionadas con Hexano,

Acetona y MeOH. El tejido se homogeneiza con Acetonitrilo y el sobrenadante se

seca, y se resuspende en MeOH

para sembrar. En esta SPE, las columnas se utilizan como filtro, por lo que los

esteroides resuspendidos en MeOH se siembran en la columna y se recogen en el
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eluido agregando mas MeOH. A continuacion, el eluido se seca y se resuspende en
MeOH para la inyeccion en el LC-MS/MS. El segundo método de SPE lenta consiste
en utilizar las columnas C18 acondicionadas con MeOH y H20O para capturar los
esteroides. El tejido se homogeneiza con MeOH 84% y el sobrenadante se mezcla
con 5 ml de H20 para sembrar. La muestra se siembra, luego se realiza una elucion
de interferencia con MeOH 40%, y los esteroides retenidos en la columna se eluyen
finalmente con MeOH 90%. A continuacion, el eluido se seca y se resuspende en
MeOH para la inyeccién en el LC-MS/MS. Cuando comparamos estos dos métodos
de extraccién, podemos ver que el rapido es mas efectivo en eliminar la
interferencia, ya que para todas las cantidades de tejido y los 3 estandares
analizados presenté menores niveles de supresion que la SPE lenta (Fig. 111.6). En
la Figura 1l1l.6 se puede apreciar como aumenta la supresion a medida que se
incrementa la cantidad de tejido, y esto ocurre en todas las estirpes esteroideas en
mayor o menor medida, siendo los andrégenos los mas afectados. Como el objetivo
era cuantificar en el cerebro anterior, que tiene un peso aproximado de 30 mg, fue

necesario seguir aumentando la eficiencia en la eliminacidon de interferencia.

Extraccion en fase sélida
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Figura IIl.6: Extracciones en fase sélida en muestras de cerebro. A- SPE rapida. B- SPE
lenta. El % Area blanco representa el porcentaje de area de la sefial de cada estandar
interno extraido con muestra biolégica con respecto al area del mismo estandar extraido
sin muestra bioldgica. Se utilizaron 3 cantidades de tejido (0.75, 1.5 y 2.25 mg). La linea
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punteada indica cuando el area del estandar interno es igual en la extraccién con y sin
muestra biolégica (0% de interferencia).

Se conservo la SPE rapida y se acoplaron 3 extracciones liquido-liquido diferentes
previas a la SPE (Acetonitrilo/Hexano, Etilacetato/H20, Etilacetato+Hexano/H20).
Como se observa en la Figura 7, acoplar una extraccion liquido-liquido con ACN y
HEX previo a la SPE rapida no elimina la supresion de los andrégenos, que continla
siendo del 40% de la sefal (Fig. Ill.7A vs B). Por otro lado, el agregado de
extracciones liquido-liquido con Etilacetato (EA) y H20 previo a la SPE si eliminan
de mejor manera la supresion, y para las dos estirpes androgénicas la mas eficaz
fue la que no incorporé HEX al EA (Fig. 1ll.7C vs D). Incorporar HEX al EA provoca
una mayor supresion del Estrogeno también (Fig. 111.7D). En suma, de las diferentes
combinaciones la que dié los mejores resultados en cuanto a la eliminacion de la

interferencia fue la de Etilacetato/H20 acoplada a una SPE rapida.
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Figura 11l.7: Extracciones en fase sélida acopladas a protocolos de extraccion liquido-
liguido en muestras de cerebro. A- SPE rapida. B- Extraccion liquido-liquido con Acetonitrilo
y Hexano, luego del secado del ACN se resuspende en MeOH y se realiza una SPE rapida.
C- Extraccion liquido-liquido con Etilacetato y H20, luego del secado del H20O se
resuspende en MeOH y se realiza una SPE rapida. D- Extraccion liquido-liquido con
Etilacetato + Hexano y H20, luego del secado del H20 se resuspende en MeOH y se realiza
una SPE rapida. El % Area blanco representa el porcentaje de area de la sefial de cada
estandar interno extraido con muestra bioldgica con respecto al area del mismo estandar
extraido sin muestra bioldgica. Se utilizaron 2 cantidades de tejido (0.75y 2.25 mg). La linea
punteada indica cuando el area del estandar interno es igual en la extracciéon con y sin
muestra biolégica (0% de interferencia).

Como el objetivo fue cuantificar en muestras de cerebro anterior esto impone un
compromiso ya que cuanto mayor es la cantidad de tejido, mayor es la supresion.
Esto fuerza a realizar protocolos de extraccion eficientes que purifiqguen la muestra
para eliminar la interferencia de la matriz, pero cuanto mayor es esta purificacion
hay mas riesgo de pérdida de los esteroides de interés. Para avanzar en un
protocolo de extraccion optimizado, se continué con cantidades de tejido cerebral
de 20 mg y se evalu6 ademas de la interferencia, la pérdida de estandar
(comparando las areas de los estandares sin muestra biolégica sometidos a
extracciones en los diferentes protocolos). La extraccion liquida de EA/H20
acoplada a SPE rapida probé ser efectiva en eliminar la interferencia de todas las
estirpes esteroideas en muestras de hasta 2.25 mg. Sin embargo, este protocolo es
largo y mas costoso que las extracciones liquidas debido al uso de columnas C18,
por lo que a continuacion se ensayaron combinaciones de extracciones liquidas. Se
realizé una extraccion liquida con EA/H20, una extraccion liquida con ACN/HEX
seguida de un secado y resuspension en EA al que se extrajo nuevamente con H20,
y por ultimo, una extraccion liquida con EA/H20O seguida de un secado y
resuspension en ACN al que se extrajo nuevamente con HEX (Fig. 111.8). En la
comparacion de las tres extracciones no se verificaron grandes diferencias en la
pérdida de estdndares por procedimiento, ya que el area de los estandares fue
similar entre los diferentes protocolos (Fig. IlI.8A). Si se comparan los niveles de
supresion en los tres protocolos se evidencia la eficacia de las dos extracciones

liguidas en comparacion con una uUnica extraccion, donde la supresion fue mucho
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Area blanco

mayor (Fig. 111.8B). Las dos extracciones liquidas dobles fueron similares en cuanto
a la eliminacion de la interferencia, siendo la de ACN/HEX primero un poco mejor
gue la otra. Es de notar que con los protocolos de extraccion liquida ningun esteroide
superd el 80% de sefial respecto al blanco, por lo que se optd por continuar por el

camino del protocolo liquido EA/H20 acoplado a SPE rapida.
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Figura I11.8: Protocolos de extraccion liquido-liquido en muestras de 20 mg. de cerebro. Se
ilustran 3 protocolos de extraccion liquida: Primero, con EA/H20, segundo, una extraccion
liquida con ACN/HEX seguida de un secado y resuspension en EA al que se extrajo
nuevamente con H20, y por ultimo, una extraccion liquida con EA/H20 seguida de un
secado y resuspension en ACN al que se extrajo nuevamente con HEX. A- Evaluacién de
la pérdida de estandares internos por los procedimientos de extraccion. Se muestra la sefial
(areas de los estandares) en una solucién blanco (MeOH sin muestra biolédgica). B- El %
Area blanco representa el porcentaje de area de la sefial de cada estandar interno extraido
con muestra biolégica con respecto al area del mismo estandar extraido sin muestra
biologica. La linea punteada indica cuando el &rea del estdndar interno es igual en la
extraccién con y sin muestra biolégica (0% de interferencia).

La Figura 111.9 muestra los resultados de las extracciones liquidas con Etilacetato y
H20. En primer lugar, se puede apreciar que el acoplamiento de una SPE provoca
pérdida de estandares ya que la sefial es mayor con el protocolo que implica solo la
extraccion liquida con EA/H20 (Fig. 111.9A). Por otro lado, el protocolo que tiene la
menor pérdida de estdndares no es eficaz en eliminar la interferencia en las

muestras con 20 mg. de tejido cerebral (Fig. 111.9B). En la comparacion entre los dos
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Area blanco

protocolos con SPE asociados se evidencia que el secado y resuspension con
MeOH no afecta mayormente la pérdida de estandar (Fig. 111.9A), ya que algunos
esteroides incluso tienen una sefial mayor que el protocolo donde se siembra
directamente el EA en la SPE. Los niveles de interferencia fueron similares para
todos los esteroides, menos para la T y el E2, donde el protocolo que involucra
secado del EA y posterior resuspension en MeOH para el SPE presenté menos

interferencia (Fig. 111.9B).
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Figura 111.9: Protocolos de extraccion liquido-liquido con Etilacetato y acopladas a
extracciones en fase solida en muestras de 20 mg. de cerebro. Se ilustran 3 protocolos de
extraccion: Primero, con EA/H20, segundo, una extraccion liquida con EA/H20 seguida de
un secado y resuspension en MeOH gque se extrajo nuevamente con SPE rapida, y por
ultimo, una extraccion liquida con EA/H20 cuya fraccién de EA que se extrajo nuevamente
con SPE rapida. A- Evaluacién de la pérdida de estandares internos por los procedimientos
de extraccion. Se muestra la sefial (areas de los estandares) en una solucién blanco (MeOH
sin muestra bioldgica). B- El % Area blanco representa el porcentaje de area de la sefial de
cada estandar interno extraido con muestra biolégica con respecto al rea del mismo
estandar extraido sin muestra biolégica. La linea punteada indica cuando el area del
estandar interno es igual en la extraccion con y sin muestra biolégica (0% de interferencia).

Habiendo seleccionado el protocolo de SPE con EA y H20 con secado,
resuspension en MeOH y una SPE rapida, el paso siguiente fue poner a prueba
dicho protocolo incrementando la cantidad de tejido. Como muestra la Figura 111.10,
los niveles de supresion fueron minimos para todas las estirpes esteroideas, y la

interferencia no se incremento con la cantidad de tejido.
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Figura 111.10: Extraccion liquido-
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PERFIL HORMONAL CIRCULANTE DE ADULTOS NO REPRODUCTIVOS

Se cuantificaron 8 esteroides (progesterona, androstenediona,
dehidroepiandrosterona, testosterona, 11-cetotestosterona, estrona, 17-f estradiol
y cortisol) en plasma de hembras y machos adultos de Gymnotus omarorum en
periodo no-reproductivo, representados en la Figura 111.11. Las hembras
presentaron una media de niveles circulantes de: cortisol 5.2 = 2.1 ng/ml,
androstenediona 0.15 £ 0.03 ng/ml, y testosterona 0.15 = 0.03 ng/ml. Como ilustra
la Figura I11.11, los niveles de cortisol fueron un orden de magnitud mayores que las
otras hormonas. La comparacion de los niveles circulantes de AE y la T mostré que
no presentan diferencias significativas (t-test pareado, p = 0.85; t=0.1943 df=10, Fig.
[11.11A). El andlisis estadistico se realizé también expresando las concentraciones
en nM, y arrojo el mismo resultado (datos no mostrados). Los machos presentaron
una media de niveles circulantes de: cortisol 2.9 + 0.7 ng/ml, androstenediona 0.03
+ 0.01 ng/ml, testosterona 0.2 £ 0.006 ng/ml, y 11-cetotestosterona 0.01 = 0.001
ng/ml. Al igual que en hembras, los niveles de cortisol fueron mayores que el resto

de las hormonas. La comparacion de los niveles circulantes en machos mostré un
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efecto significativo del tipo de esteroide (F (1.96, 19.6) = 13.5, p < 0.001; Fig.
[11.11B). En la comparacion post hoc la 11-KT presenté menor concentracién que la
AE (p =0.001), y menor que la T (p = 0.03). La T y la AE no mostraron diferencias
significativas. El analisis estadistico se también realiz0 expresando las
concentraciones en nM, y arrojo el mismo resultado (datos no mostrados). En el
contexto de la caracterizaciéon de los niveles hormonales es importante resaltar el
dato negativo; ni hembras ni machos presentaron niveles circulantes detectables de
progesterona, 17-B estradiol, estrona y dehidroepiandrosterona. Las hembras, a
diferencia de los machos, no mostraron niveles detectables de 11-KT. El limite de
deteccidn es diferente para cada uno de los esteroides, y se detall6 en métodos.
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Figura lll.11: Perfiles hormonales plasmaticos. A- Hembras no reproductivas. B- Machos
no reproductivos.

La comparacion de las concentraciones plasmaticas entre sexos evidencio que las
hembras presentaron mayores niveles de AE y T que los machos, mientras que el

cortisol no mostro diferencias sexuales (Tabla 111.3).
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La relaciéon entre las concentraciones plasmaticas de los esteroides sexuales AE, T
y 11-KT se exploré mediante regresiones lineales. En hembras la correlacion entre
la concentracion plasmatica de AE y T sexos fue directamente proporcional,
significativa y con un alto ajuste (R? =0.93, p < 0.0001, Fig. 111.12). En machos la
correlacion entre la concentracion de AE y T plasmética fue directamente
proporcional y significativa (R?> =0.82, p = 0.0001, Fig. IIl.13A), asi como la
correlacion entre la T y la 11-KT plasmaticas (R? =0.83, p < 0.0001, Fig. 111.13B).

Tabla lll.3: Comparacién de concentraciones plasmaticas entre sexos

Hormona Concentracion plasmatica (ng/ml)
Hembras Machos p
Androstenediona 0.15 + 0.03 0.03+0.01 0.0001
Testosterona 0.15+0.03 0.2 + 0.006 < 0.0001
11-Cetotestosterona ND 0.01 + 0.001 -
Cortisol 52=+21 29+0.7 0.55
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Figura l11.12: Correlacion lineal entre esteroides plasméticos en hembras.
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PERFIL HORMONAL CEREBRAL DE ADULTOS NO REPRODUCTIVOS

Se cuantificaron 8 esteroides en cerebro anterior de hembras y machos no
reproductivos de Gymnotus omarorum. En la Figura 111.14 se presentan los perfiles
cerebrales de hembras y machos. Las hembras presentaron una media de niveles
cerebrales de: cortisol 3.8 = 1.6 ng/g, androstenediona 0.04 + 0.007 ng/g,
testosterona 0.007 + 0.001 ng/g y estrona 0.01 £ 0.004 ng/g. El cortisol presenté
concentraciones cerebrales de dos érdenes de magnitud mayor al resto de los
esteroides. Cuando se comparan los niveles cerebrales de las diferentes hormonas
en hembras se encontré un efecto significativo del tipo de esteroide (F (1.9, 18.9) =
47.65, p < 0.0001). El andlisis post hoc mostré que la AE fue significativamente

mayor que la T (p < 0.0001) y la E (p < 0.001), mientras que la T no mostré

92



diferencias con la E (Fig. 11l.14A). El analisis estadistico se realizdé expresando las
concentraciones en nM, y arrojé0 el mismo resultado (datos no mostrados). Los
machos presentaron una media de niveles cerebrales de: cortisol 3.6 + 0.4 ng/qg,
androstenediona 0.02 = 0.006 ng/g, testosterona 0.006 + 0.002 ng/g, 11-
cetotestosterona 0.02 + 0.002 ng/g y estrona 0.008 = 0.001 ng/g. Al igual que en
hembras, el cortisol presentd concentraciones cerebrales de dos Ordenes de
magnitud mayor al resto de los esteroides. En la comparaciéon de los niveles
cerebrales para las restantes hormonas se encontrd un efecto significativo del tipo
de esteroide (F (1.4, 14.4) = 7.23, p = 0.01). El analisis post hoc mostr6 que la T fue
significativamente menor que la 11-KT (p = 0.003) y la E fue significativamente
menor que la 11-KT (p = 0.01, Fig. 1l1.14B). La T no mostr6 diferencias con la E, y
la AE no presenté diferencias significativas con la T, la E ni la 11-KT. El analisis
estadistico se realizé expresando las concentraciones en nM, y arrojé el mismo
resultado (datos no mostrados). Ni hembras ni machos presentaron niveles
cerebrales detectables de progesterona, 17- estradiol, y dehidroepiandrosterona.
Las hembras, a diferencia de los machos y siguiendo el mismo patron plasmatico,

no mostraron niveles cerebrales detectables de 11-KT.

La comparacién de las concentraciones cerebrales entre hembras y machos mostré
gue las hembras tienen mayores niveles de AE cerebral que los machos, mientras
gue los machos presentaron niveles detectables de 11-KT y las hembras no. No se
observaron diferencias significativas en la concentracion de T, E ni cortisol entre

cerebros de hembras y de machos (Tabla I11.4).
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Figura lll.14: Perfiles hormonales cerebrales. A- Hembras no reproductivas. B- Machos

no reproductivos.

Tabla lll.4: Comparacion de concentraciones cerebrales entre sexos

Hormona Concentracion cerebral (ng/g)
Hembras Machos p
Androstenediona 0.04 £ 0.007 0.02 £ 0.006 0.009
Testosterona 0.007 £ 0.001 0.006 + 0.002 0.3
Estrona 0.01 + 0.004 0.008 + 0.001 0.3
11-Cetotestosterona ND 0.02 + 0.002 -
Cortisol 3816 3604 0.23

La relacion entre los esteroides sexuales cerebrales se explor6 mediante

correlaciones lineales. En hembras, las concentraciones cerebrales de AE y T

mostraron una relacion directamente proporcional (R? = 0.48, p = 0.02; Fig. 111.15A),
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y la correlacién entre la concentracién de AE y E cerebral fue también positiva y
significativa (R? = 0.55, p = 0.009; Fig. 111.15B).

En machos la relacion entre las concentraciones cerebrales de AE y T fue negativa
(R? = 0.75, p = 0.0006; Fig. 1ll.16A), la relacién entre T y 11-KT cerebral no fue
significativa (R? = 0.01, p = 0.74, Fig. 111.16B) y la relacién entre la AE y E cerebral
fue significativa y directamente proporcional (R? = 0.4, p = 0.038; Fig. I11.16C).
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Figura lll.15: Correlaciones lineales entre esteroides cerebrales en hembras.
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Figura lll.16: Correlaciones lineales entre esteroides cerebrales en machos.
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COMPARACION ENTRE NIVELES CIRCULANTES Y CEREBRALES

El cortisol fue detectable en todas las muestras de plasma y cerebro, tanto en
hembras como en machos. Para este esteroide no se evidenciaron diferencias entre
las concentraciones plasméticas y cerebrales en hembras (test de t pareado, p =
0.4, t = 0.9; datos no mostrados), pero si en machos donde las concentraciones
cerebrales fueron mayores que las plasmaticas (test de t pareado, p = 0.04,t = 2.3;

datos no mostrados).

La AE presenté niveles mayores circulantes que cerebrales tanto en hembras (test
de t pareado, p = 0.0004, t = 5.2, Fig Ill.17A), como en machos (test de t pareado,
p = 0.03, t = 2.5, Fig 1ll.17B). Para evaluar la fuente de produccion hormonal se
calculé la diferencia entre las concentraciones de AE plasmaticas y cerebrales para
cada individuo. Este céalculo mostré que, si bien en ambos sexos la diferencia fue
negativa para la mayoria de los individuos, es decir que la concentracidén plasmatica
es mayor a la cerebral, las hembras presentaron una diferencia entre plasma y
cerebro significativamente mayor que los machos ([AEcerebro]-[AEplasma]
hembras = -0.11 + 0.03; [AEcerebro]-[AEplasma] machos = -0.02 = 0.007; test de t,
p = 0.005; t=3.163 df=20; Fig. 111.17C).

El andlisis pareado de la T mostr6 que la concentracion plasmatica fue
significativamente mayor que la cerebral, tanto en hembras (test de t pareado, p <
0.0001, t = 21.3, Fig. 111.18A), como en machos (test de t pareado, p =0.003, t = 3.9,
Fig. 111.18B). Cuando se calculé la diferencia entre las concentraciones de T
plasméaticas y cerebrales para cada individuo las hembras presentaron una
diferencia entre plasma y cerebro significativamente mayor que los machos
(mediana [Tcerebro]-[Tplasma] hembras = -0.12; mediana [Tcerebro]-[Tplasma]
machos = -0.01; Mann-Whitney U test, p < 0.0001, U = 4.00; Fig. 111.18C).
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Figura 111.18: Comparacion de concentraciones plasmaticas y cerebrales de Testosterona.
A- Comparacién de niveles plasmaticos y cerebrales en hembras. B- Comparacién de
niveles plasmaticos y cerebrales en machos. C- Diferencia individual de la concentracion
cerebral — plasmatica. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001, test de t.

La 11-KT fue detectable solamente en muestras de plasma y cerebro de machos y
no presento diferencias significativas entre plasma y cerebro (Wilcoxon matched-
pairs test, p = 0.21, Fig. lll.19A). Un dato interesante es que cuando se calculd la

diferencia entre la concentracion cerebral y plasmatica, 9 de los 11 machos
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presentaron valores por encima de 0 (mayor concentracién cerebral), el valor medio
fue 0.03 £ 0.03 (Fig. 111.19B), y el porcentaje de contribucidn cerebral fue de 11% +
14% (Fig. 11.19C).

La estrona fue la Unica hormona de las estudiadas que presentdé niveles no
detectables en plasma, y niveles detectables en muestras de cerebro tanto de
hembras como de machos (Fig. 111.20).

En hembras, la relacion entre la T plasmatica y cerebral fue directamente
proporcional y significativa (R2 = 0.75, p < 0.001; Fig. Ill.21A), mientras que en
machos esta relacidén no mostro significancia estadistica (R2 = 0.08, p = 0.4; Fig.
111.21B).
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Figura [I1.19: Comparacion de concentraciones plasmaticas y cerebrales de 11-
Cetotestosterona. A- Comparacién de niveles plasmaticos y cerebrales en machos. B-
Diferencia individual de la concentracidbn cerebral — plasmatica. C- Porcentaje de
contribucion cerebral.
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DISCUSION

En este capitulo se cuantificaron 8 esteroides en plasma y cerebro anterior de
hembras y machos adultos de Gymnotus omarorum colectados durante el periodo
no reproductivo en su habitat natural. La caracterizacion del perfil circulante y
cerebral, asi como el andlisis de los datos aportan informacion de base fundamental
para comprender la modulacién esteroidea de la agresion territorial no reproductiva.
Este es el primer estudio que: 1- realiza una cuantificacion de estrogenos y
androgenos cerebrales en animales no reproductivos por LC-MS/MS, y 2- realiza
una comparacion de niveles plasmaticos y cerebrales no reproductivos en hembras
y machos silvestres. El método de extraccion desarrollado es efectivo en purificar
muestras de cerebro y plasma para remover la interferencia de la matriz para
posterior analisis por LC-MS/MS. La cuantificacion por LC-MS/MS es altamente
especifica, precisa, y sensible. En este capitulo se cumplieron los Objetivos

especificos IlI.A-D y los resultados abonaron a la hipétesis de trabajo 2.

DESARROLLO DEL METODO DE EXTRACCION DE ESTEROIDES Y PROTOCOLO DE
CUANTIFICACION

Con el método de extraccion desarrollado y cuantificacion por LC-MS/MS fuimos
capaces de cuantificar 8 esteroides en 25 L de plasma, y 25 mg de tejido cerebral.
El método de extraccidén desarrollado reduce los niveles de ruido de fondo, y por
tanto incrementa la sensibilidad de la cuantificacion. La extraccion remueve la
interferencia causada por la matriz, y produce una recuperacion consistente de los
esteroides. Los estandares internos mostraron poca supresion o potenciacion idnica
en plasmay en cerebro (Fig. 111.10). Los ensayos de % de recuperaciéon comparando
muestras con adicién de una cantidad conocida de estandares con muestras sin
adicién, confirmaron que el efecto matriz es minimo, excepto para la progesterona
(Tabla 111.2).

El método de LC-MS/MS tiene ventajas respecto de los inmunoensayos (RIA y

ELISA): 1- Alta especificidad. Los inmunoensayos pueden presentar reactividad
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cruzada con moléculas similares, y, por ende, sobreestiman las concentraciones,
especialmente cuando los niveles son bajos (Grebe y Singh 2011; Wudy et al.
2018). Con la técnica de LC-MS/MS se tienen en cuenta mdltiples criterios para
cuantificar los analitos, que se separan entre si cromatografica vy
espectrogréficamente. El tiempo de retencion es especifico para cada analito (Fig.
[11.3, Tabla lll.1). Los esteroides sin fragmentar se seleccionan por su masa, y luego
el proceso de fragmentacion ibnica se monitoriza paso a paso, antes de fragmentar,
y en las dos transiciones. En cada transicion se selecciona un ion cuantificador y un
calificador (Tabla I11.1), y la relacién entre ambos se compara con la misma relacion
en los estandares. 2- La deteccidn por espectrometria de masa habilita la medicion
de esteroides que no son comunes en inmunoensayos (en este estudio, por
ejemplo, la androstenediona y la estrona). 3- La técnica permite cuantificar multiples
esteroides en una misma muestra. Esto evita tener que subdividir la muestra
proveniente de un mismo individuo y hace posible la medicién de un perfil hormonal
a nivel individual. 4- La sensibilidad es similar o0 ain mejor que los inmunoensayos.
En este estudio los limites de deteccion fueron del rango de 0.2 a 0.8 pg para la
mayoria de los esteroides. En caso de querer aumentar la sensibilidad es posible
poner a punto protocolos de derivatizacion.

NIVELES CIRCULANTES

De los 8 esteroides cuantificados, las hembras no reproductivas presentaron niveles
detectables circulantes de androstenediona, testosterona y cortisol, y en machos al
perfil circulante se sumé la 11-cetotestosterona (Fig. Ill.11). En este estudio, los
niveles plasmaticos de estrona, 17-B estradiol, dehidroepiandrosterona, vy
progesterona no fueron detectables. Para la Pg y el E2 el limite de deteccion fue
0.03 ng/ml, y cabe la posibilidad de que los niveles circulantes de adultos no
reproductivos estén por debajo de ese valor. La progesterona no tiene un rol claro
en muchos teledsteos, y sus concentraciones plasmaticas usualmente estan por
debajo del limite de deteccién. Si bien en este estudio hay una ausencia de

progesterona, esto no significa necesariamente una ausencia de progestagenos, ya
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gue los peces teledsteos tienen progestagenos unicos (Kime, 1993), los cuales no
entraron dentro del panel de esteroides a cuantificar. Por otro lado, el E2 es una
hormona que ha sido cuantificada en hembras del periodo reproductivo de esta
misma especie (Zubizarreta et al. 2020a), y en valores relativamente bajos (0.3 +
0.1 ng/ml). Esto nos sugiere que los niveles no detectables de E2 en el periodo no
reproductivo reflejan realmente una disminucién de esta hormona por debajo del
limite de deteccion.

En este estudio, la cuantificacion de DHEA era de particular interés, debido a su
documentado rol en el mantenimiento de la agresién no reproductiva en aves y
mamiferos (Soma et al. 2008; 2015). Existen reportes de que hay especies de
teleésteos que tienen niveles circulantes de DHEA, como por ejemplo
Oncorhynchus mykiss (Rege et al. 2019), sin embargo, los individuos adultos no
reproductivos de G. omarorum no presentaron niveles circulantes detectables de
DHEA. Es posible gue este resultado negativo sea debido a que este esteroide
presenta una baja capacidad de ionizacion, o que provoca que su limite de
deteccién sea un orden de magnitud mayor en comparacion con las demas
hormonas (Fig. 111.3). Un articulo reciente de cuantificacion de esteroides por LC-
MS/MS en aves (Song sparrow) mostr0 que las concentraciones de DHEA
plasméticas son indetectables (menores a 0.4 ng/ml) a menos que se realice una
derivatizacién de la muestra que aumenta la sensibilidad del método (Jalabert et al.
2020), resultado que contrastd con las concentraciones de DHEA realizadas
previamente por RIA en la misma especie (~0.8 a 1 ng/ml; Newman et al. 2013;
Newman et al. 2008; Soma y Wingfield 2001). Los inesperadamente bajos niveles
de DHEA descriptos por Jalabert et al. sirven para ilustrar las diferencias que pueden
surgir en la cuantificacion con LC-MS/MS e inmunoensayos. En general los
inmunoensayos sobreestiman las concentraciones de esteroides, y la causa
predominante es la deteccion cruzada de los anticuerpos con moléculas similares
(Wudy et al. 2018). La alta especificidad de la deteccion por espectrometria de
masa, sumada a la separacion cromatografica de la muestra es una gran ventaja en

este sentido.
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Como era esperado, los niveles circulantes de cortisol fueron un orden de magnitud
mayores que los otros esteroides. El cortisol circulante no present6 diferencias
sexuales (Tabla 111.3), lo que es esperado en periodo no reproductivo. Las
diferencias sexuales podrian emerger durante el periodo reproductivo como ha sido
reportado en otras especies (revisado en Milla et al. 2009). EI hecho que no se
evidencien diferencias sexuales en los niveles de cortisol contrasta de manera
interesante con los otros esteroides circulantes analizados, que presentaron
diferencias entre hembras y machos, a pesar de tratarse de individuos no
reproductivos. La 11-KT es un andrégeno no aromatizable, uno de los principales
andrdégenos bioactivos de teledsteos (Borg 1994), y mostrd la diferencia sexual
plasmética esperada (Tabla I11.3). Los niveles de 11-KT de machos no reproductivos
fueron similares a los ya reportados en esta misma especie por el método de ELISA
(Jalabert et al. 2015), y como es coherente, mas bajos que los reportados para
machos reproductivos (0.4 £ 0.1 ng/ml; Zubizarreta et al. 2020a). Asimismo, las
concentraciones plasmaticas de 11-KT estan dentro del rango de valores a las de
otras especies de peces donde se cuantifico fuera del periodo reproductivo
(Vitousek et al. 2018). Los otros dos andrégenos circulantes detectados tanto en
hembras como en machos fueron la T y la AE, que no presentaron diferencias entre
si en sus concentraciones plasmaticas (Fig. 111.11). Existen numerosos reportes de
niveles plasmaticos de T en teledsteos no reproductivos, cuantificados por RIA y
ELISA. Un resultado llamativo fue que en G. omarorum tanto la T como la AE
mostraron mayor concentracion plasméatica en hembras que en machos (Tabla 111.3),
y este resultado es coherente con el dato que en muchos teledsteos los niveles de
T circulantes son mayores en hembras que en machos (Revisado utilizando
HormoneBase; Vitousek et al. 2018).

Si bien las hormonas circulantes pueden tener diferentes fuentes (gonadal,
muscular, interrenal), la diferencia sexual entre los niveles de andrégenos
circulantes observados sugiere que ovarios y testiculos son las fuentes
involucradas. Asimismo, la alta correlacion entre hormonas apunta a que se originan

en un mismo organo. La AE y T circulantes correlacionan positivamente con un R2
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excelente tanto en hembras (Fig. 111.12) como en machos (Fig. 111.13A). En machos,

ademas la T y 11-KT circulantes correlacionan positivamente (Fig. 111.13B).

NIVELES CEREBRALES

Este es el primer reporte de perfiles cerebrales esteroideos en peces teledsteos
utilizando la deteccion por espectrometria de masa. Es también el primer estudio en
caracterizar el perfil cerebral esteroideo de manera individual en hembras y machos
de teledsteos. De hecho, la cuantificacion de esteroides en cerebro por ELISA se
hizo solamente en el pez hermafrodita bidireccional Lythrypnus dalli. En estos
trabajos se analizaron los cambios de 11-KT, T y E2 que acompafian la reversion
sexual (Lorenzi etal. 2012) y los niveles de 11-KT asociados al despliegue de
cuidado parental y agresion (Pradhan et al. 2014; Pradhan et al. 2014). Estos
estudios cargan con la limitacién propia del método, que no permite la cuantificacion
mas de una hormona en el mismo ensayo. También esta presente la restriccion del
tamafo de muestra, que limita el nmero de hormonas que se pueden cuantificar
en un mismo individuo. La presencia de enzimas esteroidogénicas para producir
esteroides de novo han sido identificadas en cerebro de muchas especies de
teledsteos (revisado en Diotel et al. 2011). Hay también evidencia de que
homogenatos de cerebro de teledsteos pueden producir T, E2 y 11-KT (Andersson
et al. 1988; Diotel et al. 2011; Pasmanik y Callard 1985; Schulz y Blim 1991). Sin
embargo, tanto los datos de expresion de enzimas como los de produccién de
esteroides en homogenatos pueden no corresponder con los niveles basales de
produccion cerebral porque las enzimas pueden no estar activas, la produccion
depende de las concentraciones de sustrato disponible, y en los homogenatos tanto
sustratos como co-activadores estdn en concentraciones saturadas.

La técnica de extraccion desarrollada en este estudio sumada a la cuantificacion por
LC-MS/MS permitié medir 8 hormonas en cerebro anterior de cada individuo de una
muestra de adultos no reproductivos de G. omarorum. De las hormonas
cuantificadas, 5 mostraron niveles detectables en las muestras, lo que constituye un

resultado muy exitoso considerando que se trata de individuos fuera del periodo
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reproductivo, y, asimismo, una caracterizaciéon sin precedentes en cerebro de
peces. La progesterona, dehidroepiandrosterona y 17-B estradiol no mostraron
niveles detectables en cerebro, siguiendo el mismo patron que el plasma (Fig.
[11.14). La androstenediona, testosterona, y cortisol fueron detectables en cerebro
de hembras y machos, al igual que en el plasma. Al perfil cerebral de machos, se
sumoé la 11-cetotestosterona, de la misma manera que en el plasma en este sexo.
El Unico esteroide que fue detectable unicamente en cerebro fue la estrona (Fig.
111.14).

Los niveles cerebrales de cortisol no fueron diferentes entre sexos, siguiendo el
mismo patron que en plasma. El cortisol parece estar en equilibrio entre la
circulacion y el cerebro, con altos niveles tanto circulantes como cerebrales. El
androgeno AE presentd mayores niveles cerebrales en hembras que en machos
(Tabla111.4), diferencia que condice con el dimorfismo sexual en las concentraciones
plasméticas. La concentracion cerebral de AE fue menos que la plasmatica en
ambos sexos (Fig. lIl.17A, B). La T cerebral no presento diferencias sexuales (Tabla
[11.4), a pesar de mostrar mayores niveles plasmaticos en hembras que en machos
(Tabla 111.3). Al igual que la AE, la T presentd mayor concentracion plasmatica que
cerebral en ambos sexos (Fig. 111.18A, B). Como no existen reportes de andrégenos
cerebrales por LC-MS/MS en animales fuera del periodo reproductivo no es posible
realizar comparaciones que lleven a generalizaciones. Existen dos reportes de
niveles basales de esteroides en areas acotadas del cerebro en machos no
reproductivos de Melospiza Melodia. En uno de ellos, los niveles de T (medidos por
RIA) fueron entre 2 y 3 ng/g en condiciones basales en la mayoria de las areas
estudiadas (Heimovics et al. 2016) mientras que, en el otro estudio, los niveles
basales de T (medidos por LC-MS/MS) fueron indetectables en todas las areas de
los machos no reproductivos (Jalabert et al. 2020). En el Unico pez en el que se
cuantificaron los niveles de T y 11-KT cerebrales por ELISA, los niveles de T
cerebrales basales fueron 200 ng/g tanto en machos como en hembras, y los de 11-
KT alrededor de 2 ng/g (Lorenzi et al. 2012). Varios factores podrian explicar la gran
diferencia observada entre la concentracion de T en L. dalli y en G. omarorum.

Primero, una diferencia debida a la técnica de cuantificacion (ELISA vs MS),
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segundo podria deberse a posibles diferencias interespecificas, o al hecho de que
los individuos de L. dalli estaban dentro del periodo reproductivo y poseen una
fisiologia sexual particular. La estrona fue el Unico esteroide que presento solamente
niveles cerebrales, y no mostro diferencias entre hembras y machos (Tabla 111.4). Es
interesante que cerebros de individuos no reproductivos de G. omarorum hayan
presentado niveles basales de E, ya que en la Unica especie en la que se cuantificd
estrona en periodo no reproductivo (M. Melodia) las areas cerebrales analizadas
presentan Unicamente niveles detectables de progesterona y corticosterona
(Jalabert et al. 2020). Por el contrario, los machos reproductivos de M. Melodia si
muestran niveles detectables de E cerebral. Otro estudio en el que se detectaron
concentraciones cerebrales de E fue en machos y hembras de Coturnix japonica,
donde no se evidencian diferencias sexuales en los niveles telencefalicos de

animales reproductivos mediante la técnica de GC-MS (Liere et al. 2019).

NEUROSINTESIS DE ESTEROIDES

La neurosintesis de esteroides es un proceso local donde los neuroesteroides se
producen muy cerca de sus blancos (Schlinger 2015; Schlinger et al. 2014).
Estudios de microdidlisis en Taeniopygia guttata han mostrado que los niveles de
17-B Estradiol flucttan rapidamente (en menos de 30 min) en sectores
espacialmente restringidos en respuesta al canto de un coespecimen (Remage-
Healey et al. 2008, 2010). Se ha demostrado (mediante microdidlisis y cuantificacién
en punches) que nucleos localizados a pocas micras de distancia pueden presentar
concentraciones esteroideas locales muy diferentes (de Bournonville et al. 2020;
Liere et al. 2019; Tobiansky et al. 2017). En este estudio llama la atencion que las
concentraciones en cerebro anterior de G. omarorum fueron relativamente menores
en comparacién con otros reportes de esteroides cerebrales medidos por
espectrometria de masa. Por ejemplo, en el caso de la T, en G. omarorum
encontramos una media de 0.01 ng/g aproximadamente en cerebro anterior de
hembras y machos no reproductivos, mientras que en el area preodptica de M.

Melodia los machos reproductivos presentan 0.5 ng/g (Jalabert et al. 2020), el area
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predptica e hipotalamo anterior de C. japonica los machos reproductivos presentan
1 ng/g, y las hembras 0.1 ng/g (Liere et al. 2019), y el area predptica e hipotalamo
de machos reproductivos de R. norvergicus presentan 2.5 ng/g (Tobiansky et al.
2017). Las diferencias observadas podrian atribuirse tanto a divergencias
evolutivas, como a que los estudios anteriores se realizaron en animales
reproductivos. Evidencia a favor del factor reproductivo es: a- machos de M. Melodia
presentan niveles indetectables de androgenos y estrégenos cerebrales fuera del
periodo reproductivo, que en temporada reproductiva se tornan detectables; y b- la
gonadectomia reduce considerablemente los niveles de T en el area predptica, en
R. norvergicus de 2.5 ng/g a 0.1 ng/g (Tobiansky et al. 2017) y en C. japo6nica de 1
ng/g a 0.2 ng/g (Liere etal. 2019). La caracteristica local de la produccion de
esteroides cerebrales podria también ser responsable de las diferencias entre las
concentraciones previamente reportadas y las de G. omarorum. La cuantificacion
en areas cerebrales acotadas podria arrojar concentraciones mayores que la
cuantificacion en una seccion que contiene multiples areas junto con otros sectores
no esteroidogénicos. En apoyo a esta hipotesis, los niveles telencefalicos de E en
C. japonica son 0.03 ng/g (similares a los de este estudio), mientras que la
concentracion en el area preoptica es 0.2 ng/g (Liere et al. 2019). La extraccion de
esteroides de secciones mayores de cerebro, a pesar de tener la desventaja de
diluir la concentracion y poseer menor resolucion espacial, tiene la ventaja de ser
capaz de detectar esteroides que estan en bajas concentraciones (fuera del periodo
reproductivo).

En este estudio la AE y la T presentaron mayor concentraciéon plasmatica que
cerebral (Fig. I11.17, Fig. 111.18). Para comprender si hay sintesis cerebral de AEy T
a la vez que periférica se deben realizar cuantificaciones en sitios cerebrales
precisos, en comparacion con los niveles concomitantes periféricos. En hembras de
T. guttata se ha comprobado por microdialisis in vivo que existe sintesis cerebral de
Ty E2 en respuesta a un playback, ain en presencia de niveles circulantes elevados
de E2 y T (de Bournonville et al. 2020). Las enzimas que producen AE a partir de
DHEA y 17a-hidroxiprogesterona, asi como T a partir de AE, y la enzima que realiza

la conversion bidireccional de AE a T estan presentes en el cerebro de Gymnotus
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(Eastman et al. 2020), los resultados de la cuantificacion cerebral y plasmatica de
AE y T no permiten concluir si hay o no sintesis cerebral de estas hormonas.

A diferencia de la T y AE, para la E y la 11-KT es posible proponer la existencia de
neurosintesis. Es importante aclarar que las hip6tesis planteadas a continuacién
solamente tienen en cuenta los esteroides cuantificados, e ignoran deliberadamente
la posible presencia de otras estirpes esteroideas (esteroides activos, precursores
y metabolitos) tanto en plasma como en cerebro. La ampliacion del nimero de
esteroides a ser cuantificados, asi como métodos para aumentar la sensibilidad de

determinadas estirpes es una posibilidad a futuro.

ESTRONA

Los resultados de cuantificacion plasmatica y cerebral apoyan la hipotesis de que
existe neurosintesis de estrédgenos en condiciones basales no reproductivas tanto
en hembras como en machos. En particular, la estrona presentd concentraciones
cerebrales superiores al limite de deteccidn en ambos sexos, mientras que sus
niveles plasmaticos fueron no detectables (Fig. 1l1.20). La neurosintesis de
estrogenos es apoyada por el dato que el cerebro de Gymnotus omarorum en
periodo no reproductivo presenta transcriptos de aromatasa (Eastman et al. 2020).
El precursor directo de la E es la AE, que, si bien presentd niveles cerebrales
detectables, su concentracion plasmatica es mayor que la cerebral en ambos sexos
(Fig. 111.17), por lo que es parsimonioso pensar que difunde desde la periferia y en
el cerebro se aromatiza. Los resultados de correlaciones entre precursor y producto
en cerebro aportan informacién sobre el origen de la produccion de E. La AE
cerebral correlacioné positivamente con la E cerebral (Fig. 111.15, Fig. 111.16),
apoyando la hipotesis de neurosintesis de E a partir de AE presente en
concentraciones cerebrales basales. La correlacion positiva entre la AE circulante y
la E cerebral puede reflejar una entrada de AE desde la periferia como precursora
de E. No se puede descartar, sin embargo, que haya produccion de AE tanto

periférica como cerebral.

108



11-CETOTESTOSTERONA

Los resultados de cuantificacion plasmaticay cerebral de 11-KT sugieren que podria
existir neurosintesis de este esteroide no aromatizable en condiciones basales no
reproductivas en machos. La 11-KT presentd concentraciones cerebrales
superiores al limite de deteccién en todos los individuos analizados (Fig. 111.14). La
neurosintesis de 11-KT es apoyada por el dato que el cerebro de Gymnotus
omarorum en periodo no reproductivo presenta 11B-hydroxylasa (P4501183) y 11B-
hidroxiesteroide dehydrogenasa (113-HSD) (Eastman et al. 2020). En machos, la
11-KT presentd niveles cerebrales mayores que dos de los otros esteroides
cuantificados, la E y la T (Fig. 1ll.14). El analisis estadistico no fue significativo en
mostrar que la 11-KT estd mas concentrada en cerebro que en plasma (Fig. 111.19).
Es importante tener en cuenta que para la comparacién circulante/cerebral se
utilizaron las concentraciones plasmaticas, que representan una sobreestimacion
de las concentraciones circulantes en sangre, presentando en general el doble de
concentracion que la sangre (Taves et al. 2010; Jalabert et al. 2020), por lo que en
este estudio las comparaciones estan sesgadas hacia lo circulante. En la mayoria
de los machos analizados la concentracion de 11-KT fue mayor en cerebro que en
plasma (Fig. 111.19B), y el % de contribucion cerebral de 11-KT fue de un 10% mas
gue lo plasmatico (Fig. 111.19C). Por ultimo, la 11-KT cerebral presenté mayor
concentracion que la T cerebral, su precursor (Fig. 111.14B) y la correlacion entre la
11-KT plasmatica y cerebral no fue significativa (dato no mostrado), lo que puede
ser una evidencia indirecta de produccién cerebral. Una explicacion alternativa
puede ser que la 11-KT sea secuestrada de la circulacién y acumulada en el cerebro
por globulinas de union a esteroides (SBG) que tal vez estén en mayores
concentraciones en cerebro que en plasma. Las SBG pueden transportar esteroides
de la circulacion a las células, y se ha reportado que pueden ser internalizadas
(Caldwell et al. 2007). También la diferencia en niveles cerebrales y plasmaticos
pueden deberse a actividad enzimatica diferencial (tanto de sintesis como de

degradacion).
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EL DIMORFISMO SEXUAL DE LA NEUROSINTESIS

Cuando se analizan las relaciones entre esteroides cerebrales, es interesante el
resultado que en hembras todas las correlaciones son positivas (Fig. 111.15),
mientras que en machos la relacion entre AE y T es inversamente proporcional (Fig.
[11.16A), y la correlacién entre AE y E es positiva (Fig. 111.16B). Los siguientes puntos
enumeran los resultados coherentes con este dimorfismo y proponen explicaciones.
En hembras la correlacion entre AE y T fue positiva ya que: a) la sintesis cerebral
de E probablemente no sea un factor que afecte considerablemente los niveles de
T, al ser el unico producto neurosintetizado en hembras; b) los niveles de AE
cerebrales de hembras son mayores que los de machos, por lo que no seria
necesario consumir T cerebral para producir AE; c) los niveles plasmaticos de AE y
T en hembras son mayores que los de machos, por lo que estas hormonas
difundirian sin problema al cerebro. En machos la correlacion entre AE y T fue
negativa ya que: a) a diferencia de las hembras, existe produccion de dos hormonas
cerebrales (11-KT y E) y la produccién de 11-KT cerebral, que consume T agregaria
una exigencia sobre los niveles de T cerebrales; b) los niveles cerebrales de 11-KT
son mayores que los de T, y de esta manera la concentracion de T en machos se
veria afectada por la produccion de 11-KT por ser un sustrato limitado.

Un dato llamativo es que la concentracion cerebral de E fue similar en hembras y
machos (Tabla 111.4), a pesar de que las concentraciones de AE cerebrales y
plasméticas fueron sexualmente dimorficas. La AE cerebral y E correlacionaron
positivamente en hembras y machos (Fig. 11115B; Fig. I11.16C), lo que sugiere que la
AE no estd en concentraciones limitantes. Este conjunto de datos plantea la
hipotesis de que la sintesis de E esta limitada por la cantidad de aromatasa activa
en condiciones basales, y la prediccion de que la actividad de la enzima sera similar

en machos y hembras (al menos en condiciones basales).

Comentario final
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Los resultados de este capitulo abonan a la hipotesis de trabajo 2 que postula: En
el periodo no reproductivo la agresion territorial es mantenida por neurosintesis de
estrogenos en ambos sexos. Se cuantificd por primera vez en hembras y machos
no reproductivos de un pez teledsteo un perfil esteroideo plasmatico y cerebral. Los
individuos no reproductivos presentan niveles circulantes detectables de
andrégenos y cortisol, y niveles cerebrales de estas hormonas sumados a la
deteccidn de estrona. Los resultados demuestran la existencia de neurosintesis de
estrogenos, tanto en hembras como en machos no reproductivos. Los resultados de
este estudio resaltan la importancia de caracterizar los niveles hormonales
circulantes y cerebrales, y son el punto de partida para la generacion de hipotesis
sobre el mantenimiento de la agresion no reproductiva y la evaluacién de estrategias

comunes entre especies.
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CAPITULO IV.

DISCUSION GENERAL

Gymnotus omarorum es el unico modelo en teledsteos desarrollado para explorar
de manera multidisciplinaria la agresion no reproductiva, su regulacion
neuroenddcrina y los mecanismos proximales que la mantienen. Una de las
contribuciones de esta tesis fue reunir el enfoque ecoldgico con el andlisis individual
neuroendocrinolégico para aportar un marco multi-dimensional realista para el
estudio de los mecanismos que subyacen a la defensa territorial persistente en
ausencia de condicion reproductiva. La principal consecuencia de integrar estas
miradas es la posibilidad de identificar la secuencia de eventos que dan como
resultado la adquisicion de territorios y la distribucion espacial en la naturaleza, asi
como los mecanismos que la subyacen (Figura IV. 1). De esta manera se termina
de consolidar un modelo para el estudio de la territorialidad no reproductiva, en el
gue es posible postular hipétesis a partir de evidencia conductual, plantear
predicciones que pueden ser abordadas en el ambiente natural y también
refrendarlas a través del trénsito inverso hacia el laboratorio.

Con respecto al enfoque ecoldgico, esta tesis confirmd aspectos relevantes de la
conducta territorial de G. omarorum. Por un lado, se partid6 de experimentos de
laboratorio que demuestran que en G. omarorum la conducta agonistica media la
adquisicion y el mantenimiento de los territorios en el periodo no reproductivo
(Perrone et al. 2019). En la poblacién estudiada en su ambiente natural se demostré
gue durante el periodo no reproductivo los individuos presentan una distribucion
espacial compatible con territorialidad (Cap. |, Zubizarreta etal. 2020a). La
definicion de territorialidad mas completa es la que reldne dos atributos necesarios:
el conductual y el ecoldgico (revisado en Maher y Lott 1995). EI componente
conductual abarca los mecanismos comportamentales involucrados en los sistemas
de espaciamiento, y describe las interacciones directas entre individuos. El
componente ecoldgico se centra en la distribucién de los individuos en el espacio, y

en como es la distribucién espacial de recursos, sin analizar las interacciones

112



directas entre individuos. Con los resultados de esta tesis sumados a los reportes
previos, G. omarorum se convierte en uno de los pocos modelos de territorialidad
en los que hay evidencias para sostener ambas definiciones. La caracterizacion
inicial de la conducta agonistica no reproductiva de esta especie mostré que el
tamafo corporal es el principal predictor de la dominancia en las contiendas, y el
sexo no es relevante en la determinacién de la dominancia (Batista et al. 2012). La
exploraciéon mas detallada de la agresién no reproductiva confirmé que la dinamica
de las contiendas, los niveles de agresion y la sumision no presentan dimorfismo
sexual (Cap. Il, Quintana et al. 2016). Las caracteristicas de la agresion territorial
estudiada en el laboratorio se vieron reflejadas en los resultados obtenidos en el
ambiente natural, donde se constaté una distribucion compatible con territorialidad,
con territorios no reproductivos sexualmente monomarficos cuyo tamafo depende
del tamafio corporal. Como resultado se refrend6 la hipétesis de trabajo I: En
poblaciones naturales la territorialidad en Gymnotus omarorum es expresada todo
el aflo. En periodo no reproductivo el tamafo territorial es sexualmente monomorfico

y depende del tamafio corporal.

Con respecto al enfoque neuroendocrinoldgico, los resultados de manipulaciones
farmacologicas en hembras demuestran que para el despliegue de agresion no
reproductiva en G. omarorum es necesaria la aromatizacion de andrégenos a
estrogenos (Cap. Il). Cuando se administra un inhibidor de la aromatasa, la
probabilidad de iniciar una contienda disminuye, y cuando existe conducta
agonistica presenta menores niveles de agresion y menor tasa de resolucion del
conflicto (Cap. Il, Zubizarreta et al. 2020b). En concordancia con estos resultados,
experimentos previos en machos de G. omarorum mostraron que la agresiéon no
reproductiva se distorsiona con la inhibicion aguda de la aromatasa (Jalabert et al.
2015). La neurosintesis de 173-estradiol se realiza a partir de la aromatizacion local
de testosterona en muchas regiones cerebrales y se ha comprobado que influye
sobre diversas funciones y conductas (Ball y Balthazart 2010; Balthazart et al. 2009;
Garcia-Segura 2008; Yoder y Vicario 2012). En las especies en las que se ha

estudiado, se postula que la agresion no reproductiva en machos es mantenida por

113



neurosintesis de estrégenos (revisado en Demas et al. 2007). En hembras no
reproductivas el vinculo entre estrogenos cerebrales y agresion no reproductiva no
habia sido explorado directamente. En G. omarorum la presencia de andrégenos
aromatizables circulantes y cerebrales, asi como la ausencia de estrogenos
circulantes (Cap. Ill) sugiere fuertemente que el efecto de la inhibicion de aromatasa
sobre la conducta agonistica ocurre a nivel cerebral. El postulado de que la agresion
no reproductiva es mantenida por sintesis cerebral de estrégenos es también
apoyado por el hecho de que los individuos no reproductivos mostraron
neurosintesis inequivoca de estrona (Cap. lll), y expresion de aromatasa cerebral
en grandes cantidades (Eastman et al. 2020). En suma, los resultados de esta tesis
sumados a la evidencia mencionada refrendan la hipotesis de trabajo II: En el
periodo no reproductivo la agresion territorial es mantenida por neurosintesis de

estrogenos en ambos sexos.

LA AGRESION TERRITORIAL ES SEXUALMENTE MONOMORFICA PESE AL PERFIL
ESTEROIDEO DIMORFICO

La significancia funcional de las diferencias sexuales en el cerebro actualmente no
esta del todo dilucidada. La idea predominante es que las diferencias sexuales que
existen en el cerebro provocan diferencias en el comportamiento. Otra posibilidad
es que las diferencias sexuales cerebrales estén compensando diferencias
fisiolégicas entre hembras y machos, y de esta manera impedir que ocurran
diferencias en funciones o conductas (revisado en De Vries 2004). Por ejemplo, los
niveles hormonales gonadales sexualmente dimérficos podrian generar diferencias
sexuales en determinadas conductas, si no existe un mecanismo de compensacion.
Teniendo en cuenta este marco conceptual, en G. omarorum es especialmente
interesante la comparaciéon sexual de la conducta territorial y sus bases
neuroenddcrinas asi como el andlisis de posibles diferencias estacionales en ambos
aspectos.

Durante el periodo reproductivo hembras y machos no presentaron dimorfismo

sexual morfolégico ni electrofisiolégico, y en el ambiente natural los tamafios
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territoriales fueron sexualmente monomoérficos. Sin embargo, el sexo constituyd un
factor relevante para la territorialidad durante el periodo reproductivo: los esteroides
sexuales circulantes (17p-estradiol en hembras y 11-KT en machos) correlacionaron
con el tamafo del territorio y en las hembras reproductivas el tamafo territorial
depende del indice gonadosomatico (Cap. |; Zubizarreta et al. 2020a). Como era
esperado, en el periodo reproductivo emergen determinantes de los territorios con
dimorfismo sexual, lo que podria considerarse como diferente base neuroenddécrina
gue tiene como consecuencia una salida conductual sexualmente monomoérfica.
Durante el periodo no reproductivo, la territorialidad y su modulacién
neuroenddcrina no mostrd diferencias sexuales: a- los tamafios territoriales y sus
determinantes no mostraron sesgo por sexo (Cap. |; Zubizarreta et al. 2020a); b- la
agresion territorial no presenté dimorfismo sexual en ninguno de sus componentes
(Cap. IlI; Batista et al. 2012; Quintana et al. 2016), y c- la agresion territorial es
dependiente de neurosintesis de estrégenos en ambos sexos, e independiente de
acciones androgénicas directas (Cap. Il; Jalabert et al. 2015; Zubizarreta et al.
2020b; Valifio et al. en preparacion). Sin embargo, cuando se cuantifica el perfil
hormonal plasmatico y cerebral se hace evidente que la base neuroenddcrina
presenta diferencias entre hembras y machos. Las hembras presentaron mayores
niveles circulantes de androstenediona y testosterona que los machos, y éstos
ademas mostraron 11-KT circulante (Cap. IIl). Este dimorfismo sexual es el primero
evidenciado en G. omarorum fuera del periodo reproductivo, y ratifica la importancia
de analizar las bases neuroenddcrinas por separado en hembras y machos, aunque
la salida conductual sea igual en ambos sexos. La concentracion cerebral de
estrona no mostro diferencias sexuales, a pesar de que las concentraciones de AE
cerebrales y plasmaticas fueron mayores en hembras que en machos (Cap. Ill). Este
resultado dialoga con que el efecto de la inhibicion de la aromatasa sea similar en
los dos sexos (Jalabert et al. 2015; Zubizarreta et al. 2020b) y plantea la hipotesis
de que la sintesis de estrona esta limitada por la cantidad de aromatasa activa en
condiciones basales, lo que podria considerarse un ejemplo de compensacion de

diferencias sexuales para generar una salida conductual sexualmente monomorfica.
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LA AGRESION TERRITORIAL NO REPRODUCTIVA ES MODULADA POR EFECTOS RAPIDOS
DE ESTROGENOS NEUROSINTETIZADOS

Los andrégenos periféricos han sido el principal objeto de estudio en la regulacion
de la agresién durante el periodo reproductivo. En machos reproductivos esta
ampliamente documentado el mantenimiento de la agresion depende de
androgenos gonadales (revisado en Oliveira 2004; Simon y Lu 2006). La relacion
entre esteroides circulantes y agresion es bidireccional, por lo que en machos de
muchas especies las contiendas provocan una elevacion de los niveles de
andrdgenos plasmaticos (Wingfield et al. 1990; revisado y actualizado en Goymann
et al. 2019). En G. omarorum se confirmo que la agresion territorial fuera del periodo
reproductivo no es regulada por andrégenos, a pesar de que los individuos
mostraron niveles circulantes detectables de androstenediona y testosterona en
hembras, a los que se suma la 11-KT en machos (Cap. lll). Las evidencias que
apuntan a la independencia de la accion androgénica directa sobre la agresion no
reproductiva son tres. Primero, en machos no se observa un aumento en la 11-KT
circulante asociado a las contiendas (Quintana etal. 2016). Segundo, la
gonadectomia no afecta la agresion en machos (Jalabert et al. 2015). Tercero, el
blogueo en agudo de los receptores de androgeno no afecta la agresion territorial
de hembras ni de machos no reproductivos (Cap. I, Zubizarreta et al. 2020b; Valifio
et al. en preparacion).

La regulacién rapida por neuroesteroides se ha focalizado casi exclusivamente en
el 17B-estradiol actuando de manera rapida no genémica, con acciones iniciadas en
la membrana celular. Los estrogenos tienen efectos rapidos que han sido
caracterizados en profundidad en el comportamiento reproductivo de machos de
multiples especies de vertebrados, que van de peces a mamiferos (Cornil et al.
2012; Remage-Healey y Bass 2006). Los neuroestrogenos se sintetizan
rapidamente y fluctian frente a determinados estimulos sociales. Por ejemplo, tanto
hembras como machos de pinzén cebra muestran un aumento local de estrogenos
neurosintetizados en un ndcleo analogo a la corteza auditiva secundaria en

respuesta al canto de un coespecimen (Remage-Healey et al. 2011; Remage-
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Healey et al. 2008). Aungque menos estudiada que la regulacion sobre la conducta
reproductiva, las acciones estrogénicas rapidas son relevantes en la modulacién de
la agresion no reproductiva (Heimovics et al. 2015; Trainor et al. 2008). Las
caracteristicas temporales de la inhibicion de la aromatasa realizadas en esta tesis
apuntaron a evidenciar la existencia de modulacion estrogénica rapida sobre la
agresion no reproductiva. El drastico efecto de la inhibicion de la produccioén rapida
de estrogenos sobre la agresion territorial en hembras y machos no reproductivos
de G. omarorum (Cap. Il, Zubizarreta et al. 2020b, Jalabert et al. 2015) sugieren
fuertemente que existen aumentos transitorios en los niveles de estrégenos
cerebrales que median la motivacién para iniciar la contienda a través de acciones
rapidas. Por lo tanto, si se inhibe la produccion de estrogenos, se observa una
distorsion de diferentes aspectos de la agresion territorial. El sustrato para la sintesis
rapida de estrogenos en G. omarorum esta presente en el cerebro y plasma de
individuos no reproductivos, ya que se constatd la presencia de androgenos
aromatizables (Cap. Ill). En aves y mamiferos no reproductivos la DHEA se ha
postulado como el precursor circulante para la sintesis cerebral de estrogenos y
tiene un rol protagénico en la modulacion de la agresion no reproductiva (Demas
etal. 2007; Soma etal. 2015). En G. omarorum no se detectaron niveles
plasméticos de este androgeno (Cap. lll), lo que descarta su rol como precursor en
la neurosintesis de estrégenos. Un aumento cerebral rapido de estrégenos puede
ocurrir por los siguientes mecanismos: a- una activacion rapida de la aromatasa; b-
un aumento plasmético rapido en los andrégenos precursores que difundan al
cerebro; o ¢c- un aumento local de androgenos neurosintetizados independiente de
la periferia. En G. omarorum el pico cerebral de estrégenos probablemente no se
sostiene por un aumento rapido de androgenos plasmaticos. Esta afirmacion se
fundamenta por: 1- el hecho de que la gonadectomia no provoca un cambio en la
agresion (Jalabert et al. 2015); 2- la ausencia de una respuesta rapida en la 11-KT
circulante (Quintana et al. 2016) y 3- no se detectaron niveles circulantes ni
cerebrales de DHEA (Cap. lll), que en aves y mamiferos se postula como el
precursor de la neurosintesis de estrogenos que mantiene la agresion no

reproductiva (Demas et al. 2007; Heimovics et al. 2016).
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Tanto el mecanismo a como el ¢ podrian sostener un aumento transitorio de
estrogenos cerebrales. La actividad de la aromatasa presenta modulacion rapida, la
cual ha sido bien documentada en el cerebro de aves (Balthazart et al. 2006; de
Bournonville et al. 2017; Remage-Healey et al. 2011) y la activacién de la enzima
es responsable de los cambios transitorios asociados a diversas conductas sociales.
En G. omarorum la expresion de aromatasa se identifico en el area predptica de
individuos no reproductivos (Eastman et al. 2020) y es posible que la enzima se
active rapidamente frente al desafio social que implica la defensa territorial. En base
a los resultados aportados por esta tesis no es posible descartar el mecanismo c.
Evidencia reciente en aves muestra que el aumento transitorio de los
neuroestrégenos en respuesta al canto de un coespecimen es precedido por un pico
de testosterona neurosintetizada, que se aromatiza localmente muy rapido a E2 (de
Bournonville et al. 2020). Evidencia que podria apuntar en esta direccion es que en
G. omarorum hay andrégenos aromatizables en cerebro (Cap. Ill), y las enzimas
necesarias para la sintesis de andrégenos estan presentes en el POA (Eastman et
al. 2020).

Ademas de que hay posibles aumentos transitorios en la produccion de estrogenos
asociados a las contiendas, la cuantificacion de esteroides cerebrales muestra que
existe un mantenimiento de niveles hormonales cerebrales basales. En los
individuos no reproductivos colectados en la naturaleza en condiciones basales se
evidenciaron niveles cerebrales de estrona (Cap. Ill), lo cual podria implicar posibles
efectos estrogénicos a largo plazo. La neurosintesis constitutiva de estrogenos se
ha relacionado con diferentes procesos como por ejemplo el mantenimiento de
neurogénesis, y procesos de aprendizaje y memoria (Balthazart etal. 2009;
Micevych y Meisel 2017; Tuscher et al. 2016; Woolley 2007). En el marco de la
agresion territorial, los niveles basales de estrona podrian favorecer que los
individuos no reproductivos estén prontos para iniciar una contienda si existe un
desafio social, o podrian reflejar una produccién esteroidea sostenida
desencadenada por la activacion de mecanismos lentos iniciados por acciones

gendmicas. Por ejemplo, durante un desafio de intrusion territorial puede existir un
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aumento transitorio de la neurosintesis de estrégenos que actle de manera rapida
regulando la motivacion para iniciar la contienda, y a la vez iniciar cambios mas
lentos mediados por acciones gendmicas. Evidencia a favor de que en G. omarorum
la defensa territorial y el mantenimiento del estatus de dominancia/subordinacion
desencadenan cambios gendémicos relacionados a las vias esteroideas fue
aportada por Eastman et al. (2020). En dominantes se constaté un aumento en la
transcripcion de aromatasa, mientras que en subordinados un aumento en la
expresion enzimas CYP450bl y DHEA sulfotransferasa que metabolizan
estrogenos y androgenos (Eastman et al., 2020). Tanto la modulacion rapida de la
motivacion para la agresion territorial como los niveles hormonales cerebrales
basales que podrian asegurar el mantenimiento del estatus se podrian interpretar
como una generalizacion de la hipotesis de la accion dual de los estrégenos en el
control de la conducta. La hipotesis dual propone que los estrégenos
neurosintetizados modulan diferentes aspectos del comportamiento sexual de
machos actuando a través de mecanismos rapidos y lentos, que implican acciones
no gendémicas y genomicas respectivamente (Cornil y de Bournonville 2018). Por un
lado, provocan la motivacion sexual actuando de manera rapida. Por otro lado, los
estrogenos afectan el desempefio, o aspecto consumatorio de la conducta
(secuencia copulatoria) actuando con una latencia mayor que implica la existencia
de mecanismos gendmicos (Balthazart y Ball 2007). Si bien no es posible realizar
un paralelismo entre los dos componentes de la conducta sexual con la agresiéon
territorial y el mantenimiento del estatus dominante/subordinado, la hipotesis dual
de los estrdgenos neurosintetizados podria explicar los resultados mostrados en

esta tesis y los reportes mencionados en G. omarorum.
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MODELO INTERPRETATIVO: TERRITORIALIDAD DE GYMNOTUS OMARORUM DURANTE
EL PERIODO NO REPRODUCTIVO

En la figura IV.1 se presenta un esquema interpretativo de los eventos y
mecanismos que subyacen a la distribucion espacial de individuos de Gymnotus
omarorum en la naturaleza durante el periodo no reproductivo. En la disputa por un
territorio, los individuos llevan a cabo una corta evaluacion y se enfrascan en
contiendas escaladas que terminan con la emergencia de un dominante y un
subordinado. Tanto hembras como machos despliegan agresion territorial, y el
resultado de una contienda depende del tamafio corporal: el pez mas grande
adquiere el territorio en disputa. La agresion territorial es independiente de
hormonas gonadales, y de acciones rapidas de androgenos. La motivacion para la
adquisicion de un territorio y la defensa territorial es dependiente de acciones
rapidas de estrogenos neurosintetizados. El desafio territorial produciria un aumento
rapido de estrégenos en sitios especificos de la red del comportamiento social. Este
pico de neuroestrogenos tendria un efecto rapido actuando a través de mecanismos
no gendmicos promoviendo la conducta agonistica y el establecimiento de la
dominancia. En una escala temporal corta, los picos de neuroestrogenos en nodos
de la red del comportamiento social estarian asociados con el estatus de
dominancia/subordinacién y los niveles de agresion. En ausencia de niveles
elevados de esteroides circulantes este seria el sello hormonal que habilitaria a
largo plazo la existencia de una distribucion de territorios estables en poblaciones
naturales, donde los niveles de neuroestrégenos correlacionarian con el tamafio

territorial.
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LA CONDUCTA AGONISTICA MEDIA LA TERRITORIALIDAD NO REPRODUCTIVA

En el laboratorio (corto plazo)

OCURRENCIA DE CONFLICTO ESTABLECIMIENTO DE DOMINANCIA
\ =
o N — H: HAY PICOS DE
) NEUROESTROGENOS
Independiente de -;exo . ASOCIADOS A LAS
- hormonas gonadales CONTIENDAS

- accion androgénica rapida

Dependiente de - tamafio corporal
- accién estrogénica rapida

—~———

En el habitat natural (largo plazo)

TAMARO DE TERRITORIO

SPATEN

H: LOS NIVELES BASALES
DE NEUROESTROGENOS
CORRELACIONAN CON
EL TAMANO DEL
TERRITORIO

Independiente de - sexo

Dependiente de - tamaio corporal

Figura IV.1: Modelo interpretativo territorialidad de Gymnotus omarorum durante el periodo
no reproductivo, que conjuga resultados de esta tesis, y dos hip6tesis (H) que se sostienen
sobre ellas. Modificado de (A. C. Silva et al., 2020).

Gymnotus omarorum, como teledsteo, contribuye a ampliar la perspectiva del
estado del arte en el conocimiento de la regulacién hormonal de la agresién no
reproductiva, actualmente basado en modelos de aves y mamiferos. De esta
manera, al ser de la clase de vertebrados més basal y diversa, aporta a revelar
estrategias generales en el control de la agresion no reproductiva. La estrategia de
modulacion estrogénica compartida con aves y mamiferos subraya la relevancia de
los estrogenos en la agresion, ya sea por conservacion en el mecanismo de

regulacion o convergencia evolutiva arribando a la misma solucion.
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CAPITULO V. PERSPECTIVAS

La agresion territorial no reproductiva de Gymnotus omarorum abre nuevas
perspectivas de investigacion en la modulacion esteroidea de la agresion. En base
a los resultados de esta tesis, se abren dos lineas principales: a- demostrar la
existencia de cambios rapidos en los niveles cerebrales de estrégenos asociados a
las contiendas y niveles cerebrales basales asociados a la distribucion espacial
estable en la naturaleza; b- evaluar el rol de los esteroides en la plasticidad

estacional de la regulacion de la agresion y su vinculo con claves ambientales.

A- NEUROSINTESIS DE ESTEROIDES ASOCIADOS A LA AGRESION Y A LA DISTRIBUCION
DE TERRITORIOS

El modelo interpretativo planteado en la Fig. V.1 postula dos hipétesis sobre la
asociacion de los niveles de estrogenos cerebrales con las contiendas (a corto
plazo) y con los tamafios territoriales (a largo plazo). Si el desafio territorial produce
un aumento rapido de estrogenos en sitios especificos de la red del comportamiento
social, en una escala temporal corta, la prediccion es que los picos de
neuroestrogenos en nodos de la red del comportamiento social estaran asociados
al estatus de dominancia/subordinacién, y a los niveles de agresion. Por otro lado,
la segunda hipétesis postula que los niveles de neuroestrogenos constituirian el
sello hormonal que habilitaria a largo plazo la existencia de una distribucion de
territorios estables en poblaciones naturales. La prediccién para este caso es que
el tamafio de los territorios no reproductivos correlacionard con los niveles de

neuroestrogenos en nodos de la red del comportamiento social.

Para abordar la primera hipotesis se propone un plan que integra el enfoque
conductual con la cuantificacibn hormonal. Para esto se realizaran contiendas
diadicas intrasexuales durante el periodo no reproductivo en el set-up experimental
de laboratorio. Después de la resolucién del conflicto y la determinacion de la

dominancia, se dejaran interactuar el pez dominante y el subordinado durante 10
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minutos y luego se extraera cerebro y sangre para posterior cuantificacién hormonal.
Los niveles de esteroides de dominantes y subordinados se compararan con los de
individuos no sometidos a enfrentamientos agonisticos. Para abordar la segunda
hipbtesis se propone un plan que integra el enfoque ecoldgico con la cuantificacion
hormonal. Utilizando la misma metodologia que la del Capitulo I, se determinaran
los tamafios territoriales durante el periodo no reproductivo y éstos se

correlacionaran con los niveles de esteroides cerebrales y plasmaticos.

Estas actividades imponen la identificacion de nodos de la red cerebral del
comportamiento social en tejido cerebral congelado para posterior extraccion de las
areas por la técnica de Palkovits punch. Asimismo, también sera necesaria la puesta

a punto de la cuantificacion de esteroides en cantidades menores de tejido cerebral.

B- ESTACIONALIDAD EN LA REGULACION DE LA AGRESION PERSISTENTE

La agresion expresada durante todo el afio, tanto cuando las hormonas gonadales
son altas como cuando estan en muy bajos niveles, probablemente sea mantenida
por mecanismos que varian estacionalmente. En base a este postulado, la hipotesis
a poner a prueba en G. omarorum es la siguiente: la regulacién de la agresion es
dependiente de esteroides todo el afio, y alterna la fuente de produccion de
andrdgenos y estrogenos, del cerebro (en el periodo no reproductivo) a un origen
gonadal (en periodo reproductivo). En el periodo reproductivo la agresion en
machos dependeria principalmente de andrégenos circulantes y en menor medida
de la neurosintesis de estrogenos, mientras que en el periodo no reproductivo los
estrogenos sintetizados en el cerebro serian el modulador principal. Por otro lado,
la agresién en hembras seria modulada por estrogenos a lo largo de todo el ciclo
reproductivo; en el periodo reproductivo la fuente seria gonadal, mientras que en
periodo no reproductivo los estrégenos serian sintetizados en los distintos nucleos

de la red cerebral del comportamiento social.

123



Para abordar esta hipoétesis, se propone un plan que integra un enfoque conductual
llevado a cabo en el habitat natural, con abordajes celulares y moleculares. En una
primera instancia se plantea analizar el rol de los andrégenos (T y 11-KT) y el E2 en
la conducta agresiva natural de machos y hembras dentro del periodo reproductivo.
Para esto se realizaran contiendas diadicas durante el periodo reproductivo en un
set-up experimental a la orilla de la laguna con el fin de mantener los niveles
hormonales reproductivos, que decaen en cautiverio. En paralelo, se caracterizara
el perfil esteroideo circulante y cerebral de hembras y machos reproductivos, para
compararlo con el ya presentado en esta tesis para el periodo no reproductivo. Este
analisis dialoga con otro abordaje que es la cuantificacion génica de aromatasa en
nucleos de la red cerebral del comportamiento social en el periodo reproductivo y
no reproductivo, y su correlacion con niveles circulantes de andrégenos y
estrogenos. Asimismo, en base a los resultados obtenidos, se propone cuantificar
la expresion génica de otras enzimas esteroidogénicas y su correlacion con
precursores androgénicos circulantes, para entender la fuente del sustrato de la
aromatasa en el periodo no reproductivo. Esta actividad impone la puesta a punto
de la gPCR para los transcriptos de enzimas esteroidogénicas y receptores a partir
de los datos transcriptomicos obtenidos en la especie. Parte de este trabajo forma

parte de la tesis de Doctorado de Guillermo Valifio.

Por otro lado, se exploraran los mecanismos que integran las claves ambientales y
sociales con los ritmos circanuales. En G. omarorum la caracterizacion estacional
de las vias esteroidogénicas cerebrales posicionara esta especie en un lugar
inmejorable para analizar el rol de factores ambientales sincronizadores del ciclo
anual sobre las bases fisiologicas de la agresion. La melatonina es uno de los
principales temporizadores en vertebrados, tanto circadiano como estacional. Se ha
demostrado asimismo que cumple un rol fundamental en alternar los mecanismos
hormonales que subyacen la agresién que se mantiene durante todo el afio. En el
hamster siberiano se ha demostrado que los cambios estacionales de melatonina
promueven el pasaje de un control enddcrino gonadal a uno cerebral (Rendon et al.,

2015). Esta linea de trabajo aspira a avanzar en el conocimiento de los mecanismos
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gue involucran la melatonina como sefial neuroenddcrina temporizadora de los
ritmos estacionales, y en particular su efecto sobre los mecanismos de control de la
agresion. Con este propésito se caracterizara la variacion estacional de sistemas
neuroenddcrinos responsables de la modulacion de la agresion (compartido con el
objetivo anterior), y del sistema melatoninérgico. Mediante qPCR se cuantificara el
ARNm de enzimas y receptores de los sistemas androgénicos, estrogénicos y
melatoninérgicos en los nucleos del cerebro social. La toma de muestras de plasma
y cerebro se hara en el habitat natural. Esta perspectiva esta enmarcada en el Grupo
CISC_Cronobiologia_883158. Coordinadoras Bettina Tassino y Ana Silva.
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Abstract

In this study, we focused on the seasonal variation of the determinants of territory size in the
weakly electric fish Gymnotus omarorum. This species is a seasonal breeder that displays
year-round territorial aggression. Female and male dyads exhibit indistinguishable non-
breeding territorial agonistic behavior and body size is the only significant predictor of con-
test outcome. We conducted field surveys across seasons that included the identification of
individual location, measurements of water physico-chemical variables, characterization of
individual morphometric and physiological traits, and their correlation to spatial distribution.
G. omarorum tolerates a wide range of dissolved oxygen concentration, and territory size
correlated positively with dissolved oxygen in both seasons. In the non-breeding season,
territory size was sexually monomorphic and correlated only with body size. In the breeding
season, territory size no longer correlated with body size but differed between sexes: (i) the
overall spatial arrangement was sexually biased, (i) territory size depended on gonadal hor-
mones in both sexes, which was expected for males, but not previously reported in females,
(iii) female territory size showed a positive relationship with gonadal size, and (iv) females
showed relatively larger territories than males. This study demonstrates seasonal changes
in the determinants of territory size and thus contributes to the understanding of the mecha-
nisms underlying the behavioral plasticity natural territorial behavior.

Introduction

The mechanisms underlying behavioral plasticity, by which animals respond to dynamic envi-
ronmental and social contexts, are not fully understood [1]. The study of the modulation of
territorial behavior in wild species is especially suited for this aim. In territorial behavior, ani-
mals first detect the environmental and social clues that determine territory quality, then
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compare this information to their individual requirements and fighting abilities, and finally
decide whether to compete over an area. Therefore, the distribution of territorial animals in
space provides insights into how animals integrate individual traits with environmental and
social factors. Variation in the ability or motivation to obtain and defend a territory can gener-
ate differences in territory size because traits such as body mass, sex, and reproductive state are
known to influence resource holding potential and resource value [2-6]. Within a population,
body size is associated with territory size in most species, as it directly determines metabolic
requirements. Moreover, body size strongly impacts contest outcome and territory size [7-10].
In species that display territoriality in both sexes, asymmetries in fighting abilities and motiva-
tional factors may cause sex differences in territory size. For example, in red squirrels (Sciurus
vulgaris), males often hold larger territories than females although this species is sexually
monomorphic in body size [11]. In stripped plateau lizards (Sceloporus virgatus), females are
more territorial than males for motivational reasons [12].

Many species show territorial behavior only during the breeding season [13]. On the other
hand, some species show robust territorial aggression all year round even though they are sea-
sonal breeders. Non-breeding territoriality is found in diverse taxa, including birds [14-17],
mammals [18-20], reptiles [21], and fish [22,23]. These species offer a valuable opportunity to
study the seasonality of environmental features and individual traits, and their relation to terri-
tory size in the natural habitat. During the breeding season, male territorial aggression
depends largely on gonadal steroids across vertebrates [24-26] and, in particular, androgen
levels have been related to territory size in the wild [27-30]. By contrast, in breeding females,
there are few studies on the association between circulating estrogen (E,) levels and territorial
aggression in free-living conditions [31-33], and, to our knowledge, there are no studies
reporting the association between circulating E, and territory size.

The South American weakly electric fish, Gymnotus omarorum [34], is a seasonal breeder
that displays male and female territorial aggression all year and thus is an interesting model
system to study the seasonal control of territoriality and its sex differences [35]. Previous labo-
ratory results showed that this species presents a remarkably robust non-breeding territorial
aggression (described initially in [22]). In these well-characterized agonistic behavioral dis-
plays, fish modulate their electric organ discharge (EOD) to signal a submissive [36-38] or
dominant status that persists for at least 36 hours [39]. Under experimental laboratory condi-
tions, male-male [40] and female-female [41] dyads that display non-breeding territorial
behavior have no differences in contest outcome, temporal dynamics of the agonistic encoun-
ter, levels of aggression, or submissive signaling [35]. Moreover, the only significant predictor
of contest outcome is body size [22], and none of the features of agonistic encounters depend
on circulating gonadal hormones [40].

In this study, we evaluated seasonal variations in the ecological, morphometric, and physio-
logical correlates of territory size in free-living Gymnotus omarorum. Based on previous
results, we predicted that, in the non-breeding season when gonads are regressed and circulat-
ing gonadal hormones are low, territory size would be sexually monomorphic and explained
mostly by body size. For fish in the breeding season, when motivational aspects of territoriality
may be confounded with the reproductive drive, we expected territory size and/or its determi-
nants to be sexually dimorphic.

Materials and methods
Study location and sampling seasons

Fieldwork was performed in the Laguna de los Cisnes, Uruguay (205 ha, 34° 48’ S, 55° 18’ W),
which consists of a three-part interconnected shallow system of freshwater (maximum depth 5
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Fig 1. Study site and sampling method. A. The study site is located in Maldonado, Uruguay, in Laguna de los Cisnes. B. The shores of the lake have water hyacinths
creating extensive floating mats that constitute the sampling area. C. Census unit illustrating individual spots. Fish location in individual spots was achieved by carrying
out an electric census (Survey 1). Once a fish was located, water dissolved O, concentration, temperature, and fish EOD rate were measured in each spot. In Survey 2,
individual spots were revisited in sequence, fish were collected, and individual traits measured.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.9001

m) with no inputs of salt or brackish water (Fig 1A, [42]). The study species, Gymnotus omar-
orum, is the sole species of weakly electric fish present in the study area. The littoral area of the
lake is blanketed by a dense strip (5-40 m width) of free-floating aquatic macrophytes that
cover the sampling area (Fig 1B), with G. omarorum typically resting among the roots of these
plants [34].

Following Quintana et al. (2004), who identified the breeding season for weakly electric fish
species in this region from December to February (austral summer), we collected field data
during December, corresponding to the early-breeding season before the appearance of oft-
spring [43], and from June to August (austral winter), corresponding to the non-breeding
season.

Sampling

Sampling area was homogeneous in depth, distance to shore, and vegetation composition. The
sampling area was divided into adjacent areas referred to as census units (Fig 1B and 1C,
defined below), which were each studied on different days, without repeating sites. Sampling
was performed during the day, which is the resting phase in this species [44], in two periods:
the first one (Survey 1) during the morning (0800-1200h), and the second one (Survey 2) in
the afternoon (1300-1800h).

All research procedures complied with ASAP/ABS Guidelines for the Use of Animals in
Research and were approved by the Institutional Ethical Committee (Facultad de Ciencias,
Universidad de la Reptiblica, Comision Honoraria de Experimentacion Animal, Exp: 240011-
002308-14).

Field survey 1: Electric census and environmental variables

To achieve an initial estimate of the spatial arrangement of individuals, we performed an elec-
tric census during the resting phase of the animals and measured the distance between each
fish and its nearest neighbor (distance to the nearest neighbor, DNN) in the two seasons. To
calculate DNN, we considered each focal fish distance to the nearest neighbor. DNN was used
as a proxy of territory size. Although this is a simplified approach, animals which present terri-
torial aggression display a decrease in defense as distance increases from center points (10,
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reviewed in [45]). This study was carried out during the resting phase of G. omarorum and fish
have been shown to display site fidelity, which suggests they are located in the central parts of
their territory. We performed the electric census by locating individual fish by means of an
audio amplifier connected to a pair of electrodes, as described elsewhere [46] and individual
fish were localized by their EODs when the sound is maximal (detection range is 60 cm). Mon-
itoring the EOD rate allowed us to confirm that fish remain undisturbed during the measure-
ment of parameters since EOD rate increases transiently when fish are alerted by novel stimuli
(reviewed in [47]). To perform the electric census, two experienced researchers waded up to
1.2 m depth in the water, to slowly and carefully access areas 1 m away from individual fish.
Once a fish was located in an individual spot, the plant above it was tagged (Fig 1C). Water
conductivity, dissolved oxygen concentration (O,, mg/l) and temperature (T,"C) were mea-
sured 30 cm below the surface (using TDSu Testr 3, Cole Parmer for conductivity, and Oxy-
Ward, Handy Polaris for O, and T). After taking physico-chemical measurements, the EOD of
each fish was recorded in situ for 10 s through two electrodes lowered into the vicinity of the
animal and connected to an amplifier located on the shore of the lake (World Precision Instru-
ments Inc., Sarasota, FL. DAM-50, AC-coupled). After amplification, EOD signals were
recorded on a portable computer, captured by the audio card, and stored for further analysis.
To normalize the potential effect of water temperature on EOD rate, values were corrected to a
constant 20°C using the Q10 value of 1.5 as calculated for electric fish, from the equation:

Q10 = EOD rate x T / EOD rate x (T + 10) [48,49].

During each sampling day, the measurement of physico-chemical water parameters and
EOD rate was conducted for all the fish located within a census unit. A census unit was defined
as the area with all fish detected by 12 AM, or the area where we detected a group of fish sur-
rounded by at least 6 m of water uninhabited by the species (Fig 1C). Field survey 1 was per-
formed both, during the breeding and non-breeding seasons.

Field survey 2: Quantification of individual traits

In addition to environmental variables, individual morphological and physiological traits can
influence spatial distribution and vary seasonally. Therefore, based on Survey 1, we character-
ized individual traits of captured fish in both seasons, and then analyzed their correlation with
spatial distribution. Individual spots were revisited in sequence, and each fish located under
the tagged plants was collected using a net, without disturbing nearby tagged sites. Netting des-
organize plants, thus if the first netting was unsuccessful no other attempts were made in that
site and fish was reported as “not recovered”. Fish were weighed, measured for length, sacri-
ficed by quick decapitation and their gonads were visually inspected for sex determination. In
the breeding season, fish were anesthetized immediately after netting by immersion in a fast-
acting eugenol solution (1.2 mg/l, first dissolved in alcohol 70%) and blood was collected from
the caudal vein with a heparinized syringe within 3 min of capture, which is the time range
usually used to avoid a stress response due to manipulation [50-52]. Blood was placed in tubes
on ice in the field and later centrifuged (3000rpm, 10 min) in the laboratory and stored at
-80°C. Dissected gonads were stored in dry ice in the field, and then weighed in the laboratory
for gonadosomatic index (GSI) calculation ([Gonad Weight / Total Tissue Weight] x 100
[53]).

Hormone assays

17-B Estradiol (E,) levels were quantified in breeding females, and 11-Ketotestosterone
(11-KT) in breeding males by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using commer-
cial kits (IBL International, Hamburg, Germany for E; and Cayman Chemical Company, MI,
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USA for 11-KT). The analyses were performed according to the manufacturer’s instructions
and a standard curve was run for each ELISA plate. In all cases, samples were assayed in dupli-
cate and analyses were performed on samples whose coefficients of variation were below 20%
[54]. Intra-assay variation was 3.95% for E, (detection limit: 25 pg/ml) and 6.2% for 11-KT
(detection limit: 1.56 pg/ml). Pilot assays using three different dilutions of 8 samples (4 sam-
ples per sex) were performed to establish the appropriate working dilutions, which were 1:2
for breeding female E, and 1:30 for breeding male 11-KT. The assays were validated with stan-
dards provided in the kit, indicating that each assay effectively detects G. omarorum E, and
11-KT.

Data analysis and statistics

All data were subjected first to D’Agostino & Pearson normality test. If data fit a Gaussian dis-
tribution, they were analyzed with parametric tests; otherwise non-parametric comparisons
were used. Parametric, non-parametric statistical analyses, and simple linear regressions were
carried out with PAST [55], and generalized linear models (GLMs) and Binomial tests with
software R [56] using RStudio interface.

Data analysis was performed in three steps. The first step of analysis used data from Survey
1 to explore environmental heterogeneity. Environmental variables (O, and T) were compared
between seasons by Mann-Whitney U test. To analyze O, and T heterogeneity we calculated
the coefficient of variation (CV, SD/mean*100) for each census unit and then the mean CV
and standard deviation per season. Finally, we performed a linear regression between two indi-
vidual traits, DNNs and EOD basal rate, and O, content, both in the breeding and non-breed-
ing seasons (Fig 2).

The second step of the analysis was based on the dataset obtained in Survey 2, which
entailed fish collection. We explored whether individual morphometric and physiological
traits correlated with DNN in both the non-breeding and breeding seasons. Individual traits
(body size and EOD rate), DNN, and DNN relative to body length were compared between
sexes within each season by Student t-tests (Table 1). Because body weight and body length
were strongly correlated (R = 0.91, N = 47), and because we had more measurements of body
length than of body weight, we used body length as an indicator of body size throughout. Body
length, EOD rate, and DNN were compared seasonally by Student t-test for females and males
together.

To examine the effects of individual traits (see below) on DNN as the dependent variable,
weused GLMs; [57], within each season analyzed separately. For the breeding season, we first
ran a model with body length, EOD rate, and sex as explanatory variables. Because the initial
model was non-significant, we ran one model for females with body length, EOD rate, and cir-
culating E, as explanatory variables, and a second model for males with body length and EOD
rate as explanatory variables (Table 2). For the non-breeding season, the model included
females and males together, and the explanatory variables were body length, EOD rate, and sex
(Table 3). For each season separately, initial models contained all single effects and pairwise
interactions of the explanatory variables.

To select the most parsimonious GLM, we used the command bestglm [58] for a maximum
of three simultaneous variables, and considered up to second order interactions. Initial models
were simplified by the stepwise deletion of the least significant terms in a model and compared
successive steps of model simplification by the Akaike information criterion (AIC), deleting a
term whenever there was a difference of more than two units between alternative models until
arriving to the most parsimonious model that could be fitted. The selection of the best model
included the AIC criterion as well as the number and statistical significance of the estimated
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Fig 2. Fish spatial distribution based on environmental variables (Survey 1). The breeding season is represented in
green and the non-breeding season in gray; dark green sections implies overlap of both seasons. A. Frequency
distribution versus DNN(in cm). B. Frequency distribution versus O, concentration (in mg/1) measured at 30 cm from
the surface in each individual spot. C. Linear regression of DNN and O, concentration in individual spots (Log
transformed). Breeding season: R®=0.44, p =1 exp -4, N = 35; non-breeding season: R?=0.21, p =1exp-4,N=50.D.
Linear regression of EOD rate and water oxygen concentration in individual spots. Breeding season: R* = 0.47, p = 5
exp-4, N = 22; non-breeding season: R” = 1 exp-3, p = 0.54, N = 39.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.g002

parameters, discarding models with improvements in the AIC but non-significant parameters.
All models were subjected to the customary residual analysis [59].

The final step of analysis aimed to address three points. The first point was to further evalu-
ate how sexually dimorphic traits, such as gonad size and sexual hormones, impacted on DNN
particularly during breeding (Fig 3). To do this, we compared DNN relative to body size
between non-breeding and breeding season separately for each sex. In addition, to analyze the
relative importance of gonadal mass on individual spacing, we performed linear regressions of
DNN versus GSI, and body weight-gonad weight, both in breeding females and males. The
second point was to analyze whether oxygen concentration, besides affecting DNN, showed
association with morphological (GSI) and physiological individual traits (EOD rate and E, lev-
els). The third point was to evaluate whether the sex of the nearest neighbor differed from an
expected random distribution, and for that we used Binomial tests [60]. For the analysis, the
focal fish was only considered if the nearest neighbor was captured and its sex confirmed. The
proportion of sexes expected for a random distribution was deduced from the empirical sex
ratio observed in each season (Fig 4).

Results

In both seasons, individual Gymnotus omarorum were typically located in water depths of ~ 30
cm among the dense roots of extensive floating mats of vegetation along the littoral area across
seasons (Fig 1B; i.e., in the breeding season during the austral summer, and in the non-breed-
ing season during the austral winter). The free-floating water hyacinth Eichhornia crassipes
dominated both surface and underwater areas accounting for 86% of the total subaquatic bio-
mass. Associated vegetation was composed of submerged Egeria densa and Miriophyllum
aquaticum, free-floating Salvinia auriculata, and the rooted but partly emergent Ludwigia ele-
gans, and Hydrocotyle criptocarpa. This vegetation, with the same composition, was present all
year, although overall coverage was lower during the non-breeding season.

As expected in the subtropical region, water temperature and oxygen concentration showed
significant differences across seasons. Water temperature was higher during the breeding than
during the non-breeding season (27.3 £ 0.1°C,N =36 vs 11.3 £ 0.5°C, N = 60; p = 1 exp-4,

Table 1. Sexual comparison of individual traits and DNN in the breeding season and in the non-breeding season (Survey 2). Individual traits: Body length and EOD
rate corrected by water temperature. Distance to the nearest neighbor (DNN in cm), and relative DNN (DNN/body length). Values are expressed as mean + standard error
of the mean (SEM), and statistical comparisons were performed by t-test.

Body size (cm) EOD rate emp DNN (cm) DNN / body length
? d Q d ? d ? d
A- Breeding season 22.4+0.5 245+ 0.9 410+ 1.1 393+09n=17 220 £20 230 £ 30 9.8+0.8 99+14
n=13 n=15 n=13 n=13 n=18 n=13 n=17
Rvsd p=0.2 Rvsdp=0.3 Rvsdp=0.8 Rvsdp=0.9
B- Non-breeding 16.9+0.9 17.4+£0.8 20.0+1.2 19.3 £0.95 113+ 10 120+ 10 7.0+0.6 7.8+0.7
season n=26 n=27 n=18 n=18 n=23 n=23 n=23 n=23
Rvsd p=0.7 Rvsd p=0.6 Rvsd p=0.5 Rvsdp=04
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.t001
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Table 2. GLM models that presented the best adjustment to explain DNN in females during the breeding season with data obtained in Survey 2. Model intercept
and explanatory variables are expressed as Mean (SD). For each parameter, the value is shown in bold if statistically significant (p<0.05), in italic if marginal (p<0.1), and
expressed as NS if non-significant. Model 1 and Model 2 did not present significant differences by the Akaike information criterion (AIC).

Model Intercept Circulating E, EOD rate N P model Adjusted R2 AIC
Ml 452 (141) 0.14 (0.03) -0.51(2.7) 13 0.02 0.44 20.24
M2 188 (18) 0.1 (0.04) NS 13 0.03 0.31 22.21

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.t1002

Mann Whitney U test), whereas O, concentration was significantly lower in the breeding com-
pared to the non-breeding season (5.6 + 0.9 mg/l, N = 36, vs 8.4 + 0.4 mg/l, N = 65; p = 4 exp-
3, Mann Whitney U test). By contrast, water conductivity remained consistent (< 150 pS/cm)
throughout the year.

Field survey 1: Fish spatial distribution and environmental variables

Our first step of analysis aimed to relate environmental data to individual spacing and EOD
rates of fish detected by electrical census. Fish occurred under the central area of the floating
mats, and absent from the edge near the open water (Fig 1C). In both seasons, fish were dis-
tributed evenly, and not aggregated with other conspecifics. The distribution of DNNs was
asymmetrical, skewed with a mode at 150 cm (Fig 2A). The DNN mean value was significantly
higher in the breeding season than in the non-breeding season (230 + 15 cm, t-test, T = 5.9,
p=1exp-4,N=47vs140 £ 7 cm, N = 73).

Water temperature showed low variability among individual spots within each census unit
(breeding season mean T CV = 2.0 + 2.4%, non-breeding season mean T CV = 6.5 + 5.5%). In
contrast, O, concentration showed high variability within each census unit (breeding season mean
0, CV =204 + 9.3%, non-breeding season mean O, CV = 25.9 + 14.6%). Consequently, we
explored whether O, may contribute to fish spatial patterns. During the breeding season, the dis-
tribution of O, concentration ranged from 0 to 15 mg/l and was positively skewed (Fig 2B, green),
with a higher frequency of low values (mode at 1 mg/l). However, during the non-breeding season,
O, distribution was negatively skewed, showing a single mode at 11 mg/1 (Fig 2B, gray). Oxygen
concentration and DNN showed a positive and significant association both in the breeding (R* =
0.44, p = 1 exp -4, N = 31, Fig 2C green) and in the non-breeding season (R* = 0.21, p = 1 exp -4,
N =50, Fig 2C gray). Interestingly, O, showed a positive linear relationship with individual EOD
rate during the breeding but not the non-breeding season (breeding: R* = 0.47, p = 5 exp -4,

N = 22, Fig 2D green; non-breeding: R* = 1 exp -3, p = 0.54, N = 39, Fig 2D gray).

Field survey 2: Fish spatial distribution based on individual traits

The second step of analysis explored the impact of individual morphological and physiological
characteristics of fish on DNN in both the non-breeding and breeding seasons. Across census
units, 71 £ 5.8% of fish located under tagged sites in Survey 1 were recovered in Survey 2.
There were no sexual differences in body length, EOD rate, DNN, nor DNN relative to body
length, in both the breeding and the non-breeding seasons (Table 1). During breeding, females
showed mean circulating E, levels of 293.7 + 97.7 pg/ml and males had mean circulating

Table 3. GLM model that presented the best adjustment to explain the distance to the nearest neighbor (DNN) in both sexes during the non-breeding season with
data obtained in Survey 2. Model intercept and explanatory variable are expressed as Mean (SD). For each parameter the value is shown in bold if statistically significant
(p<0.05).

Intercept Body size N P model Adjusted R2 AIC
36.4 (34) 5.2 (2) 48 0.01 0.11 79.75

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.t003
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Fig 3. Emergence of sex dimorphism during the breeding season. The plots show values for females (left panels,
represented as squares) and males (right panels, represented as circles), from data obtained in Survey 2 (Step 3 of
analysis). A- Relative DNN (cm / cm body length). Dots represent individual values, and in A and B horizontal lines
represent mean values, and error bars represent SEM. For each sex, breeding values are shown in the left (green) and
non-breeding values in the right (grey). * indicate statistically significance (p < 0.05) t-test. B- Linear regression
between body size (cm) and DNN (cm) in the breeding season. Females: p = 0.8, R* = 7 exp-3, N = 13; males p = 0.7, R®
=0.01,N = 15. C- Linear regression between GSI and DNN (cm) in the breeding season. Females: p = 1 exp-3, R* =
0.8, N = 9; males: p = 0.14, R® = 0.25, N = 10. D- Linear regression between body weight-gonad weight (g) and DNN
(cm) in the breeding season. Females: p = 0.7, R2 = 0.02, N = 9; males: p = 0.6, R* = 0.03, N = 10. E- Linear regression
between water O, concentration (mg/l) and E, (pg/ml) in breeding females: p = 0.03, R?=0.41, N = 11. The same
relation is shown for 11-KT in breeding males with no statistical test due to small sample size (N = 5).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.9003

11-KT levels of 399.1 + 140.9 pg/ml. Mean adult body size was significantly larger in the breed-
ing season than in the non-breeding season (t-test, T = 6.6, p = 1 exp-4, N breeding = 28, N
non-breeding = 53). In addition, EOD rate was higher (t-test, T = 18.8, p = 1 exp-4, N breed-
ing = 30, N non-breeding = 36), DNN was larger (t-test, T = 5.6, p = 1 exp-4, N breeding = 31,
N non-breeding = 46) and relative DNN (DNN/body length) was also larger during the breed-
ing season (t-test, T = 2.7, p = 9 exp-3, N breeding = 30, N non-breeding = 46).

We evaluated the determinants of DNN separately in the breeding and non-breeding sea-
sons. Because the first GLM including breeding females and males, with body length, EOD
rate, and sex as explanatory variables was not significant, we separated sexes into two different
models and included circulating E, levels as an explanatory variable for females. We obtained
two significant models in females, both equivalent according to the AIC criterion (Table 2). In
the model with the best adjustment (model 1), DNN showed a positive correlation with circu-
lating E,, and a marginal negative correlation with EOD rate. In model 2, EOD rate was not a
significant explanatory variable for DNN, and only E, had a significant positive correlation.

For males, we found no correlation between the independent variables tested and DNN.
Although androgen levels were not included in the model (due to a low number of valid sam-
ples), it is worth mentioning that circulating 11-KT levels showed a positive trend with DNN,
although the dataset was too small for sufficiently powerful statistical analysis. In the non-
breeding season, individual traits were the same for males and females, thus we were able to
include both sexes in a single GLM to test the influence of individual traits on DNN. We
explored if individual sex, body size, and EOD rate correlated with DNN, and found that body
size, but not sex nor EOD rate, correlated positively with DNN (Table 3).

To assess sexual differences in territorial features during breeding, we performed a third
step of analysis. We compared relative territory size between seasons and evaluated the rela-
tionship between individual and environmental traits. Although both absolute and relative
DNN were larger in the breeding season in both sexes, an analysis in which males and females
were separated showed that this seasonal difference is only significant in females (Females:
breeding 9.8 + 0.8, N = 13 vs non-breeding 7.0 + 0.6, N = 23; t-test, T = 2.7, p = 0.01, Males:
breeding 9.9 + 1.4, N = 17 vs non-breeding 7.5 + 0.7, N = 22; t-test, T = 1.4, p = 0.12, Fig 3A).
In accordance with the breeding GLM results, body size showed no association with DNN in
the breeding season in either sex (Females: p = 0.8, R* = 7 exp-3, N = 13. Males: p = 0.7, R* =
0.01, N = 15; Fig 3B). With respect to the relative importance of gonadal maturity on spacing,
we found that GSI was significantly higher in the breeding than in the non-breeding season in
females (Females: 1.1 + 0.22% N =9 vs 0.6 £ 0.09% N = 11; t-test, T = 2.3, p = 0.02,. Males:
0.24 +£0.03% N =10 vs 0.23 + 0.03, N = 16; t-test, T = 0.3, p = 0.87); and as expected GSI
showed a positive relationship with E, in breeding females (p = 2 exp-3, R> = 0.76, N = 9, data
not shown). In addition, GSI showed a positive relationship with DNN only in breeding
females (Females: p = 1 exp-3, R* = 0.8, N = 9. Males: p = 0.14, R* = 0.25, N = 10, Fig 3C); and
DNN showed no relation with body weight after the subtraction of gonad weight in breeding
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Fig 4. Seasonality in the spatial distribution of sexes (from data obtained in Survey 2). Sex of the nearest neighbor
(expressed in percentage) when the focal fish is a female or a male, both in the breeding season (A, top), and in the
non-breeding season (B, bottom). Dashed line represents the expected percentage to have a female as nearest neighbor
for a random distribution, according to the empirical sex ratio (41% in the breeding season, and 50.9% in the non-
breeding season). * indicates statistical significance (p < 0.05) according to the binomial exact test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0228976.9004

(Females: p = 0.7, R = 0.02, N = 9. Males: p = 0.6, R* = 0.03, N = 10; Fig 3D). Further, water
O, content showed a positive relationship with circulating E, in breeding females (p = 0.03, R
=0.41,N = 11, Fig 3E) and O, showed a marginal relationship with female GSI (p = 0.08, R* =
0.5, N = 7, data not shown); while male 11-KT showed no association with O,, although the
dataset was too small for statistical analysis (N = 5, Fig 3E).

In the breeding season, fish were distributed non-randomly according to sex. The percent-
age of females with a female as the nearest neighbor was significantly lower than the random
distribution (p = 0.03, N = 11; Binomial exact test, Fig 4A), and the percentage of females with a
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male as the nearest neighbor was significantly higher than random (p = 0.04, N = 16; Binomial
exact test, Fig 4A). By contrast, in the non-breeding season, the spatial configuration of the pop-
ulation was random with respect to sex. The probability of having a female as the nearest neigh-
bor did not differ significantly from the random distribution for both females (p = 0.82, N = 20;
Binomial exact test, Fig 4B) and males (p = 0.12, N = 15; Binomial exact test, Fig 4B).

Discussion

This study examined seasonal and sexual differences in the determinants of territory size in a
teleost species. First, we found that Gymnotus omaroum has a spatial distribution in the natural
habitat consistent with territoriality across seasons and that O, concentration had a significant
positive correlation with territory size both in the breeding and in the non-breeding season. In
addition, we found that: a) In the non-breeding season, territory size was sexually monomor-
phic and determined partially by individual body size; and b) there was a seasonal emergence
of sexual dimorphism in relative territory size and in its determinants.

In many species, body mass is strongly associated with a variety of physiological and eco-
logical attributes (e.g., home range and metabolic rate) and is key to understanding how ani-
mals use the environment [61-64]. The distribution of differently sized animals can be shaped
by behavioral interactions such as resource defense [65]. These ideas, put forth initially to ana-
lyze interspecific interactions [66], can be also applied to interpret distribution of individuals
of the same species, as in this study. We found that body size predicted DNN in the non-breed-
ing season but not in the breeding season (Tables 2 and 3). This suggests that, during repro-
duction, other physiological, behavioral, and motivational aspects may override body size in
predicting DNN, a proxy for territory size.

Oxygen is a limiting physico-chemical variable in aquatic ecosystems, and hypoxia has been
related to fish mortality [67]. Interestingly, Gymnotus has been shown to tolerate a wide range
of dissolved O, concentrations and can survive in hypoxic environments [68]. Gymnotus can
breathe air at the water surface and has metabolic adaptations that compensate for any poten-
tial damages hypoxia may cause [69]. In our study, individual locations showed O, concentra-
tion correlated with territory size in both seasons (Fig 2C). This suggests that higher levels of
dissolved O, may enable fish to defend large territories because their capacity for aerobic respi-
ration is enhanced. Interestingly, O, concentration correlated positively with EOD rate only
during the breeding season, when EOD rate was significantly higher and O, content was sig-
nificantly lower (Fig 2). This is consistent with the metabolic requirement of EOD production
[70], which can be specially demanding when EOD rate is high, in the challenging environ-
ment of summer hypoxia.

Non-breeding spacing: Body size dependent and sex independent

In teleosts, year round territoriality has been examined mostly in populations of coral reef
communities (for example Stegastes fuscus, [71]). Here, we evaluated the seasonal spatial orga-
nization in a subtropical freshwater fish in the field and found that spatial distribution during
winter was consistent with territoriality. Why would Gymnotus defend non-breeding territo-
ries? The acquisition and maintenance of territories are known to be mediated by agonistic
behavior [72]. In particular, previous reports of laboratory experiments demonstrated that
Gymnotus omarorum exhibits non-breeding agonistic behavior that mediates territory access
[39] and that body size is the main determinant of the fight outcome [22].

The generation of the EOD in electric fish imposes a high basal metabolic cost [70], which
requires an additional constant need to forage. In line with this, we found that larger fish hold
larger territories, in both males and females (Table 3). Body size is sexually monomorphic in
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this species and behavioral experiments showed that agonistic behavior is non-sex-biased
[22,35]. Here, we confirmed that non-breeding males and females hold sexually monomorphic
territory sizes in the wild (Table 1), probably to cope with energetic requirements that are not
expected to differ by sex during winter.

Electric fish use electric communication signals as behavioral displays. Since the EOD
encodes information about body size and physiological state [73-77], a fish may maintain ter-
ritory boundaries in the wild by remotely assessing the EOD of neighbors. EOD rate signals
dominant status when fish are kept in close quarters after conflict resolution, but not when
allowed to distance themselves [39]. Thus, we expected no correlation between EOD rate and
territory size in the field, and this was confirmed by our data (Table 3). Dominance status
based on EOD rate may be needed to reinforce submission when a subordinate individual is
unable to escape from the dominant as in confined laboratory conditions. However, under the
population densities observed in this study, dominance status is not expected.

Breeding spacing: The emergence of sexual dimorphism in territory
determinants

While competition for reproductive opportunities is usually sexually dimorphic, competition
over non-sexual resources is usually equal between males and females [78,79]. Moreover,
many species with male and female territoriality are sexually monomorphic in body size and
signal traits [80-82]. Consistent with this pattern, we found that during the breeding season
both absolute and relative territory sizes were sexually monomorphic, which parallels the lack
of sex dimorphism in body size (Table 1). However, during breeding, body size did not corre-
late with territory size (Fig 3B), suggesting that other factors beyond body size influence habi-
tat resource acquisition and maintenance.

Interestingly, a closer analysis (Step 3) showed that although there were no sex differences
in relative territory size in each season (Table 1), they emerged when comparing between sea-
sons. Females seemed to use relatively larger territories in the breeding season compared to
the non-breeding season (Fig 3A). This result can be interpreted in the context of energetic
cost. Female GSI was higher in the breeding season and correlated positively to circulating E,.
Moreover, GSI was also an excellent predictor of female territory size (Fig 3C). This suggests
that females may establish relatively larger territories in the breeding season related to foraging
needs imposed by ovarian maturation. In line with this, circulating E, positively correlated
with territory size in females (Table 2), a result obtained in both breeding female GLM models.
EOD rate, on the other hand, is less reliable in its influence upon territory size, as it presented
a marginal correlation to territory in only one GLM model.

Steroid hormones are strong modulators of behavioral plasticity [1] as hormones are used
to orchestrate organismal-level physiological and behavioral responses to social cues [83,84].
In females, the fact that both GSI and E, correlated with territory size, combined with reports
in which E, promotes female aggression [85-87], suggests that ovarian E, modulates territorial
behavior in G. omarorum. We hypothesize that E, secretion integrates female metabolic
requirements with the social environment, through the expression of territorial behavior. A
closer look at the relationship between water O, concentration and female individual traits,
shows that O, levels correlate positively with circulating E, (Fig 3E) and marginally with GSI.
These data allow us to further speculate that breeding females compete for territories with high
O,, which would allow them to better confront energetically expensive processes. In males, we
identified a positive trend between circulating 11-KT and territory size, which, although not
statistically significant, may be expected given the well documented relationship between
androgens and male territoriality [24-26].
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The fact that individual body size was larger in the breeding than in the non-breeding sea-
son, most likely depends on the physical growth inherent to G. omarorum life history. How-
ever, we cannot assume that the non-breeding and breeding population remain
demographically unchanged. Although this study was not conceived to track population sea-
sonal changes, differences in fish size between seasons may reflect demographic changes. For
example, large mature fish may displace smaller adults not only to exploit valuable territories
for their own use, but also to access sites where offspring have higher survival as observed, for
example, in the cichlid Lobochilotes labiatus [88].

Motivation for territory defense in the breeding season may involve not only the value of
the territory per se (territory size, O, concentration) but also the sex of the nearest neighbor.
The results presented in Fig 4 suggest that G. omarorum can assess territory features and use
this information to shift positions seasonally. In the non-breeding season individual fish had a
closest neighbor that was random with respect to sex, whereas in the breeding season, it was
significantly more likely to have an opposite-sex closest neighbor (Fig 4). This evidence sup-
ports the idea that the sex of the nearest neighbor becomes a relevant factor for territory value,
but only during the breeding season. This can be considered a good example of behavioral
plasticity by which individuals respond differently to the same social stimulus (e.g., sex of the
nearest neighbor), depending on variations in their internal state (sexually dimorphic
hormones).

Concluding remarks

Gymnotus omarorum offers the opportunity to analyze seasonal changes in year-round territo-
riality. We found no differences in absolute nor relative territory size between sexes across the
year. In the non-breeding season, only body size and water O, concentration influenced terri-
tory size. By contrast, in the breeding season, sex became relevant for territorial behavior: a)
the sex of neighbors became important; b) territory size was related to gonadal hormones in
both sexes, which was expected for males, but not previously reported in females; and c) breed-
ing females used relatively larger territories than non-breeding females, which reflects particu-
lar female metabolic demands related to ovarian maturation. This study helps bridge the gap
between behavioral plasticity of natural territorial behavior and its underlying mechanisms.
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In vertebrates, aggression has been traditionally associated with high levels of circulating androgens in
breeding males. Nevertheless, the centrality of androgens as primary modulators of aggression is being
reconsidered in at least in two particular cases: (1) territorial aggression outside the breeding season,
and (2) aggression by females. We are developing the weakly electric fish, Gymnotus omarorum, as a nov-
el, advantageous model system to address these two alternative forms of aggression. This species displays
a short, escalated contest, after which a clear hierarchical status emerges. Subordination of individuals
involves three sequential decisions: interruptions of their electric discharges, retreats, and chirps.
These decisions are influenced by both size asymmetry between contenders and aggression levels of
dominants. Both females and males are aggressive, and do not differ in fighting ability nor in the value
placed on the resource. Aggression is completely independent of gonadal hormones: dominance status
is unrelated to circulating androgen and estrogen levels, and gonadectomy in males does not affect
aggression. Nevertheless, estrogenic pathways participate in the modulation of this non-breeding aggres-
sion. Our results parallel those put forth in other taxa, heightening the value of G. omarorum as a model to
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identify commonalities in neuroendrocrine strategies of vertebrate aggression control.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Agonistic behavior is the social behavior related to animal con-
flict and it has shaped sociality across evolution (King, 1973;
Lorenz, 1963). It arises in the confrontation between conspecific
individuals over limited resources (mates, food, shelter, territory),
and it is resolved when one individual keeps the resource (domi-
nant) and the other loses it (subordinate). Despite the universal
occurrence of agonistic behavior, it always follows the same stages
(evaluation, contest, and post-resolution) and usually includes
aggressive displays during the contest phase to settle the conflict
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(Nelson, 2006; Summers and Winberg, 2006). Animals make a bal-
ance of costs and benefits in search of maximal fitness payoffs to
make their decision of fighting or giving up. These decisions are
the output of the profound evaluation process inherent to agonistic
behavior and arise from the assessment of differences in the fight-
ing ability and resource value between contenders (Maynard Smith
and Parker, 1976; Morris et al., 1995; Parker and Rubenstein,
1981).

Understanding the control of aggression has been a longstand-
ing aim of biology. The strong foundation of current knowledge
is mostly built on studies on reproductive male aggression, which
often requires gonadal androgens. Correlation between aggression
and circulating androgens has been supported by castration-
hormone replacement experiments (Balthazart, 1983; Borg, 1994;
Demas et al., 2007; Huffman et al., 2012; Nelson, 2005; O’Connell
et al., 2013; Uhrich, 1938; Wingfield and Hahn, 1994; Wingfield
et al., 1990). Testosterone (T) partially affects aggression directly
and also through its aromatization into estradiol (E) (Borg, 1994;
Huffman et al., 2013; Matsumoto et al., 2003; O’Connell et al.,
2013; Schlinger and Callard, 1990; Silverin et al, 2004;
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Toda et al., 2001). In addition to the changes of plasma hormone
levels throughout the annual cycle, acute modifications in brain
hormone levels can be produced by social behavior in a region-
specific manner and with a rapid time course (Remage-Healey
et al., 2008). Steroids can exert their neuromodulatory effects
through nuclear hormone receptors and thus affect gene transcrip-
tion on the scale of hours-days producing enduring effects associ-
ated with the breeding cycle (Etgen and Pfaff, 2010); or steroids
can rapidly affect behavior in seconds-minutes by modifying neu-
ronal excitability through non-genomic effects (Hayden-Hixson
and Ferris, 1991; Lambert et al., 2003; Woolley, 2007).

Although androgens are clearly crucial modulators of male
aggression in many vertebrates, the centrality of androgens as
the main modulators of aggression needs to be revisited in at least
two particular cases: (1) territorial aggression dissociated from the
breeding season, and (2) aggression by females. Investigating
aggression across sexes and seasons may lead to a more compre-
hensive understanding of its underlying neuroendocrine
mechanisms.

Territorial aggression is generally associated with high andro-
gen levels, but it may also occur when gonads are regressed and
circulating androgen levels are low. This has been reported in birds
(Gwinner et al., 1994; Logan and Wingfield, 1990; Soma et al.,
1999; Wingfield, 1994; Wingfield et al., 1997), mammals
(Caldwell et al., 1984; Demas et al., 2007; Jasnow et al., 2000), rep-
tiles (Moore and Marler, 1987), and fish (Batista et al., 2012;
Vullioud et al., 2013). Moreover, aggression can persist after castra-
tion (Christenson et al., 1973; Davis, 1957; Demas et al., 1999;
Garrett and Campbell, 1980; Tiefer, 1970). Research on aggression
outside breeding conditions, has brought forth the roles of non
gonadal steroids in the control of this behavior. In the well-
studied Siberian hamsters (Phodopus sungorus) adrenocortical ster-
oids are key modulators. Circulating dehydroepiandrosterone
(DHEA), an adrenal androgen which can be converted into active
sex steroids in the rodent brain (Tsutsui et al., 2000; Agis-Balboa
et al., 2007), is elevated under short day treatment (Demas et al.,
2004). It is proposed that DHEA converts to an active steroid influ-
encing aggression (Scotti et al., 2009). This alternative hormonal
control of aggression has also been reported in birds. Song spar-
rows (Melospiza melodia) also display non-breeding aggression that
correlates to high circulating DHEA (Soma and Wingfield, 2001;
reviewed in Soma et al., 2015) which can be converted into T
and E in the brain (Pradhan et al., 2010). In particular, estrogens
have been reported to have a pivotal role in the regulation of
non-breeding aggression in the song sparrow (Soma et al,
2000b). These brain derived estrogens most probably act mainly
through non-genomic mechanisms (Hau et al., 2000; Schlinger
et al, 1992; Soma and Wingfield, 1999; Soma et al., 2000a,b;
Trainor and Nelson, 2012).

Females, just like their male counterparts, sometimes use
aggression to defend territories or other resources (Floody, 1983;
Jaeger et al, 1982; LaPrade and Graves, 1982; Woodley and
Moore, 1999; Yasukawa and Searcy, 1982). Aside from maternal
aggression (Lonstein and Gammie, 2002; Rosenblatt et al., 1963),
female aggressive behavior has received much less attention, with
relatively little emphasis on its hormonal control. The few
attempts to link circulating sex steroid hormones with female
aggression have led to conflicting results: plasma T and/or E con-
centrations in females are associated with aggression in some spe-
cies of birds (Gill et al., 2007; Langmore et al., 2002; Rosvall, 2013),
mammals (Albert et al, 1992; Razzoli et al., 2003), reptiles
(Rubenstein and Wikelski, 2005; Woodley and Moore, 1999), and
fish (Desjardins et al., 2006); but not in other birds (Elekonich
and Wingfield, 2000), mammals (Davis and Marler, 2003), and fish
(Hay and Pankhurst, 2005). These results do not rule out a role of T
and/or E in specific brain regions influencing aggression, as circu-

lating precursors may be involved. Studies in the highly territorial
female Siberian hamsters have shown that they display increased
aggression outside of breeding (Scotti and Demas, 2007) and that
DHEA is a key candidate for the regulation of aggression (Rendon
and Demas, 2016). Females show increased aggression in short-
day context, and interestingly, melatonin has been shown to coor-
dinate a seasonal switch from gonadal to adrenal regulation of
aggression (Rendon et al., 2015).

South American weakly electric fish (Order Gymnotiformes),
are an important model to understand the neural basis of behavior.
They produce and perceive electric organ discharges (EOD), which
serve two critical functions: to sense objects in the environment, as
the EOD is a self-generated carrier signal (active electrolocation)
and to interact socially (electrocommunication) (reviewed in
Caputi et al., 2005). The circuits generating the EOD have key ele-
ments in common with other vertebrate communication systems
in that they are basically modified motor control systems: the
organ that produces the signal, just like those in the birdsong
and fish vocalization systems, is muscle-derived; it is innervated
by spinal motor nuclei which, in turn, receive input from the hind-
brain (reviewed in Bass, 1986). A key component of the system, the
medullary pacemaker nucleus, fires spontaneously and controls
the timing of each EOD, in a one-to-one fashion, in all weakly elec-
tric fish (reviewed in Caputi et al., 2005).

Non-breeding territorial aggression has been examined in only
two teleost species: Stegastes nigricans (Ros et al., 2014; Vullioud
et al., 2013) and Gymnotus omarorum. We have developed G.
omarorum as a valuable model species to study the hormonal con-
trol of this form of aggression (Batista et al., 2012; Jalabert et al.,
2015; Silva et al., 2013; Zubizarreta et al., 2012, 2015). This species
has several strong advantages: its non-breeding territorial aggres-
sion is well characterized, males and females display equal levels
of aggression and this aggression depends upon non-gonadal estro-
genic pathways rather than gonadal hormones.

2. Behavioral characterization of non-breeding aggression in
Gymnotus omarorum

Gymnotus omarorum displays a clear-cut example of pure terri-
torial aggression (Batista et al., 2012; Silva et al., 2013; Zubizarreta
et al., 2015). During the non-breeding season, when gonads are
regressed and no reproductive motivation is expected to drive
competence, males and females of this sexually monomorphic spe-
cies fiercely defend territories in intrasexual and intersexual
encounters. We have developed a careful behavioral protocol to
describe this non-breeding territorial aggression.

We staged dyadic agonistic encounters between non-breeding
adults Gymnotus omarorum in a behavioral arena in which space
is the only resource animals fight for (Batista et al., 2012). Fish with
the same previous experience and residence time were placed in
equal-sized compartments separated by a removable glass gate.
When the gate was lifted, all fish (in same-sex and opposite sex
dyads) engaged in rapid agonistic encounters that were usually
resolved in < 3 min with the establishment of a clear dominant-
subordinate status (Fig. 1A). During conflicts, contenders evaluate
the costs and benefits of continuing the fight or retreating,
although it is not always possible to have clear evidence of this
decision-making process. Taking advantage of the electric channel
of communication, subordinates of G. omarorum make three dis-
tinct and consecutive decisions to signal their submission across
phases (Fig. 1A): (1) subordinates first interrupt their EOD to hide
from the dominant, (2) they then stop attacking and retreat, and
(3) finally, they emit transient high-rate electric signals termed
chirps This sequence of behaviors enable the subordinate to be
more explicit in signaling its surrender.
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Fig. 1. Characteristics of Gymnotus omarorum agonistic behavior, and decisions of
the subordinate fish. (A) Temporal structure of agonistic encounters. Agonistic
behavior can be divided into three different stages: evaluation phase, from gate
removal (time 0) to the occurrence of the first attack (black triangle); contest phase,
from the occurrence of the first attack to conflict resolution (gray triangle); and
post-resolution phase, 10 min after conflict resolution. In the shaded area, the
decisions made by the subordinate fish are illustrated by arrows, in order of
appearance: first, the EOD interruption, second the retreat, and third the emission
of the first chirp in the post resolution phase. (B) Distribution of electric submission
signals in different stages of agonistic behavior. Off rate and chirp rate increased
from the contest to the post-resolution phase. Off and chirp rates were calculated
dividing the number of offs and chirps produced in each phase by the duration of
the phase in seconds. Values are expressed as medians, error bars represent
interquartile range (IQR). IQR. *p < 0.05, Wilcoxon test, N =25 and N =21 respec-
tively. Modified from Batista et al. (2012).

After the foundational work of Black-Cleworth (1970) on the
agonistic behavior of Gymnotus carapo, more recent studies have
reported distinctive agonistic electric displays, either produced
by dominants or subordinates, in several species of South Ameri-
can electric fish (Fugére et al., 2011; Hagedorn and Zelick, 1989;
Hupé and Lewis, 2008; Perrone et al., 2009; Triefenbach and
Zakon, 2008; Westby, 1975a,b). Some electric signals have been
interpreted as threats, such as abrupt rate changes (G. carapo,
Black-Cleworth, 1970), and chirps (Apteronotus leptorhynchus,
Triefenbach and Zakon, 2008; Brachyhypopomus pinnicaudatus,
Perrone et al., 2009). On the other hand, cessations in the emission
of electric signals (offs) have been recognized as general submis-
sive displays in several species (Batista et al., 2012; Black-
Cleworth, 1970; Westby, 1975a; Zubizarreta et al., 2012). In G.
omarorum, only transient subordination electric signals, offs and
chirps, have been identified (Batista et al., 2012). These signals
are emitted in a sequential pattern of subordination that provides
one of the best understood examples of the electric dialogue in
electric fish. As expected for a graded signal of intention, offs are
first emitted before contest resolution and gradually increase in
rate and duration during the post-resolution phase (Fig. 1B). After
resolution, the pattern of electric signaling changes; the subordi-
nate continues to emit more frequent and longer duration offs
and adds the emission of chirps as more unambiguous submission
signals (Fig. 1B). As a continuous signal electrical subordination,
the EOD rate of subordinates decreases after resolution (Silva
et al., 2013) yielding a hierarchical EOD rate rank between domi-
nants and subordinates as observed in other gymnotiform species
(Fugére et al., 2011; Hagedorn and Heiligenberg, 1985; Hagedorn
and Zelick, 1989; Silva et al., 2013; Westby, 1975a). In summary,

G. omarorum employs different electric submission displays that
decrease ambiguity in subordination signaling, and evince a com-
plex decision-making process.

Aggression within agonistic encounters is usually a ritualized
behavior, intended to demonstrate the power of one contender
over the other and provide information to determine which one
will win the contest rather than to cause injury or death. As part
of the mutual evaluation among contenders during the agonistic
encounter, aggression leads to displacing, or dominating another
individual (Nelson, 2006). Contenders begin by displaying a rela-
tively low cost aggressive behavior and only increase the intensity
of interaction if they cannot settle (Jennings and Gammell, 2013).
Once in contest, animals usually use progressively greater aggres-
sion to challenge the decision of their contender to escalate the
fight and to drive them to subordination (Enquist and Leimar,
1983). As the contest escalates, variation in the performance of
aggressive behaviors influences the decisions made by contenders
to solve the conflict, thus influencing contest dynamics. In many
agonistic interactions, non-aggressive displays are enough to eval-
uate relative fighting ability between contenders without the costs
of engaging in injurious fights (Enquist et al., 1990; Koops and
Grant, 1993; Pratt et al., 2003).

In Gymnotus omarorum, individuals immediately perform direct
evaluation of fighting ability through aggression rather than remo-
tely evaluating the contender through electrocommunication sig-
nals (Zubizarreta et al., 2015). This is remarkable and unexpected
since (a) passive and active electric images of G. omarorum differ
between contenders; so this information could be used remotely
to evaluate the fighting ability of the adversary (Pedraja et al.,
2016), and (b) electric fish encode body size in their EOD ampli-
tudes (Gavassa et al., 2013). After the onset of this staged contest,
both individuals perform aggressive displays (bites, nudges, nips
and jaw locks) until the subordinate fish stops attacking and
retreats. During this short phase of contest, dominants display
higher levels of aggression than subordinates (Fig.2A). On the
other hand, the attack rates of both contenders are strongly corre-
lated, suggesting an escalation in the conflict (Fig.2B). In the
experimental tank, in which subordinates cannot flee, the domi-
nant fish persists in attacking the defeated contender after the con-
test resolution, forcing the emission of more unambiguous signals
of surrender.

Theoretical models predict that the evaluation of fighting ability
is important in defining different characteristics of agonistic
encounters (Maynard Smith and Parker, 1976). Body size is the
most common predictor of fighting ability across taxa, influencing
the outcome (Jennions and Backwell, 1996; Umbers et al., 2012),
timing (Enquist et al., 1990; Junior and Peixoto, 2013), and inten-
sity of fights (Morris et al., 1995). If resource value is symmetric
among contestants, contest outcome is expected to depend only
on fighting ability asymmetries. Indeed, in Gymnotus omarorum,
body size is the most important proxy of fighting ability, and
hence, body mass difference between contenders is the only pre-
dictor of contest outcome; i.e., the heavier fish wins (Batista
et al., 2012). Interestingly, size asymmetry also influences the three
decisions of the subordinate: (1) electrical hiding (offs): body mass
asymmetry is correlated negatively with first off latency; (2)
retreat: body mass asymmetry is correlated negatively with con-
test duration; and (3) post-resolution chirping: body mass asym-
metry is marginally correlated negatively with first chirp latency
(Table 4 in Batista et al., 2012). In addition to body size, the inten-
sity of aggression is also an indicator of fighting ability in G. omaro-
rum (Zubizarreta et al, 2015). First, since aggression levels
correlate with body mass, overt aggression is an indirect indicator
of fighting ability (Zubizarreta et al., 2015). Secondly, the intensity
of aggressive encounters may also be evaluated directly by con-
tenders in decision-making. When subordinates are subjected to
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Fig. 2. Aggression levels of dominants and subordinates. (A) Box plot representa-
tion of differences in the attack rate between dominant and subordinate fish.
Dominant fish displayed significantly higher aggression compared to subordinates.
*p = 3 exp-5, Wilcoxon matched pairs test, N = 15. Modified from Zubizarreta et al.
(2015). (B) During the contest phase, there was a significant positive correlation
between the attack rate of dominants and subordinates. R2=0.84, p=1 exp-4,
N = 15. Modified from Zubizarreta et al. (2015). In both A and B, attack rate was
calculated dividing the number of attacks by contest duration time in seconds and
is expressed in attacks/s. Box plot in this figure and throughout: horizontal line
represents median value; length of the box represents interquartile range, small
square represents the mean value, crosses show minimum and maximum values.

more intense aggression during the contest phase, they more
quickly signal submission with shorter latencies in producing offs
(first decision), retreats (second decision), and chirps (third deci-
sion) (Fig. 3). Furthermore, the fact that the dominant attack rate
is correlated negatively with contest duration (Zubizarreta et al.,
2015), indicates that the intensity of aggression is evaluated
directly between contenders, and that subordinates assess how
hard they are attacked when signaling submission.

3. Aggression displayed by both males and females

Female contests, although less studied, follow the same general
phases of agonistic encounters. However, sex differences in fight-
ing ability, or life history (e.g., energy dedicated to reproduction),
may cause males and females to differentially value contested
resources or to employ sex-specific decision-making strategies
during contests (Wofford et al., 2015). For example, in Texas cich-
lids Herichthys cyanoguttatum (Draud et al., 2004) males and
females both show intrasexual aggression with the same behav-
ioral repertoire. However, contest outcome is related to body size
in males but not in females, suggesting female contests may be
decided more often by the value of the contested resource than
by asymmetries in their fighting ability. On the other hand, in Con-
vict cichlids Amatitlania nigrofasciata, behavioral repertoires dif-
fered between sexes, but the outcome was influenced by body

size in contests of either sex (Arnott and Elwood, 2009). The non-
breeding territorial aggression of the sexually monomorphic Gym-
notus omarorum provides a very clean example to test predictions
of sex influence on contest outcome. G. omarorum is not expected
to show dimorphic fighting ability as the sexes do not differ in
body size. Indeed, Batista et al. (2012) demonstrated that contest
outcome in G. omarorum is only influenced by body weight asym-
metry, and that the individual sex and the sex-composition of the
dyads (same or opposite sex) had no significant influence. Thus, we
conclude that sexual asymmetries in resource value, if any, do not
influence the outcome of agonistic contests in non-breeding condi-
tions in this species.

During the breeding season, the asymmetry between sexes in
resource value is undeniable even for territorial species with sexu-
ally monomorphic fighting abilities (Alexander, 1974). On the
other hand, the fact that animals are in the non-breeding season
does not itself imply that both sexes give equal value to territory.
Sexual differences in the time structure and/or the intensity of
fights may reflect sexual differences in decision-making, even in
the absence of reproductive motivation. To further evaluate sex
differences, we compared the dynamics of agonistic behavior in
male-male and female-female dyads, focusing on the decisions
made by subordinates, and the intensity of both aggression and
submission. Males and females make the same behavioral deci-
sions: potential subordinates produce offs in their electric signals
(first decision), retreat repeatedly (second decision, Table 1) and
chirp (third decision). Moreover, there were no sex differences in
fight intensity, (i.e., attack rates of dominant and subordinate fish
were not significantly different between sexes), or submission
levels, (i.e., the rate of off and chirps were not significantly differ-
ent between sexes) (Table 1). Therefore, both male and female
non-breeding intrasexual contests in Gymnotus omarorum shared
the same behavioral repertoire including the same sequential elec-
tric signaling of submission in which both males and females make
the same decisions. Overall, we present strong evidence that both
sexes not only have symmetric fighting abilities, but also give the
same value to the resource they are fighting for during the non-
breeding season.

Although male and female Gymnotus omarorum display indis-
tinguishable non-breeding intrasexual aggression, they may differ
in the underlying mechanisms, even if the same modulators are
involved. In our studies on neuroendocrine mechanisms
underlying non-breeding aggression, we must work with previ-
ously identified males and females, which is difficult to determine
non-invasively as this species presents no morphological or
electrophysiological sexual dimorphism (Richer-de-Forges et al.,
2009). We validated a method of sex identification by visual
inspection of gonads through a surgical incision, and then com-
pared agonistic encounters between fish that were not identified
prior to the experiment (intact) and those that were sexually iden-
tified (ID). There was no significant difference between the behav-
ior of ID fish and intact fish in any of the variables studied, be it
between males or between females. Morevoer, ID fish showed no
differences in aggressive behavior between sexes (Table 1). This
validation allowed us to improve our experimental design and to
focus on the hormonal control mechanisms of intrasexual aggres-
sion. Given the scarcity of studies on female aggression, we believe
G. omarorum will be an advantageous model system to contribute
to the understanding of the control of vertebrate aggression.

4. Non breeding aggression is independent of gonadal
hormones

Behaviors that are expressed similarly in different phases of the
annual reproductive cycle probably do not have the same hormone
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Fig. 3. Influence of dominant aggression levels on the decisions made by the subordinate fish. (A) Box plot representations of the subordinate’s first decision (off emission) in
two different conditions of dominant attack rate. When the subordinate fish was confronted with a higher dominant attack rate it decreased its latency to the first off,
p = 0.075, Mann Whitney U test, Low N = 17, High N = 7. Modified from Zubizarreta et al. (2015). (B) Box plot representation of the subordinate’s second decision (retreat) in
two different conditions of dominant attack rate. When the subordinate fish was confronted with a higher dominant attack rate it decreased the contest duration, p = 0.001,
Mann Whitney U test, Low N =23, High N = 9. Modified from Zubizarreta et al. (2015). (C) Box plot representation of the subordinate’s third decision (chirp emission) in two
different conditions of dominant attack rate. When the subordinate fish was confronted with a higher dominant attack rate it decreased its latency to the first chirp latency,
p = 0.048, Mann Whitney U test, Low N = 18, High N = 7. Modified from Batista et al. (2012). In A, B and C, attack rate was calculated dividing the number of attacks by contest
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Box plot description in legend of Fig. 2.

Table 1

Comparison of male and female intrasexual dyads in both intact and surgically identified (ID) contenders in their behavioral decisions, intensity of aggression and submission
levels. Male-male and female-female dyadic encounters were performed before sexual identification of the fish (intact fish). ID male-male and ID female-female dyadic
encounters were performed with fish with a previous gonadal inspection by surgical incision (ID fish). Values are expressed as medians, errors are expressed as median absolute
deviation (MAD) between brackets, n values are shown below the MADs. Statistical comparison shows there is no significant difference between any of the groups, (overall
comparison, Kruskal-Wallis test, p values in bottom row). Attack rate was calculated dividing the number of attacks by contest duration time in seconds, and is expressed in
attacks per second. Off and chirp rate were calculated dividing the number of offs and chirps produced in the post-resolution phase by the duration of this phase in seconds.

Latencies to first off and first chirp, and contest duration, are expressed in seconds. Absence of values is due to insufficient n.

Dyad Latency off Contest duration Attack rate dominant Attack rate subordinate Off rate Chirp rate
Male-male 38 78 0.21 0.11 0.02 0.05
(20) (21) (0.16) (0.05) (0.02) (0.043)
7 9 9 9 9 9
Female-female 78 152 0.11 0.07 0.01 0.003
(49) (97) (0.025) (0.046) (0.01) (0.003)
6 7 7 7 7 7
ID male-male 175 114 0.12 0.06 0.014 0
(35) (52) (0.08) (0.039) (0.007) (0)
6 6 6 6 6 6
ID female-female 45 172 0.15 0.08 0.017 0.06
(16) (133) (0.07) (0.04) (0.017) (0.06)
6 5 5 5 5 5
Overall comparison (p) 0.1 0.79 0.7 0.49 0.9 0.6

control mechanisms. Aggression, which is correlated to high circu-
lating androgens during the breeding context, may be sustained by
novel mechanisms after gonadal regression, ensuring robust
aggressive behavior but avoiding the costs associated with pro-
longed high androgen levels (reviewed in Wingfield et al., 1990;
Nelson, 2005). In this sense, the dependence of non breeding terri-
torial aggression on estrogens raises the question the source of the
steroids involved.

To evaluate commonalities in the underlying mechanisms of
non-breeding aggression, we analyzed aggression in relation to
gonadal hormones in Gymnotus omarorum by measuring the ster-
oid response to dominance and by comparing agonistic behavior
of castrated and intact males. Specifically, we measured circulating
steroids in adults with no social stimuli and in those which had
recently won an agonistic same-sex encounter. Plasma 11KT (the
main gonadal androgen in teleosts) levels were similar in domi-
nant and isolated males (Fig.4A, Batista, 2011; Jalabert et al.,
2015). Furthermore, plasma estrogen levels in dominant females,
although variable, did not differ from those in isolated females
(Fig. 4B, Zubizarreta et al., 2016).

Across vertebrates, the relationship between dominance and
androgen levels in males is under constant revision. The Challenge

Hypothesis predicts that agonistic encounters transiently increase
circulating androgens, from breeding levels to a maximum physio-
logical level (Wingfield et al., 1990). More recent studies have
found that androgen levels can be transiently increased even in
absence of social challenge, in response to the perceived outcome
of an interaction, and that this increase likely modulates behavioral
expression in subsequent social interactions (Oliveira and Oliveira,
2014; Oliveira, 2009). Our results are expected for animals in the
non-breeding season, which have overall low levels of gonadal hor-
mones. Studies in aggressive non-breeding males report an
absence of circulating androgenic response to social challenge in
many teleost species (Batista, 2011; Jalabert et al., 2015; Landys
et al,, 2007; Ros et al.,, 2014; Vullioud et al., 2013). Moreover,
reports in non-breeding females also show no changes in plasma
androgens (Vullioud et al., 2013) or estrogens (Hau et al., 2004)
in response to social challenge. On the whole, aggression in the
non-breeding season does not correlate with plasma concentra-
tions of sex steroids.

To rule out the participation of all gonadal hormones in the con-
trol of aggression, we compared dyads of castrated males with
those of intact males (Jalabert et al., 2015). Both gonadectomized
(GDX) and sham gonadectomized (SH) dyads engaged in short,

J. Physiol. (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.jphysparis.2016.11.009

Please cite this article in press as: Quintana, L., et al. Building the case for a novel teleost model of non-breeding aggression and its neuroendocrine control.



http://dx.doi.org/10.1016/j.jphysparis.2016.11.009

6 L. Quintana et al./Journal of Physiology - Paris xxx (2016) XxX-Xxx

A Males B Females

600 - 600 -
_ 500 | NS 500 | NS
:E) 400 | 2 400 |
& 300 - & 300
; 200 | T T = 200 ]
~ 100 ] : ; 100 | ‘ .

0 0 4
Dominant Isolated Dominant Isolated
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Fig. 5. Effects of gonadectomy on male-male agonistic behavior. (A) Box plot representation of the decisions made by the subordinate fish. Gonadectomized fish (GDX)
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aggressive contests, typical for the species. The subordinate fish
displayed the electric (EOD interruptions) and locomotor (retreats)
signals of submission with no difference in timing between treat-
ment groups (Fig. 5A). The intensity of displays was also equally
expressed: attack rate of dominant GDX fish showed no significant
difference in comparison to SH (Fig. 5B), while the off rate dis-
played by subordinate fish was also indistinguishable between
GDX and SH individuals (Fig. 5C). This proves that non-breeding
aggression in males is independent of all gonadal hormones
(Jalabert et al., 2015).

5. First report on the role of estradiol in teleost non-breeding
aggression

Aggression has been shown to be estrogen-dependent in non-
breeding birds and aromatase, which converts androgen to estra-
diol, is highly expressed in brain regions underlying social behavior
(Soma et al., 2003; Wacker et al., 2010). The source of androgen
substrate for brain aromatase could be adrenal DHEA, shown to
have a key role in regulation of aggression in the aforementioned
well-studied Siberian hamster and song sparrow models (reviewed
in Soma et al., 2015). Alternatively, de novo brain synthesis of ster-
oids may also regulate non-breeding aggression, as key enzymes
have been identified in the brains of birds (Tsutsui et al., 2003;
Tsutsui and Yamazaki, 1995; Tsutsui, 2011) and mammals
(Corpechot et al., 1981).

In our studies of Gymnotus omarorum we showed that aggres-
sion depends on normal aromatase activity. We analyzed agonistic
behavior in dyads in which the potentially dominant contender,
the one with the heaviest body weight, was injected with the inhi-
bitor of aromatase, Fadrozole (FAD) (Jalabert et al., 2015). After
FAD administration, agonistic behavior was distorted, and
dominance could no longer be predicted by body size asymmetry
(prediction that can be made for the control group injected with
the vehicle solution). In one third of the cases, dominant-subordi-
nate ranks did not emerge, as fights were not resolved, and in other
cases the outcome was reversed. In all, large males became domi-
nant in only one fourth of the contests. Aromatase inhibition also
significantly decreased the aggression levels of potential domi-
nants. The fast effect of the inhibition on the aggression suggests
that the underlying mechanisms involve rapid estrogenic non-
genomic signaling mechanisms (Cornil and Charlier, 2010), as has
been reported in non-breeding aggressive behavior in mammals
and birds (reviewed in Trainor and Nelson, 2012). There is not
yet data on the source of estrogens regulating non-breeding
aggression in this species. Teleosts have the capability of producing
DHEA (reviewed in Tokarz et al., 2015) and low circulating levels of
DHEA have been reported in the eel Anguila japonica(Matsubara
et al., 2005). Moreover, zebrafish (Danio rerio) has been reported
to have brain steroidogenic enzymes which enable not only the
possibility of converting circulating precursors to active sex ster-
oids, but also de novo synthesis from cholesterol (Diotel et al.,
2011).

Steroid hormones in the breeding season have multiple roles.
They coordinate physiological and behavior functions and their
levels are, in turn, modulated by social performance. The adaptive
function of the social modulation of androgen levels may be to fine
tune the expression of androgen-dependent behavior according to
the perceived social environment (Oliveira and Oliveira, 2014). In
the non-breeding season, animals do not display reproductive
behavior and face less diversity of social information to process
and integrate into their decision making, their repertoire of social
behaviors is narrower, and their reproductive axis is at rest. In this
scenario, localized brain derived estrogen may take a lead role in
the control of aggression. Gymnotus omaromum, as the Siberian

hamster and the song sparrow, displays aggression all year long,
independent of gonadal hormones (revised in Soma et al., 2015).
This behavior is strongly dependent on the estrogenic pathway,
as has been shown in the sparrow (Soma et al., 2000b), and the
source of these key hormones is currently under study. It is a spe-
cies with exciting prospects for valuable contributions to under-
standing the hormonal control of aggression. Moreover, it adds a
teleost species to the current mammal and bird models which will
allow a better comprehension of the commonalities of this regula-
tion across taxa.
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Aggressive behaviors are widespread among animals and are critical in the competition for resources. The
physiological mechanisms underlying aggression have mostly been examined in breeding males, in which go-
nadal androgens, acting in part through their aromatization to estrogens, have a key role. There are two al-
ternative models that contribute to further understanding hormonal mechanisms underlying aggression: ag-
gression displayed in the non-breeding season, when gonadal steroids are low, and female aggression. In this
study we approach, for the first time, the modulatory role of estrogens and androgens upon non-breeding ag-
gression in a wild female teleost fish. We characterized female aggression in the weakly electric fish Gymnotus
omarorum and carried out acute treatments 1 h prior to agonistic encounters in dyads treated with either an
aromatase inhibitor or an antagonist of androgen receptors. Anti-androgen treatment had no effect on behavior
whereas acute aromatase inhibition caused a strong distortion of aggressive behavior. Territorial non-breeding
aggression was robust and depended on rapid estrogen actions to maintain high levels of aggression, and ulti-
mately reach conflict resolution from which dominant/subordinate status emerged. Our results, taken together
with our own reports in males and the contributions from non-breeding aggression in bird and mammal models,
suggest a common strategy involving fast-acting estrogens in the control of this behavior across species. In
addition, further analysis of female non-breeding aggression may shed light on potential sexual differences in the
fine tuning of social behaviors.

1. Introduction

Aggressive behaviors are widespread among animals, and they are
key in the competition for resources such as food, shelter, and mating
opportunities. The study of the endocrine regulation of territorial ag-
gression has been mostly based on breeding males and it has established
that elevated levels of gonadal androgens promote aggressive behaviors
(reviewed in [1,2]). Androgenic actions upon male aggression are
mediated in part by aromatase, the enzyme which converts androgens
into estrogens (pioneer study by [3]; reviewed in [4]). Both androgens
and estrogens have long-term actions upon behavior and also rapid
effects involving nongenomic mechanisms ([5], reviewed in [6-8]).

Two alternative models have offered new insight into the hormonal
regulation of aggression: female aggression ([9-12], reviewed in
[13-15]); and non-breeding aggression (reviewed in [16,17]). Female
aggression is prevalent in many species and adaptive in various

* Corresponding author.
E-mail address: lquintana@iibce.edu.uy (L. Quintana).

https://doi.org/10.1016/j.physbeh.2020.112883

contexts. In addition to the well documented maternal aggression, fe-
males may compete for rank, territories and access to mates (reviewed
in [18]). In particular, territorial aggression has been shown to occur in
female fish, reptiles, birds, rodents, and non-human primates (reviewed
in [14]). Both testosterone and estrogens may increase female aggres-
sion ([11,12,19], reviewed in [15]), though the effect of estrogens on
aggressive behavior may vary, depending on the brain estrogen re-
ceptor subtypes involved [20,21]. The second valuable model to study
the regulation of aggression are species that display this behavior dis-
sociated from the breeding season, when circulating levels of gonadal
hormones are reduced (reviewed in [17]). Brain estrogens, which may
be derived from circulating precursors (as the adrenal dehydroepian-
drosterone, DHEA) or from de novo synthesis, have a forefront role in
the regulation of non-breeding aggression in males, mostly through
rapid mechanisms ([22,23], reviewed in [24]). Estradiol treatment has
been shown to rapidly promote male non-breeding aggression in
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mammals and birds ([25-29], reviewed in [30]), and acute inhibition of
aromatase decreases aggression levels in males of birds and fish
[31,32]. The regulation of non-breeding aggression in females has been
approached in few species. In bird models there is evidence that sup-
ports the involvement of circulating DHEA and testosterone [33,34],
while in the Golden hamster it is suggested to be independent of
ovarian hormones [35]. Non-breeding female Siberian hamsters, which
exhibit low levels of gonadal hormones [36], display robust aggression
associated with an increased brain sensitivity to estradiol [37]. There-
fore, while rapid estrogen effects have been well documented in male
non-breeding aggression, it is currently unclear whether it underlies
non-breeding aggression in females.

The weakly electric fish Gymnotus omarorum is the first teleost in
which rapid estrogenic action has been reported to underlie non-
breeding male aggression. It is a seasonal breeder that displays year-
long territorial defense maintaining territories both in the natural ha-
bitat [38] and in the lab [39]. The non-breeding territorial aggression of
G. omarorum is robust, elicited in neutral arenas and triggered by the
presence of a close conspecific [40]. It displays strikingly aggressive
encounters, in both intra and intersexual dyads, and males and females
show no differences in contest outcome, temporal dynamics of the
agonistic encounter, levels of aggression, nor submissive signaling
[40,41]. Male aggression has been further characterized: once domi-
nant/subordinate status is established it does not reverse and the
dominant fish excludes the subordinate from its territory [39]. Male
non-breeding aggression is independent of gonadal hormones, given
that it occurs robustly in fish that have been gonadectomized a month
prior [32]. Moreover, circulating androgen (11-ketotestosterone) levels
in males are unaffected by aggressive encounters. However, male ag-
gression is dependent on rapid hormone effects, as the acute inhibition
of aromatase distorts contest dynamics and outcome: aggression levels
are reduced, and outcome becomes unpredictable [32].

This is the first study to approach the rapid androgen and estrogen
regulation of female non-breeding aggression in a teleost, and one of
the few to do so in a female vertebrate species. We performed agonistic
encounters with dyads subjected to acute treatments with a) an ar-
omatase inhibitor, and b) an androgen receptor blocker. The analysis of
female non-breeding behavior may shed light on potential sexual dif-
ferences in the fine tuning of mechanisms underlying aggression.

2. Methods
2.1. Animals

We used wild adult females of Gymnotus omarorum [73] (body-
length 15-26 cm and body weight 9-60 g) captured from the field and
housed for 4 to 5 weeks in our facilities before experiments. All ex-
periments were carried out during the non-breeding season (June to
August) [42]. Fish were collected from Laguna del Sauce (34°51’S,
55°07'W), Maldonado, Uruguay using an electrical detector as pre-
viously described [42]. Animals were housed in individual mesh com-
partments (40 X 40 X 60 cm) within large outdoor tanks
(120 x 120 x 50 cm, 500 L). These outdoor tanks house aquatic plants
brought from the field and were subjected to conditions with natural
photoperiod (from LD 10:14 to LD 11:13), temperature
(10.41 = 3.48 °C), and rainfall. To conserve conditions similar to the
natural habitat, conductivity was maintained under 200 pS/cm [42].
Each fish had a shelter in its compartment and was fed ad libitum with
Tubifex tubifex. All experiments were performed according to the reg-
ulations for the use of animals in research and the experimental pro-
tocol was approved by the institutional Ethical Committee of Instituto
de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable (Resolution CEUA IIBCE
004/05/2016).
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2.2. Pharmacological manipulations

2.2.1. Assessment of the effectiveness of cyproterone acetate

Cyproterone acetate (CA) has been previously reported to effec-
tively block androgen receptors in teleost fish [43,44]. Nevertheless,
since it had never been used in Gymnotus omarorum, we confirmed the
innocuity of its vehicle and the effectiveness of the inhibitor in this
species. We performed an experiment blocking a well-known andro-
genic-dependent trait previously described in non-breeding adults [45].
The electric organ discharge (EOD) of G. omarorum has a multiphasic
waveform with four successive components (V1 to V4) [46]. A 15-day
treatment with testosterone implants specifically increases the ampli-
tude of the negative component V4 which is quantified by the index V4
amplitude/V3 amplitude (AV4/AV3). The reports on the effects of su-
praphysiological testosterone on EOD waveform were based on mixed
groups (non-breeding males and females [45]). We subcutaneously
implanted 22 animals with testosterone silastic pellets (100 pg/gbw). A
stock solution of CA (Sigma, C3412), 8 ug/ul was prepared in mineral
oil (Drogueria Industrial Uruguaya), and stored at 4 °C. Testosterone-
implanted animals were divided into a control group (n = 12) which
received a daily IP injection of mineral oil for 15 days, and the treat-
ment group (n = 10) which received a daily IP injection of CA (20 pg/
gbw) for 15 days. The injection volumes varied accordingly with animal
body weight and ranged from 22.5 to 150 pl. EOD waveform was re-
corded following [47]. The testosterone + mineral oil group increased
AV4/AV3 amplitude index when comparing day 15 to day 0, as ex-
pected (paired t-test, p = 0.006, n = 12, Fig. 1A), whereas the group
treated with testosterone + CA showed no significant increase in its
index (paired t-test, p = 0.8, n = 10, Fig. 1B). This result demonstrates
CA effectively blocks androgenic actions in G. omarorum, as shown in
other teleost species. To verify the innocuity of mineral oil in the spe-
cies we compared 6 females injected with PBS to 6 injected with mi-
neral oil (in equal volumes). Fish were recorded individually in the
behavioral setup; locomotion was quantified in a 2-minute time
window 1 h after injections. Percentage of time in movement was
compared between oil and PBS females, showing no significant differ-
ence (Mann-Whitney U test, p = 0.2, nop, = 6, npgs = 6). Basal EOD
rate was calculated for each fish 1 hour after injections (see below), and
there was no significant difference between oil and PBS females
(Mann-Whitney U test, p = 0.57, nop. = 6, npgs = 6).

2.2.2. Behavioral experiments: Manipulation of the androgenic and
estrogenic pathway

To test the effect of acutely manipulating the androgenic pathway
on agonistic behavior, we administered CA to female-female dyads
before subjecting them to the neutral arena protocol. One hour before
the agonistic encounter, we injected CA (from a stock solution of 2 pug/
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Fig. 1. Test of effectiveness of cyproterone acetate (CA) in Gymnotus omarorum.
(A.) Animals implanted with testosterone (T) and subjected to a daily IP in-
jection of mineral oil for 15 days changed their EOD waveform as expected
[45], increasing the amplitude of the V4 component in comparison to day 1,
shown as a significant increase of the index V4 amplitude / V3 amplitude (AV4/
AV3). (B.) Animals implanted with T and subjected to a daily IP injection of CA
for 15 days showed no significant differences in V4 amplitude.
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ul, diluted in mineral oil, 10 pg/gbw, IP) to both individuals. Behavioral
experiments were performed as described below. To ensure an effective
blocking we used a higher dose than previously reported for other
teleost species [43].

To assess the effect of acutely manipulating the estrogenic pathway
on agonistic behavior we used the aromatase inhibitor fadrozole (FAD,
Sigma F3806). Fadrozole has been previously reported to effectively
block aromatase activity in teleost fish and other vertebrates, including
this species [32,48-50]. One hour before the agonistic encounter, we
injected FAD (from a stock solution of 10 pug/ul; diluted in PBS, 20 pg/
gbw, IP) to both individuals. Behavioral experiments were performed as
described below. Control experiments in female-female dyads were
carried out injecting PBS (in equivalent volume) to both contenders,
one hour before the agonistic encounter. Individuals were sexed either
by surgical observation 1 month prior, which has been shown has no
effect upon agonistic behavior in comparison with intact dyads (FAD
and control groups following [32]) or by gonadal inspection in eu-
thanized animals after behavioral tests (CA group, euthanization by
eugenol solution 8 mg 171).

2.3. Behavioral experiments: setup and protocols

We observed the agonistic behavior of G. omarorum in dyadic fe-
male-female encounters. The dyads (7-20% body weight difference
between contenders) belonged to one of the following experimental
groups: control dyads (n = 8), fadrozole-treated dyads (n = 10), or
cyproterone acetate-treated dyads (n = 7). We performed the char-
acterization of female agonistic behavior in control dyads. The eva-
luation of agonistic behavior included engagement in conflict, contest
outcome, dynamics, aggression, and submission levels, and these
parameters were used in the comparison to FAD and CA treated dyads.
All experimental groups were composed of fish spanning the same size
range and each fish was used only once. Dyads were placed in a be-
havioral setup (as described in [51]) that allowed simultaneous video
and electric recordings,and control ofphotoperiod , water temperature,
conductivity, and pH. The setup consisted of 4 experimental tanks
(55 x 40 x 25 cm) divided in half by a removable glass gate. Due to
the nocturnal habits of this species, all experiments were performed at
7 P.M., in darkness, with infrared LED illumination (Kingbright L-
53F3BT; 940 nm) located above the tanks. Experiments were recorded
with infrared-sensitive video cameras (SONY CCDIris, Montevideo,
Uruguay) through the glass bottom of the tank. The electric signals of
freely moving fish were detected by two pairs of fixed copper wire
electrodes connected to two high-input impedance (1 MQ) amplifiers
(FLA-01; Cygnus Technologies Inc., Delaware Water Gap, PA, USA).
Images and electric signals were captured by a video card (Pinnacle
Systems, PCTV-HD pro stick) and stored in the computer for further
analysis. We used a neutral arena protocol with a plain arena (without
food or shelter) and simultaneously placed each contender in one of the
equally sized compartments 2 h prior to the experiment thus providing
equal resources (territory and residency) to each individual [40].
Pharmacological manipulations were performed 1 h before gate re-
moval (see above). The gate was raised 10 min after sunset (at 7 P.M.)
and fish were separated 10 min after conflict resolution.

2.4. Data processing

Locomotor and electric displays were analyzed by a researcher blind
to the experimental groups and treatments. Following [40], we iden-
tified the three phases of agonistic encounters: (1) evaluation phase:
from time O (gate removal) to the occurrence of the first attack; (2)
contest phase: from the occurrence of the first attack to conflict re-
solution (resolution time); and (3) post-resolution phase: 10 min after
conflict resolution. Conflict resolution was defined as the moment we
observed the third consecutive retreat of one fish without retaliation.
This criterion unambiguously defined subordinate status; fish fulfilling
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this requirement were never observed to change their status in the
following 10 min of interaction. Contests that did not reach an estab-
lishment of dominance/subordination after 20 min of interaction were
interrupted and labeled as “dyads with engagement without resolu-
tion”. Dyadic interactions in which there was no engagement in conflict
during 20 min after gate removal were interrupted and considered
“dyads with no engagement”. Both conditions were only observed in
FAD-treated dyads.

To calculate attack rate, we divided the number of attacks (bites,
nips, nudges) [52] by contest duration time in seconds. We identified
previously described transient submissive electric signals: offs (EOD
interruptions), chirps (abrupt increases in EOD rate) [40], and electrical
submission (stable, post-resolution EOD rate rank) [53]. We calculated
off and chirp rate (for contest and post-resolution phases together) by
dividing the number of offs and chirps produced in both phases by the
duration in seconds. To calculate electrical submission, we determined
mean EOD rates in dominants and subordinates during pre-contest
(before gate removal) and post-resolution in 10-60 s recordings from
both phases, using the software Clampfit (Axon, 10.0.0.61). To quantify
the difference in EOD rate between contenders, we calculated the
subordinate / dominant EOD rate index (S/D rate index). Index values
below 1 indicate that the dominant EOD rate is higher than the sub-
ordinate EOD rate.

2.5. Statistics

To analyze the effect of cyproterone acetate on EOD waveform of
testosterone-implanted fish we used a paired t-test and compared AV4/
AV3 index in the same individual at day 0 and day 15 of treatment. As
behavioral data did not fit a gaussian distribution, they were analyzed
with non-parametric tests: Wilcoxon Matched-Pairs test (paired vari-
ables in the same fish or the same dyad comparing dominant and
subordinate), Mann-Whitney U test (independent variables using sets
of data from different fish). For this reason, results are expressed as
median * interquartile range throughout. Twotailed Fisher exact test
was used to compare the proportion of dyads that achieved contest
resolution in control and FAD groups.

3. Results
3.1. Female-female non-breeding territorial aggression

Female-female dyads of Gymnotus omarorum displayed robust ago-
nistic behavior in the neutral arena protocol (Fig. 2). All dyads engaged
in agonistic interactions, and all ended in the establishment of domi-
nant/subordinate status. The larger fish became dominant in 6 out of 8
contests. Agonistic encounters exhibited characteristic phases pre-
viously described for the species: (1) a short evaluation phase (first
attack latency = 34.8 £ 8.8 s, n = 8); (2) a contest phase (contest
duration, 273 *= 85.6 s, n = 8), and (3) a post-resolution phase
(Fig. 2A). The contest phase was characterized by overt aggressive
displays, higher in dominants compared to subordinates (attack rate
Wilcoxon Matched-Pairs test, p = 0.008, n = 8, Fig. 2B). In addition,
dominant and subordinate attacks were strongly correlated during
contests (R? = 0.8, p = 0.003, n = 8, data not shown). During contest
and post-resolution phase subordinates emitted electric signals of sub-
mission (off rate 0.02 * 0.005, n = 8; and chirp rate 0.025 =+ 0.01,
n = 8, data not shown). After resolution, EOD rate rank was estab-
lished, and the acquired status of dominants and subordinates did not
reverse (Fig. 2C). In the pre-contest phase contenders did not differ in
their basal EOD rates (S/D rate index = 1.01) whereas after resolution
dominants’ EOD rates were higher than their counterpart subordinates
(S/D rate index = 0.6; pre-contest vs post-resolution S/D rate index:
Wilcoxon Matched-Pairs test, p = 0.016, n = 7, Fig. 2C).
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Fig. 2. Female non-breeding aggression characterization. (A.)
Female dyadic encounters displayed the three typical phases of
agonistic behavior. Submission signals began during the contest
phase and continued into post-resolution. (B.) Individuals which
achieved dominance showed higher aggression levels than their
counterparts during conflict. (C.) Dominant and subordinate status
was expressed by post contest EOD rate. Rates were compared by
the subordinate / dominant EOD rate index (S/D rate index). Index
values were near 1 before contests and significantly lower after
conflict resolution.

A .
engagement resolution
attack latency =35 s conflict duration = 273 s
evaluation contest  postresolution
1st off 1st chirp
off latency = 101 s chirp latency = 226 s
B C
Aggression Electric submission
0.4+ 2.0q
— o
4 x
2 0.3 * 3 1.5 ° *
[ =
© 2
€ 0.2 Q T 1.04 %
« [a)
= [ = )
< 7
dominant subordinate pre-contest post-resolution

3.2. Hormonal modulation of aggression: acute aromatase inhibition

To assess rapid effects of estrogens on the expression of non-
breeding female territorial aggression, we acutely treated both fish of
the dyad with fadrozole. The first and foremost effect of aromatase
inhibition upon dyadic interaction was a significant decline in overall
aggression. As shown in Fig. 3A, 8 out of 8 control dyads engaged in
conflict in less than 28 s; all of them reached conflict resolution and
establishment of dominant/subordinate status in less than 156 s. Fa-
drozole-treated dyads showed conflict engagement in 7 of 10 dyads, of
which only 5 resolved their conflict (conflict resolution: Fisher exact
Test, p = 0.035, npap = 10, ncrrr = 8). The other two dyads which
engaged in conflict did not achieve resolution in a 20 min period
(Fig. 3A). Of the 5 dyads which resolved the conflict, in 3 the larger
contender achieved dominance. The administration of FAD increased
the latency to the first attack in comparison to control dyads (Mann-
Whitney U test, p = 0.014, npap = 7, ncrrr. = 8; Fig. 3B) and in dyads
with conflict resolution there was a conspicuous decrease in aggression
levels. The attack rates of dominants displayed during contests were
significantly lower than control dyads (Mann-Whitney U test,
p = 0.019, ngpp = 5, nergrr, = 8; Fig. 3C), as were the attack rates of
subordinate fish (Mann-Whitney U test, p = 0.006, ngpap = 5,
nerry = 8; Fig. 3D). This striking overall effect upon aggression levels
most probably accounts for the lower percentage of conflict resolution.
However, it does not generate a significant modification in the ac-
companying electric social signals of submission. Subordinates of the
dyads with aromatase inhibition did not differ in off rate (Man-
n-Whitney U test, p = 0.9, ngap = 7, Ncrr. = 8), nor chirp rate
(Mann-Whitney U test, p = 0.3, npap = 7, nerre = 8). In addition, EOD
rate rank was established in FAD-treated dyads just as in control ones.
Post-resolution S/D rate index values were lower than before the con-
test, reflecting a higher rate of dominants in comparison to subordinates
after resolution (pre-contest vs post-resolution S/D rate indexgap: Wil-
coxon Matched-Pairs test, p = 0.06, n = 5, data not shown). Not only
did the S/D rate index decrease after resolution as in controls, but the
values in themselves did not differ between FAD and control dyads,
neither during pre-contest phase (Mann-Whitney U test, p = 0.84,
Npap = 5, Ncrre = 7) nor after conflict resolution (Mann-Whitney U
test, p = 0.11, ngap = 5, nerre = 7). Fadrozole-treated dyads showed
no difference in locomotor activity 1 h after injection, before gate re-
moval, compared to controls (Mann-Whitney U test, p = 0.28,
ngap = 20, nergrr, = 16, data not shown).

3.3. Hormonal modulation of aggression: acute androgen receptor
antagonism

To analyze if, in addition to estrogenic modulation, endogenous
androgens have direct rapid effects upon non-breeding aggression, we
treated both contenders of a group of dyads with cyproterone acetate.
Acutely blocking the androgen receptor function had no effects upon
overall aggression dynamics. Neither conflict engagement, latency to
first attack, conflict resolution, nor aggression levels of dominant or
subordinate fish showed any significant difference in comparison to
control dyads (Mann-Whitney U test attack latency, p = 0.56, nca = 7,
nerrr, = 8; Mann-Whitney U test dominant attack rate, p = 0.67,
nca = 7, ncrre = 8; Mann-Whitney U test subordinate attack rate,
p = 0.09, nca = 7, ncrr = 8, data not shown). Subordinates of the
dyads with CA did not differ in off rate emission (Mann-Whitney U test,
p = 0.45, ncpy = 7, ncrre. = 8), nor chirp rate (Mann-Whitney U test,
p = 0.25, ncpy = 7, ncrrr, = 8). EOD rate rank was established in CA-
treated dyads as well as in control ones (pre-contest vs post-resolution
S/D rate indexca: Wilcoxon Matched-Pairs test, p = 0.016, n = 7).
Moreover, S/D rate index did not differ between CA and control dyads,
neither during pre-contest phase (Mann-Whitney U test, p = 0.38,
nca = 7, nerre = 7) nor after conflict resolution (Mann-Whitney U test,
p = 0.38, nca = 7, ncrr = 7).

4. Discussion

This is the first report on the evaluation of hormonal control of non-
breeding female aggression in a teleost species. We show that a. non-
breeding females of Gymnotus omarorum display robust aggressive ter-
ritorial behavior, b. this aggression depends on rapid modulation of
aromatase, revealing the importance of short-term effects of estrogens,
and c. androgens show no rapid modulation upon this behavior.

Territorial aggression in G. omarorum has previously been reported
to occur both in males and females, and be sexually monomorphic
[40,41]. Nevertheless, the careful analysis of female aggression sepa-
rately from male aggression is imperative to approach the hormonal
modulation of this behavior. Overtly similar behavior may in fact be
based on sexually distinct underlying mechanisms (reviewed in [54]).
This is the case of the similar parenting behavior in male and female
prairie voles, which are underlain by sexually different vasopressin
innervation in key brain areas (reviewed in [54]). In the present study,
female G. omarorum engaged, as expected, in highly aggressive and
escalated contests during the non-breeding season, competing for space
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as a resource. After a short evaluation time, contests were initiated and
resolved in less than 5 minutes. The larger female won most of the
fights, submission was signaled by transient social electric signals and
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Fig. 3. Effects of acute inhibition of aromatase on female non-breeding ag-
gression. (A.) Fadrozole treated dyads engaged less in conflict than control
dyads and only 5 dyads reached conflict resolution and established dominant/
subordinate status. (B.) The latency to first attack in FAD-treated dyads was
significantly lower than in control dyads. (C.) Individuals which achieved
dominance displayed lower attack rates during contests in FAD-treated dyads
compared to control dyads. (D.) Subordinates showed lower attack rates in
FAD-treated dyads in comparison to controls.

dominance was displayed by actively excluding the subordinate fish
from the acquired territory while establishing an EOD rate rank, as has
previously been reported [40,53,55]. Non-breeding territorial behavior
in G. omarorum is extremely robust and maintains its features and
overall dynamics independently of sex, across controls of many ex-
perimental approaches and in surgically sexed animals
[32,39,40,53,55,56]. Lab results showing no sexual differences in non-
breeding territorial aggression complement the data on spacing of this
species in the wild, in which males and females own same-sized terri-
tories in the non-breeding season [38]. Non-breeding territorial ag-
gression may be related to the defense of foraging patches since elec-
trogeneration has been reported to impose high basal metabolic
requirements [57]. Weakly electric fish continuously discharge EODs
throughout their life and EOD amplitude is known to be strongly cor-
related with fish size in G. omarorum [58] and other electric fish
[59-61]. Larger fish not only hold larger territories in the wild, re-
gardless of sex [38], but also have a higher chance of winning a contest
([40], this study).

Non-breeding aggression in birds and mammals has been reported
to be mediated by the circulating precursor DHEA which is converted
into active sex steroids (androgens and estrogens) within the brain
(reviewed in [16]). As an exploratory step in evaluating the role of sex
steroids in non-breeding female aggression in G. omarorum, we phar-
macologically manipulated the androgenic pathway. Rapid actions of
androgens have been reported to occur in rodent hippocampal slices,
where androgens promoted changes in dendritic spine morphology
mediated by androgen receptors through nongenomic processes [62],
and in muscle and cancer cell lines (reviewed in [63,64]). Rapid actions
are suggested to underlie androgenic effects on behavior in the fish
Lythrypnus dalli , where territorial aggression increased within 2 h of
exogenous administration of 11-ketotestosterone, a non-aromatizable
androgen [65]. Cyproterone acetate is an antagonist of androgen re-
ceptors, including those mediating fast actions [66] and was effective in
G. omarorum as it blocked an androgen-induced change in EOD wave-
form (Fig. 1). Short-term blocking of androgen receptors, however,
showed no influence upon non-breeding aggression dynamics nor the
establishment of dominant/subordinate status. These results suggest
that if androgens are directly involved at all in sustaining female ag-
gression during the non-breeding season, their action may be through
genomic mechanisms, and thus be evinced in a longer time frame. In
male G. omarorum, non-breeding aggression remains unchanged under
long term elimination of gonadal hormones, ruling out their role as
modulators [32]. In the year-round territorial fish Stegastes nigricans,
non-breeding circulating androgens are low, and remain so in both
sexes after an aggressive encounter, although long term androgen re-
ceptor blocking decreases aggression in males but not females [67,68].
We have yet to explore if long-term direct effects of androgens, re-
gardless of their source, occur in male and female non-breeding ag-
gression in G. omarorum.

Estrogens have been put forth as key elements in models of non-
breeding aggression. Pioneer studies in birds show long-lasting ar-
omatase inhibition reduces aggression which can be recovered by es-
tradiol treatment [69,70]. We focused on the role of this steroidal
pathway in the non-breeding aggression of female G. omarorum using
acute aromatase inhibition and showed an important role of estrogens.
There was an overall decrease in motivation to display aggression,
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revealed both by an important delay in initiating overt aggression and a
significant decrease in dyads which reached conflict resolution (Fig. 3).
These results were strikingly similar to what has been reported for male
G. omarorum, in which potential winners failed to either resolve con-
tests or achieve dominance when acutely treated with an aromatase
inhibitor [32]. Interestingly, despite affecting the intensity of ag-
gressive interactions, aromatase inhibition did not affect electric sig-
nalling, which suggests that the electrogeneration system is not sensi-
tive to rapid estrogen effects per se. These results fall in line with reports
in another Gymnotiform species, in which no aromatase expression was
detected in neural circuits underlying electric signals [74]. Our results,
taken together with reports of estrogenic modulation of male aggression
[32], support estrogen as a key modulator of non-breeding aggression,
acting through rapid mechanisms in this species. Estrogen, most prob-
ably brain derived, has been reported to have rapid effects underlying
non-breeding aggression in birds and mammals [25-27,37,69]. The
magnitude of these rapid effects upon behavior have been shown to
depend on estrogen sensitivity i.e. higher estrogen receptor expression,
in key brain regions [29]. It is interesting to focus on how female ag-
gression can bring novel and sexually distinct mechanisms into con-
sideration. In the songbird brains, in vitro assays show that estradiol
decreases brain enzymatic activity, responsible for neural metabolism
of DHEA to active sex steroids, within 10 min and that this rapid effect
is greater in females than males [71]. Non-breeding female Siberian
hamsters, which display robust aggression, have very low circulating
estrogen levels which are offset by a seasonal increase in estrogen
sensitivity in brain areas associated with aggressive behavior [37].
Teleost fish, which have exceptionally high aromatase activity that
shows both seasonal plasticity and sexual differences (reviewed in
[72]), emerge as an advantageous model for this approach.

5. Concluding remarks

In this study we show for the first time in a female teleost that non-
breeding aggression depends on estrogen production. Females of
Gymnotus omarorum rely on short term estrogen synthesis to engage in
territorial aggression, maintain high levels of aggression, and ultimately
reach conflict resolution from which dominant/subordinate status
emerges. Our results highlight the importance of fast acting estrogens in
the control of non-breeding female aggression in G. omarorum which,
taken together with our reports from males of this species as well as
contributions from bird and mammal models, point to common stra-
tegies across species.
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ANEXO 4

Proceso de puesta a punto de Cromatografia Gaseosa acoplada a
Espectrometria de Masa (GC-MS) para la cuantificacion de esteroides en la

plataforma del IIBCE.

La cuantificacion de esteroides ha sido llevada a cabo clasicamente por inmunoensayos
(RIAy ELISA). EI método de deteccion y cuantificacion por espectrometria de masa (MS)
comenzd a cobrar relevancia hace algunos afios y se ha convertido en el estandar de
oro actualmente, en especial cuando se pretende cuantificar mas de una estirpe
esteroidea en una misma muestra. La deteccion por MS se acopla a un método de
separacion cromatografica previo (liquida, LC o gaseosa, GC), que separa los diferentes
esteroides para luego ser detectados por MS. Las ventajas de las técnicas de LC-MS o
GC-MS para cuantificar en comparaciébn con inmunoensayos radican en la alta
especificidad (evita reacciones cruzadas con moléculas similares), gran sensibilidad y la
posibilidad de cuantificacion de multiples moléculas en una misma muestra. La
contraparte de las ventajas que supone el MS para cuantificar esteroides es que se
necesita una gran inversion inicial en equipamiento. Asimismo, y de igual importancia es
la necesidad de contar con personal técnico de alta calificacién y dedicacion para el

manejo del equipo.

En esta tesis, en una primera instancia se plante6 cuantificar un panel de esteroides por
cromatografia de gases acoplada a espectrometro de masa (GC-MS), considerando las
ventajas antes mencionadas, y aprovechando la oportunidad de contar con un equipo
institucional en el IIBCE. Utilizar esta metodologia implica primero la puesta a punto del
meétodo de cuantificacion (sin precedentes en Uruguay, y muy poco utilizado para
esteroides cerebrales a nivel mundial), y luego la puesta a punto de un método de
extraccion de esteroides del tejido cerebral compatible con el GC-MS. Como muestra la
Figura A_1, latécnica de GC-MS implica la inyeccion de la muestra que se volatiliza para
luego pasar por una columna transportada por una fase gaseosa. A la separacion de la

muestra por GC le sigue la deteccién por MS, que implica la fragmentacién de las



moléculas en iones, cuya relacién masa/carga (m/z) es caracteristica de cada molécula,
y por lo tanto identificable. Del espectro de iones que resultan de la fragmentacion de
cada molécula se eligen dos, el cuantificador y el calificador, que corresponden a los
picos de mayor intensidad. La intensidad de los iones (medida como el area bajo la curva

en el cromatograma) se extrapola a una curva de calibracién para inferir la concentracion.
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Durante la tesis se desarrollaron varias etapas de la puesta a punto de la técnica con el
objetivo de cuantificar hormonas esteroides en plasma y cerebro. Se cumplieron
diferentes etapas, desarrollados en paralelo, para la puesta a punto en la medicion de

hormonas esteroides en un GCMS, Shimadzu QP 2010 Ultra con una columna Agilent
HP-5ms (0.25 ym x 30 m x 0.25 d.i). Esta técnica permite la cuantificacion de multiples
compuestos en una sola muestra, utiizando hormonas marcadas con deuterio como
estandares internos. En lineas generales la puesta a punto se centré en disefiar una
apropiada volatilizacion de las hormonas de interés, la separacion cromatografica de las
hormonas de interés, la identificacion inequivoca de éstas y su cuantificacion confiable y
en paralelo, la correcta extraccion de las hormonas de las matrices biologicas de interés

(plasma 'y cerebro).



a) Derivatizacion (volatilizacion).

Dado que los esteroides presentan una volatilidad no predecible a las temperaturas en
las que se trabaja en el GC-MS, se debe realizar un proceso que aumente su
volatilizacion y permita que esta sea regular y sistematica. Esto se logré mediante la
derivatizacion, que implica la adicién de grupos sililos a las hormonas. En una primera
etapa, se trabajé con hormonas estandar, y se ensayaron tres productos derivatizantes:
(N-trimethylsilylimidazole (TMSI, Sigma), N-Methyl-N-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide
(MSTFA, Sigma) y Silylating mixture Fluka Ill, en diferentes condiciones de: relacion
derivatizante/hormona, tiempo de reaccién y temperatura de derivatizacion.

Al cabo de las diferentes pruebas se decidio 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 retencion y espectro de masa de las hormonas estandar
derivatizadas y deuteradas (estandares internos).

Se usaron hormonas estandar de 17B-estradiol, 11-ketotestosterona, testosterona y
dehidroepiandrostenediona, y dos estandares internos deuterados (Estradiol-d y
Testosterona-d). Para cada hormona se obtuvo el espectro de masa (distribucién de
iones por relacién m/z) en el modo total ion current (TIC) donde se registran el total de
iones generados y se identifico el pico base (ion de mayor intensidad, que se usé como

ion cuantificador, Fig. A_2).

Figura A _2: Espectro de

lon
cuantificador

('] iones correspondiente al 173-

estradiol 2 sililado en el modo

lon calificador

k g total ion current (TIC). Con

las flechas se indican el ion

‘ cuantificador (m/z=285) y el

205
45
0- kl l ! lh. re) |5|Al‘3 “ li“\ .[ L 74 L ! 83503 . g
S e e W RS TR N T N calificador (m/z=416).




Se us6 ademas otro ion caracteristico adicional, que no se repite en las otras hormonas
(ion calificador). Se definieron los tiempos de retencién de cada hormona, y se constato

gue no habia superposicion de estos tiempos entre diferentes hormonas (Tabla A_1).

Tabla A_1: Esteroides incluidos en la puesta a punto, sus tiempos de retencion y los
iones caracteristicos de cada espectro.

Esteroide Tiempo de lones (M/z)
retencion (min)

17B-Estradiol-2 Sililado 20.35 416, 285, 129, 232, 326
DHEA-2 Sililado 18.75 360, 270, 304, 231
Testosterona-2 Sililado 20.34 432, 417, 270, 209, 196
11-KT-2 Sililado 22.26 446, 208, 289, 431, 193
17B-Estradiol 19.44 272,213,172, 160, 146
Testosterona 19.88 124, 147, 203, 246, 288
11-KT 21.82 122,181, 163, 302, 243

Una vez identificados los iones, para el resto de la puesta a punto y la cuantificacion se
pas6 al modo selected ion monitoring (SIM), que implica el uso del instrumento para
registrar la corriente i6nica de relaciones m/z seleccionados, los cuales son
caracteristicos de la molécula de interés, en una ventana temporal especifica. En este
modo el espectrometro de masa no escanea todos los iones, y de esta manera se habilita
el andlisis cuantitativo. En la Figura A_3 A se muestra el cromatograma del 17p-estradiol

en modo SIM, donde se pueden observar los iones cuantificador y calificador.

c) Generacion del protocolo de inyeccidon y condiciones cromatograficas.
Se pusieron a punto las rampas de temperatura, tipo de inyeccion, modo de inyeccion
(manual o automatico, split o splitless), y cantidad de muestra inyectada para cada

hormona estandar.

d) Curvas de calibracion, repetibilidad y sensibilidad con estandares en acetona.



Se realizaron curvas de dilucién con concentraciones decrecientes y se comparo la

repetibilidad en resultados de corridas sucesivas con diferentes tiempos entre la
derivatizacion y la inyeccion. Se trabajé exhaustivamente en el mejoramiento de la
sensibilidad de la cuantificacion. En la Figura A_3 B se muestra un ejemplo de curva de
calibracion para los dos iones seleccionados del 17B3-estradiol. Es posible observar que

la curva es lineal tanto para el ion cuantificador (285) como para el calificador (416).
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Figura A_3: Cuantificacidon del estandar correspondiente al 17B-estradiol.
A. Cromatograma representativo del 173-estradiol en modo SIM. Se observan los iones
cuantificador (285) y calificador (416). B. Curvas de calibracion para el ion cuantificador

y el calificador del 17p-estradiol.

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

Clara), variando los solventes de acondicionamiento, purificacion y elucién.

El proceso de la puesta a punto evidencié que este método no alcanzé a ofrecer las
garantias requeridas para una cuantificacion confiable. Luego de una larga etapa en la
gue se logré sortear diferentes dificultades y obtener una repetibilidad aceptable, se
constatd que la sensibilidad lograda no era suficiente para el analisis de las muestras.

Como ejemplo, trabajando con hormonas estandar se pudo cuantificar hasta un minimo
de 6pg/ml de testosterona, cuando nuestros resultados esperados estaban en el entorno

de 0,1 pg/ml de testosterona plasmatica, y 0,05 ng/g de testosterona cerebral.



Estos resultados nos llevaron a optar por el método de cuantificacion por LC/MSMS en
la Universidad de British Columbia, mostrado en el Capitulo 3. A lo largo de los dos afios
de trabajo en el GC-MS del IIBCE trabajé junto a Federico Reyes en su etapa de
maestria, y contamos con el apoyo altamente comprometido de los técnicos de la
plataforma (QF Manuel Minteguiaga, Lic. Karen Malan) y la Comision encargada (Dr.
Andrés Abin, Dra. Silvia Batista). Sin embargo, estos resultados y el trabajo en la
plataforma analitica de la UBC pusieron de manifiesto la enorme importancia de contar
con técnicos encargados de altisima dedicacion horaria y remuneracion acorde a la
responsabilidad. La ausencia de estos actores, tipico de las instituciones de investigacién
nacionales, son un elemento crucial e indispensable para el desarrollo de puestas a

punto complejas y novedosas.
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Aggressive behaviors occurring dissociated from the breeding season encourage the
search of non-gonadal underlying regulatory mechanisms. Brain estrogen has been
shown to be a key modulator of this behavior in bird and mammal species, and it remains
to be understood if this is a common mechanism across vertebrates. This review focuses
on the contributions of Gymnotus omarorum, the first teleost species in which estrogenic
modulation of non-breeding aggression has been demonstrated. Gymnotus omarorum
displays year-long aggression, which has been well characterized in the non-breeding
season. In the natural habitat, territory size is independent of sex and determined by
body size. During the breeding season, on the other hand, territory size no longer
correlates to body size, but rather to circulating estrogens and gonadosomatic index
in females, and 11-ketotestosterone in males. The hormonal mechanisms underlying
non-breeding aggression have been explored in dyadic encounters in lab settings. Males
and females display robust aggressive contests, whose outcome depends only on
body size asymmetry. This agonistic behavior is independent of gonadal hormones and
fast acting androgens. Nevertheless, it is dependent on fast acting estrogenic action,
as acute aromatase blockers affect aggression engagement, intensity, and outcome.
Transcriptomic profiling in the preoptic area region shows non-breeding individuals
express aromatase and other steroidogenic enzyme transcripts. This teleost model
reveals there is a role of brain estrogen in the control of non-breeding aggression which
seems to be common among distant vertebrate species.

Keywords: Gymnotus omarorum, non-breeding aggression, fadrozole, natural spacing, estrogen

INTRODUCTION

The study of territoriality can provide insight into how animals integrate social and environmental
cues with their physiological context to produce behavioral responses. Steroid hormones are key in
this integration, affecting behavior through the modulation of brain areas belonging to the social
behavior network (1-3). Territoriality occurs when animals defend spatially associated resources
against competing individuals, and it is frequently mediated by agonistic encounters (4-6). Animals
will only defend resources when the benefits exceed the costs of defense, and this is key to
understanding how spacing, mating, and social systems have evolved (7). Pioneering studies in the
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field of behavioral ecology (8) have shown that optimal cost-
benefit balance in territorial defense occurs when animals
compete for mating opportunities, while the defense of resources
unrelated to reproduction is less often observed. Nonetheless,
in a few species territorial defense is present year-round (9-11),
which may ensure access to foraging areas or protection from
predators across seasons (4). Territorial aggression may thus
occur in these unconventional cases uncoupled from a breeding
physiology and independently from gonadal hormones.

Aggressive behaviors which occur dissociated from the
breeding season, encourage the search of non-gonadal
underlying regulatory mechanisms (12, 13). Early reports
in wild birds established the independence of non-breeding
aggression from circulating androgens (14-16). Many studies
have shown that aggression may occur when gonads are
regressed and even after castration in some species of birds,
mammals, reptiles and fish (9, 11, 17-25). In addition, it has also
been reported that territorial challenges during the non-breeding
season do not affect circulating testosterone (22, 26, 27). Brain
estrogens have been shown to have a forefront role in the
regulation of non-breeding aggression. This was first postulated
by pioneer research showing that estrogens promote aggression
in non-breeding song sparrows (18, 28, 29) and in California
mice subjected to a short photoperiod (30, 31). Aromatase,
which converts androgens into estrogens, is present in brain
regions related to aggression, and may display seasonal changes
in activity (32, 33). This raises the question: is the role of brain
estrogen underlying non-breeding aggression a general strategy
across vertebrates?

Fish are an ideal group to approach this question as they
are evolutionarily early vertebrates, they display diverse and
elaborate social behaviors, brain areas related to social behavior
are conserved, and they exhibit extraordinarily high levels of
brain aromatase activity (34-38).

This review focuses on the contributions from a teleost fish
model on the hormonal modulation of non-breeding territorial
behavior, to better understand different mechanisms underlying
aggression. South American weakly electric fish of the Order
Gymnotiformes, constitute a highly diverse group. They produce
electric organ discharges (EOD) that are used for active sensing
and communication [reviewed in (39)], and their well-known
electrogenic system is composed of discrete nuclei in the
brainstem and spinal cord and a peripheral electric organ.
This system has been shown to be hormone-sensitive in many
of its components frequently producing sexually dimorphic
communication signals, making these fish well established
models to study steroid action on neural circuits underlying
behavior (40-49). Gymnotus omarorum occurs naturally at
the southern boundary of gymnotiform distribution in South
America (Uruguay). It is a seasonal breeder, yet it displays year-
round territoriality in both males and females (50). It allows the
analysis of territorial aggression in the natural habitat as well
as the exploration of its proximate mechanisms in lab settings.
The fact that this behavior occurs when gonads are regressed
and circulating sex steroids are low, puts the spotlight on brain
synthesis of steroid hormones. This is the first teleost model that
contributes to revealing common estrogenic roles in the control

of non-breeding aggression, broadening the perspective of the
current state of knowledge currently based mostly on bird and
mammal models.

YEAR-LONG SPACING IN THE NATURAL
HABITAT

The spacing patterns of G. omarorum in the natural habitat likely
reflect year-long territorial defense in both males and females.
Territorial defense, usually associated with breeding males, has
been proposed to follow two general principles: (1) territory size
depends on body size as it is the universal indicator of physical
strength and resource holding power (51-53); and (2) territory
size depends on individual reproductive state and may be related
to circulating androgen levels (54-56). Sexual dimorphism in
territory size during breeding can also be expected even in species
in which both sexes display territoriality, as males and females
may have asymmetries in their motivation and/or their fighting
ability. This is the case of red squirrels (Sciurus vulgaris), for
example, in which males often hold larger territories than females
(57) or in the striped plateau lizard (Sceloporus virgatus), in which
females are more territorial than males (58).

During the breeding season (corresponding to the austral
spring-summer, from December to February), this sexually
monomorphic species displays similar patterns of spatial
arrangement for males and females (59). In resting diurnal
conditions, both males and females are found occupying
individual spots, distanced at least a meter away from their
closest neighbor. A close analysis shows that sex is relevant
in spatial arrangements, as animals are more likely to have
an opposite-sex than a same-sex closest neighbor. Although
males and females hold same-sized territories, when the size
of each territory is normalized to its owner’s body size, sexual
dimorphism arises as females hold relatively larger territories.
This interesting difference is probably due to sex-biased
reproductive requirements associated to anisogamy, which may
lead to higher metabolic requirements in females and thus
the need for larger foraging grounds. In male G. omarorum
gonadosomatic index (GSI) did not show correlation to territory
sizes, but circulating 11-ketotestosterone (11-KT, the main
bioactive androgen in teleost fish) marginally predicted territory
size (59). This data falls in line with the well documented
relationship between androgens and male territorial behavior
(60-62). In contrast, both female GSI and circulating estradiol
show high predicting power on territory size, which constitutes
the first report to associate circulating estradiol and territory size
in a vertebrate species (59). In the light of the evidence that
estradiol promotes female aggression (63-65), ovarian estradiol
is likely involved in the modulation of breeding territorial
aggression in this species. In summary, during the breeding
season, sexually dimorphic individual traits seem to influence
motivation toward territory defense in G. omarorum impacting
on individual spacing in the wild in a sex-dependent manner.

During the non-breeding season (corresponding to the austral
autumn-winter, from June to August), adults of G. omarorum
occupy individual spots in the wild separated at least one meter

Frontiers in Endocrinology | www.frontiersin.org

July 2020 | Volume 11 | Article 468


https://www.frontiersin.org/journals/endocrinology
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/journals/endocrinology#articles

Silva et al.

Steroid Regulation of Fish Aggression

from the closest neighbor. Sex of individuals does not bias
spacing, as closest neighbors are randomly opposite-sex or same-
sex. Body size, but not sex, correlates positively with territory
size (59). Motivation to maintain territories in the non-breeding
season may be related to the fact that these fish continuously
produce electric signals as a means of communicating and
imaging their world. Electrogeneration is an energetically
expensive process which has been associated with high basal
metabolic requirements (39, 66) and most likely imposes high
year-long foraging demands. Equally sized territories between
males and females may reflect the same energetic requirements
in both sexes.

GONAD-INDEPENDENT AGONISTIC
BEHAVIOR MEDIATES NON-BREEDING
TERRITORIAL BEHAVIOR

G. omarorum is one of the few teleost species in which
the hormonal regulation of non-breeding aggression has been
studied [see also damselfish, (22, 27, 67)], and the only teleost
species in which the determinants of natural non-breeding
spacing have been explored in the field (59).

The acquisition and defense of territories in non-breeding
G. omarorum have been empirically shown to be mediated by
agonistic encounters in laboratory settings (68). When staging
dyadic agonistic encounters using a neutral plain arena, all
fish engage in rapid escalated conflicts in which the dominant-
subordinate status is achieved in <5min. Subordinates end
the struggle when they decide to stop attacking and retreat.
In addition, they further signal their surrender electrically:
first interrupting their EOD to hide from the dominant,
then emitting transient electric submission signals, and finally,
adopting a lower post-resolution EOD basal rate (69, 70).
The intensity of submission signals emitted by the subordinate
individual is correlated to the aggression levels displayed
by the dominant (71). Body size is the only predictor of
contest outcome, while individual sex has no significant
influence (69). After resolution, dominants monopolize the
acquired territory and actively exclude subordinate fish to
the periphery of the tank (68). Laboratory evidence falls
in line with what is observed in the wild, where non-
breeding territory sizes are determined by body size and
are unrelated to sex. Several pieces of evidence support
that the non-breeding agonistic behavior of G. omarorum is
independent of gonadal hormones. First, intra and intersexual
non-breeding agonistic contests are indistinguishable (69, 72).
Secondly, aggressive challenges do not have an effect on
circulating 11-ketotestosterone (72). Moreover, the clearest
evidence of gonadal independence of non-breeding aggression
in G. omarorum is that agonistic behavior persists unchanged
after castration. Gonadectomized and control dyads do not
differ in contest outcome, dynamics, aggression levels, nor
submissive displays (21), demonstrating that the low levels of
non-breeding circulating gonadal hormones are not necessary for
the occurrence of this behavior.

NON-GONADAL ESTROGENS MODULATE
NON-BREEDING AGONISTIC BEHAVIOR

Brain estrogens are critical regulators of non-breeding
aggression. In the absence of high circulating testosterone,
brain derived estrogens may be synthesized from circulating
adrenal dehydroepiandrosterone (DHEA), proposed to have a
key role underlying non-breeding aggression in mammals and
birds. DHEA is reported to have higher plasmatic levels in the
non-breeding season in birds (26, 73), its levels may respond
to social challenges in birds and mammals (26, 74, 75) and
it can be metabolized in the brain into active androgens and
estrogens (76, 77). In contrast to the breeding season, in non-
breeding mammalian and avian models estrogens exert rapid
effects upon aggression which reflect non-genomic mechanisms
(30, 31, 78, 79). In turn, aggressive interactions can produce
changes in steroid hormone levels in specific brain areas of the
songbird model (76, 80).

In G. omarorum the influence of gonadal hormones in
the non-breeding aggression has been ruled out by castration
experiments (21), and the role of extra-gonadal steroid hormones
has been tested via pharmacological manipulations. Short term
involvement of androgens and estrogens was explored focusing
on the effects these hormones have on the rapid dynamics of
conflict and resolution. Acutely impeding aromatase action by
administration of its inhibitor (Fadrozole, 60 min pre contest)
in intrasexual dyads had a profound effect in non-breeding
agonistic encounters of G. omarorum. Overall, results from both
male-male and female-female contests show that the inhibition
of estrogen synthesis causes a decrease in aggressive displays
revealed by an important delay in initiating overt aggression.
In addition, it decreases aggression levels and prevents potential
winners (larger fish) from achieving dominance (21, 81).
Direct short-term effects of androgens were ruled out, since
acute treatment with androgen receptor antagonists showed
no influence upon conflict engagement, aggression dynamics
nor the establishment of dominant-subordinate status (81). If
androgens were directly involved in the modulation of non-
breeding aggression in G. omarorum, their action may be evinced
in a longer time frame, as has been observed in other non-
breeding territorial fish in which chronic androgen receptor
blocking decreases aggression (22).

To date, the expression pattern of brain aromatase has been
identified in several teleost species (82-89); including a recent
study in the weakly electric fish Apteronotus leptorhynchus
(90), which also exhibits territorial aggression in non-breeding
conditions (43, 91). Aromatase mRNA was mapped in non-
breeding male and female A. leptorhynchus in the telencephalon,
preoptic area, hypothalamus, and pituitary gland, showing a
high degree of regional conservation with previous reports in
teleosts. Reports of the presence of high levels of aromatase
in the social behavior network strongly suggest these neural
circuits are affected by local estrogen production. Moreover,
testosterone aromatization has reported effects in social behavior
electric displays in Apteronotus (42, 92). The first transcriptomic
study carried out in G. omarorum during the non-breeding
season shows that aromatase, as well as other steroidogenic
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enzymes are expressed in the preoptic area (93). This node
of the social brain has a well-documented role in aggressive
behavior (1, 94-97). Moreover, it has already been shown that
preoptic area neuropeptides have a status-dependent role in
the modulation of non-breeding aggression in G. omarorum
(70, 98). The analysis of local brain synthesis of estrogens and
androgens in this region regulating non-breeding aggression is
currently underway.

Overall, research in G. omarorum point to brain estrogen as
an important modulator of non-breeding aggression acting in
regions of the social brain through rapid mechanisms.

STATE OF THE ART AND PERSPECTIVES:
NEUROSTEROIDS UNDERLYING
NON-BREEDING AGGRESSION

Currently, G. omarorum is the strongest teleost model to
approach neuroendocrine mechanisms underlying non-breeding
aggression. Contributions in this model demonstrate that brain
estrogens are key regulators of non-breeding aggression in a
much broader sense than previously reported. Revised evidence,
brought together from both laboratory and natural settings, shed
light on the sequence of events and underlying mechanisms
leading to territory acquisition and spatial distribution in the
wild (Figure 1). Fish contenders competing for territory display
a short evaluation time and engage in escalated conflicts from
which a clear dominant-subordinate status emerges. Males and

females show no difference in aggressive behavior, but outcome
is biased by body size: the larger fish wins and acquires
the disputed territory. Agonistic behavior is independent of
gonadal hormones and fast acting androgens, although it
is strongly dependent on estrogenic action, revealed by the
rapid and dramatic effect of blocking estrogen synthesis upon
conflict engagement, aggression intensity and establishment of
dominance. Agonistic behavior is a key element for the non-
breeding distribution of fish in the wild in which animals hold
sexually monomorphic territories and body size is the strongest
determinant for territory size.

The year-long territorial behavior of G. omarorum opens
exciting avenues of research on steroid modulation of aggression,
and in particular, the yet unexplored role of both circulating
and brain-derived steroids in breeding territorial aggression.
We have two hypotheses on potential seasonal plasticity in
the role of steroids regulating aggression, which are leading
our current research. First, we understand that non-breeding
contests produce a fast rise in brain estrogen in regions of
the social behavior network. This estrogen peak has a rapid,
non-genomic effect, promoting aggressive behavior, the fast
establishment of dominance, and ultimately, at least in a short
time scale, it correlates to the size of the acquired territory in the
natural habitat. In absence of high circulating sex steroids, we
propose this brain hormonal signature is important in enabling
stable territory distributions in natural populations. Secondly,
based on the correlation between GSI and territory size in
the breeding season, and the independence of aggression from

Engagement in conflict

AGONISTIC BEHAVIOR MEDIATES NON-BREEDING TERRITORIALITY

Establishment of dominance

FIGURE 1 | Events and underlying mechanisms of non-breeding territoriality in Gymnotus omarorum. Laboratory evidence shows that agonistic behavior mediates
territory acquisition, as after conflict resolution dominant animals monopolize the territory and actively exclude subordinate fish to the periphery of the tank. Bodly size,
but not sex, is a strong predictor of conflict outcome. Aggression is maintained even in gonadectomized animals, indicating its independence of gonadal hormones.
Behavioral pharmacology evinces aggression is also independent of rapid actions of androgens, although strongly dependent on rapid estrogenic action, as an
aromatase inhibitor greatly influences conflict engagement, aggression intensity and establishment of dominance. This evidence suggests that brain-derived estrogens
play a key role in agonistic behavior. Agonistic behavior most probably underlies territorial spacing in the natural habitat. Territory sizes are not sex-biased, but do
depend on body size, and we propose that at least in the short-term after dominance establishment, they also correlate to brain estrogen levels.
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Independent of
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rapid androgen action

Dependent on
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gonads in the non-breeding season, we postulate that regulation
of aggression varies seasonally. We hypothesize that estrogens
and androgens maintain key roles as modulators, but their
main sources alternate from the brain (in the non-breeding
season) to the gonads (in the breeding season). In addition,
we propose that non-breeding aggression depends exclusively
upon brain-derived steroids, either produced de novo or from
circulating precursors. Studies testing these two hypotheses
are underway.

The contributions of G. omarorum, a teleost fish with
persistent aggression uncoupled from seasonal breeding, expand
concepts based on mammal and bird models to further
understand the breadth of estrogenic regulation of aggression.
Fish are the oldest and most diverse class of vertebrates.
Thus, common regulation strategies suggest either a very strong
conservation of the trait, or an independent evolution path
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