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Resumen

Los Gymnotiformes son peces nocturnos que habitan en las raices de las plantas flotantes
en las orillas de lagunas de aguas fangosas. Utilizan la descarga de un érgano eléctrico
(DOE) para explorar el entorno y para comunicarse. Aqui mostramos y describimos
respuestas electromotoras tonicas y fasicas a distintos niveles de iluminancia. Las primeras,
son distintas a las de los “efectos indirectos” de la luz a través de la sincronizacién en fase
de los ritmos circadianos. En la oscuridad, principalmente durante la noche, el histograma
de intervalo inter-DOE es tipicamente bimodal, de modo que el pico principal corresponde a
una actividad sostenida del marcapasos, que denominamos intervalo o frecuencia basal y
el pico secundario corresponde a episodios transitorios de alta frecuencia. La luz a niveles
equivalentes a 420 lux causo dos efectos tonicos pero opuestos en la tasa de repeticion de
la DOE. El primero causé un aumento de la regularidad evidenciado por un mayor pico
principal del histograma inter-DOE, con disminucion de su dispersion a expensas de una
importante reduccién o desaparicion del pico secundario lo cual sugiere que los estimulos
luminosos luz bloquean los mecanismos que inducen los de los episodios de alta frecuencia.
En segundo lugar, la moda del pico principal disminuyé sugiriendo un efecto excitatorio de la
iluminancia sobre la tasa de repeticion de la DOE. Las respuestas fasicas presentan un
curso temporal tipico, cuya amplitud aumenta con la intensidad del estimulo. No obstante,
su curso temporal mas lento y la falta de adaptacion las diferencian de las denominadas
respuestas de novedad provocadas por cambios bruscos en estimulos sensoriales de otras
modalidades. Ha sido reportado, y en este estudio confirmamos, que los Gymnotus tienden
a huir de la luz (tenebrotaxia), lo que sugiere que estas respuestas fasicas son
probablemente parte de una respuesta global de evitacién de la luz donde participan no solo
acciones electro- sino también esqueletomotoras. Dentro de un contexto etoecoldgico,
interpretamos que durante la noche, cuando estos peces estan activos, la reduccion de la
iluminancia posee un efecto global sinérgico al ritmo diario habitual y facilita la aparicion de
los episodios de alta frecuencia cuyo significado comportamental no es aun bien conocido.
Durante el dia, los peces descansan en regiones sombrias bajo las plantas acuaticas
evitando las zonas luminosas generadas por el fendmeno de Tyndall ocasionado por el
pasaje de rayos de luz a través de pequefios “0jos” entre plantas. El movimiento de las
plantas por las corrientes asi como el movimiento del sol modifican dichas zonas de luz
exponiendo a estos peces a sus depredadores habituales (por ejemplo Hoplias sp.) los
cuales son macropticos. Las respuestas tenebrotaxicas fasicas durante el dia permitirian a
los peces la evitacion de sus predadores vy facilitar el seguimiento del movimiento de las

islas de plantas flotantes causado por el viento y/o las corrientes de agua.



Abstract

Gymnotiformes are nocturnal fishes that inhabit the root mats of floating plants. They use the
discharge of an electric organ (EOD) both to explore the environment and to communicate.
Here we show and describe tonic and phasic sensory-electromotor responses to light distinct
from indirect effects depending on the light-induced circadian rhythm. At dark, principally
during the night, inter-EOD interval histogram is typically bimodal such that the main peak
corresponds to the basal rate and a secondary peak corresponds to high frequency bouts.
Bright light caused two tonic but opposed effects on the EOD rate, whereby the main peak of
the histogram was increased and its mode decreased at the expense of an erasure of the
secondary peak due to light blocking high frequency bouts. Additionally, light evokes phasic
responses whose amplitude increases with intensity but whose slow time course and lack of
adaptation differentiate from the so-called novelty responses evoked by abrupt changes in
sensory stimuli of other modalities. It is known, and we confirmed that Gymnotus tend to
escape from light suggesting that these phasic responses are probably part of a global “light
avoidance response”. Within an ecological context, we interpret that during the night, when
these fish are active, the lack of light has an overall effect synergetic to the usual daily
rhythm. Fish rest under the shade of aquatic plants during the day. Bright light spots due to
the sun movement alerts the fish to hide in shady zones to avoid macroptic predators and

facilitate tracking the movement of floating plant islands by wind and/or water currents.



Resumo

Gymnotiformes sao peixes noturnos que habitam as raizes de plantas flutuantes nas
margens de lagoas lamacentas. Eles usam a descarga do 6rgao elétrico (DOE) para
escanear o ambiente e se comunicar. Aqui mostramos e descrevemos as respostas
sensorio-eletromotoras ténicas e fasicas a luz, além dos efeitos indiretos que dependem do
ritmo circadiano induzido pela luz. No escuro, principalmente a noite, o histograma do
intervalo inter-DOE (intervalo inter-pulso) é tipicamente bimodal, de modo que o pico
principal corresponde a taxa basal e o pico secundario corresponde aos episédios de alta
frequéncia. A luz brilhante causou dois efeitos tonicos, porém opostos, na (frequéncia) taxa
da DOE, pelo qual o pico principal do histograma aumentou e a sua moda diminuiu a custa
de apagar (desaparecer) o pico secundario devido a que a luz produz o bloqueio dos
episodios de alta frequéncia. Além disso, a luz evoca respostas fasicas cuja amplitude
aumenta com a intensidade, mas cuja lentidao temporal e falta de adaptacao as diferenciam
das chamadas respostas de novidade provocadas por mudancas bruscas nos estimulos
sensoriais de outras modalidades. Sabe-se e confirma-se que os Gymnotus tendem a fugir
da luz, sugerindo que estas respostas fasicas sao provavelmente parte de uma "resposta
global de evasdo a luz". Dentro de um contexto ecologico, interpretamos que durante a
noite, quando esses peixes estao ativos, a falta de luz tem um efeito sinérgico global no
ritmo diario habitual. Os peixes descansam a sombra de plantas aquaticas durante o dia.
Pontos de luz brilhantes devido ao movimento do sol alertam os peixes para se esconderem
em areas sombreadas, para evitar predadores macropticos e para facilitar o rastreamento

do movimento das ilhas de plantas flutuantes causadas pelo vento e/ou correntes.
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Capitulo 1. Introduccion

La luz es una parte del espectro electromagnético emitido por el sol. No obstante, el
término luz es vago si por éste nos referimos a la fraccion que juega un rol crucial en el
mantenimiento de la vida en el planeta. Esta fraccién del espectro de longitudes de onda
tiene limites difusos entre décimas de milimetros y decenas de nanémetros.

En sentido lato, la luz es una sefal en si misma y una portadora fundamental de
informacién para casi todos los seres vivos. Por lo tanto éstos han desarrollado mecanismos
especiales para evaluar el espectro electromagnético que arriba a la Tierra, y utilizar estas
sefales para la organizacion y control del comportamiento.

Debido a los movimientos de rotacién y traslaciéon de la Tierra, los efectos de la luz
son predictivos de las fases de los ciclos diurnos y anuales, por lo que los animales utilizan
sistemas de deteccion de los niveles medios de luz a corto y mediano plazo, y una fisiologia
que puede ser ciclica que acompafa y se sincroniza con los ciclos luminicos. La luz tiene
efectos sensoriales sobre distintas funciones del sistema nervioso y neuroendécrino. Entre
estos efectos se destacan dos: la sincronizacién con los ciclos anuales, estacionales vy
diarios, y la vision. En el primer caso la luz es la sefal, en el segundo es la portadora de
senales.

El factor luz cumple un importante rol en las estrategias adaptativas estacionales de
los animales, incluida la reproduccion y las respuestas al estrés durante la temporada de
reproduccion. El comportamiento de supervivencia individual puede agotar los recursos para
la reproduccion, y reciprocamente la ausencia de recursos disminuir las posibilidades
reproductivas. La duracion del dia (fotoperiodo), es la senal utilizada que permite anticipar
las proximas estaciones y adaptar la fisiologia al ciclo anual. Sobre los mamiferos el ciclo
anual de luz interviene en el control hormonal del metabolismo fosfo-calcico animal a través
de la conversién de un precursor térmicamente labil previtamina D3 en vitamina D. Esta
ultima posee multiples blancos, a nivel intestinal, 6seo, renal, hepatico y los sistemas
circulatorio, inmune y nervioso (Rowan, 1925; Webb y Holick, 1988; Zanuy y Carranza,
2007).

La variacion luminica diaria causa la sincronizacion de los ritmos circadianos a
distintos niveles de organizacion, desde la expresion génica al comportamiento (Cowan et
al., 2017).

Los ritmos circadianos son ritmos biolégicos de naturaleza endégena que tienen un periodo
cercano a las 24hs, expresan un comando ritmico generado por relojes enddégenos que son

capaces de sincronizarse con sefiales externas o “zeitgebers”.



La generacion y el mantenimiento de estos ritmos depende de la expresion de un
grupo de genes reloj, cuya transcripcion ritmica controla la actividad circadiana (Albrecht y
Eichele, 2003; Holzberg y Albrecht, 2003; Ko y Takahashi, 2006). Se requiere la recepcion y
la percepcion de senales sensoriales provenientes del ambiente con el fin de acompasar los
relojes internos y de esta forma poder sincronizar por ejemplo, con el ritmo diario. El ritmo
generado por estos osciladores es transmitido al resto del organismo para lograr la
expresion coordinada de diferentes ritmos en distintos sistemas (Golombek y Rosenstein,
2010).

El cambio diario estable y sistematico en la calidad y cantidad de la luz al amanecer
o al anochecer proporciona el indicador de la fase del dia. La transicion del fotoperiodo es
considerado como una sefial externa temporal “zeitgeber” principal para ajustar la fase
circadiana (foto-sincronizacion, Roenneberg y Foster, 1997). No solo la intensidad de luz es
importante sino que la distribucién de potencia espectral de la luz solar cambia a lo largo
del dia (Théry et al., 2008).

Finalmente, la luz da origen a la vision. Sin embargo, es la vision de cada especie la
que determina qué parte del espectro electromagnético es “luz visual”’ para dicha especie.
Dado que los fotorreceptores expresados por distintas especies han evolucionado para
distintos ambientes, existen especies con sensibilidad a distintos espectros de longitud de
onda caracteristico de modo que podria decirse que existen adaptaciones diversas.

La capacidad fotosensorial se encuentra en la evolucion en la piel de organismos simples y

también en 6rganos visuales especializados.

1.1 La adaptacién funcional a medios de baja luminosidad se asocia con la aparicién
de sentidos homeoactivos

Algunos animales prefieren permanecer en la oscuridad y otros en la luz. Segun la
evolucién funcional basada en tareas, considera que los sistemas sensorial y nervioso
evolucionan en un contexto conductual. La necesidad evolutiva del desarrollo de la vision y
también de su pérdida, esta asociada a las tareas realizadas por la visién. Desde este
enfoque los sentidos son un medio para un fin funcional, la vision puede haber surgido
como el sentido mas util para determinadas tareas y en contra partida otros sentidos
pueden compensar la visién cuando esta no esta presente (o escasamente presente). La
pérdida de agudeza visual ha evolucionado en linajes que habitan en ambientes donde la
disponibilidad de la portadora luminica es relativamente baja, la disminucién de la acuidad
visual esta relacionada con la adaptacion de otras capacidades sensoriales y motoras

funcionales para su entorno vital (de Sousa et al., 2022).



En general, las especies cuya vision es pobre con respecto a las de sus potenciales
depredadores conquistan ambientes de baja Iluminosidad o habitos nocturnos,
escondiéndose durante el dia y compitiendo de forma mas eficiente con distintas especies
por el nicho temporal nocturno (Clark, 1914). Llamamos a esta afinidad por la oscuridad
“tenebrotaxia” por oposiciéon a fototaxia. Entre las especies que muestran tenebrotaxia, es
frecuente encontrar la emergencia de otros sentidos, adaptaciones diversas para la
deteccion de informacion en un entorno poco iluminado u oscuro.

No obstante debemos destacar que existen ejemplos que combinan una buena
vision diurna con una precisa audicion nocturna aloactiva (allo del griego antiguo “otro,
distinto”; en la deteccion aloactiva el animal altera activamente solamente la configuracion
del sensor, sin alterar el entorno). Citaremos el ejemplo de los Strigiformes, orden de aves
compuesto por la familia Tytonidae, Tyto alba, comunmente conocido como lechuza comun
o lechuza de los campanarios. Estas aves mueven las plumas de su disco facial para
manipular la configuracion de sus sensores, alterando la distancia focal para el sonido
recibido en el oido.

Muchos de estos sentidos se basan en la autogeneraciéon de la portadora de
sefales sensoriales es decir, deteccidn homeoactiva (homeo del griego "semejante"). La
deteccion homeoactiva, agrega energia al medio ambiente, se la distingue de la deteccion
aloactiva en la cual la accién exploratoria consiste en la modificaciéon de la posiciéon del
mosaico sensorial o de la configuracion de los filtros pre receptoriales (movimiento de los
ojos y control de la curvatura del cristalino respectivamente; Caputi 2004).

Habitualmente, la deteccion homeoactiva se asocia a la aloactiva por lo cual no son
estrategias sensoriales alternativas sino complementarias, en la deteccion homeoactiva no
hay cambio en la configuracion del receptor, por esta razon casi siempre se combina con la
deteccion aloactiva, que si cambia las propiedades del receptor. La mayoria de los animales
utilizan la deteccidén aloactiva, mientras que solo algunas especies han desarrollado
mecanismos para la deteccion homeoactiva (Zweifel y Hartmann, 2020). Se puede
considerar que los sistemas de deteccion sensoriales homeoactivos son un subconjunto de
los sistemas de deteccion que utilizan la deteccidén aloactiva (Caputi, 2004). Tomando en
consideraciéon que estas estrategias sensoriales de deteccidén son complementarias, las
mismas se encuentran presente en las especies en las cuales la tendencia a habitar
ambientes nocturnos.

Destacamos seguidamente algunos ejemplos:

Roedores, orden Rodentia, familia Muridae, subfamilia Murinae, género Rattus;

conocidos como animales nocturnos, que utiliza conjuntamente su olfato y su sistema tactil

(vibrisas), para sensar y recopilar informacion sobre su entorno.


https://es.wikipedia.org/wiki/Tytonidae
https://es.wikipedia.org/wiki/Tyto_alba

El sistema de vibrisas se utiliza para escanear activamente el entorno y recopilar
informacion relevante para el comportamiento, mediante el control motor de los aparatos
sensoriales. (Adibi et al., 2012; Diamond y Arabzadeh, 2013; Adibi, 2019; Harrell et, al.,
2020).

Murciélagos, orden Chiroptera, suborden microquirdpteros, el comportamiento de
ecolocalizaciéon de estos animales consiste en reconstruccion del ambiente a partir de las
imagenes que el sonido emitido por el el animal y reflejado en los objetos (eco), causa en el
oido. Durante este comportamiento los murciélagos ajustan la orientacion de sus cabezas y
orejas. Este es un sentido activo dado que se basa en la emision de pulsos ultrasénicos
con intervalos que se adaptan a las necesidades de deteccion. Con el fin de afinar la
ubicacion, cuando los obstaculos se interponen en su ruta, o aparecen ecos
correspondientes a potenciales presas, el murciélago realiza una aceleracion en la emision
de pulsos de sonido, logrando una "imagen" acustica mas detallada de su entorno
(Spallanzani, 1798; Griffin, 1958; Suga et al., 1990; Zweifel y Hartmann, 2020).

Peces eléctricos, el sentido eléctrico de peces Gymnotiformes, familia gymnotidae y
Osteoglossiformes, familia Mormyridae se basa en el desarrollo de receptores capaces de
detectar la diferencia de potencial a través de su piel (electroreceptores, Lissmann, 1951;
Bullock, 1982; Moller, 1995; Caputi, 1999; Bullock et al., 2005). Este sentido permite
detectar la presencia de objetos y animales utilizando imagenes eléctricas de los mismos.

Los objetos de impedancia distinta del agua se comportan como fuentes eléctricas
virtuales cuya emision estimula el mosaico receptorial cutdaneo generando una imagen que
depende de la impedancia, forma y tamano de los objetos y de la posicion y rotacion relativa
con respecto al pez. También fuentes eléctricas auténticas pueden generar imagenes. Un
caso particular es la presencia de otro pez eléctrico, las imagenes eléctricas pasivas y
activas pueden impulsar el acercamiento hacia un posible oponente, teniendo en cuenta
que son peces territoriales (Pedraja et al., 2016).

Los peces eléctricos son capaces de detectar, discriminar y localizar fuentes
eléctricas, en particular aquellas cuya forma de onda caracteriza a su especie o, en los
casos de dimorfismo sexual al mismo o al otro sexo (Lissmann y Machin 1958; Bennett,
1971; Silva et al., 2007; Caputi et al., 2011; Markham, 2013; Kramer, 2020; Waddell y
Caputi, 2020).



1.2 El problema a estudiar y la eleccion del modelo

En esta tesis se enfoca en la modulacion del ritmo de descarga del marcapasos en
Gymnotus omarorum en distintas condiciones de iluminancia en estado estacionario y la
modulacion mediante cambios transitorios en las condiciones de iluminancia. La eleccion de
esta especie se justifica por ser un modelo simple para el estudio de un comportamiento
sofisticado de respuesta a cambios realizados en su entorno.

Los peces eléctricos son un excelente modelo neurobiolégico desde el punto de
vista anatomico funcional y evolutivo. Los peces eléctricos Africanos Mormyridos, son
macropticos, viven en aguas claras y son capaces de distinguir formas geométricas
utilizando su visiéon (Schuster y Amtsfeld, 2002; Schumacher et al., 2017). A diferencia de
los mormyridos, los gymnétidos en particular los emisores de pulsos, habitan en aguas
turbias, entre las raices de plantas acuaticas y son predominantemente nocturnos (Waddell
et al., 2019; Waddell y Crampton, 2020). Gymnotus omarorum, es una especie endémica en
Uruguay y de facil accesibilidad. Ha sido muy bien estudiada en nuestro medio donde se
han descrito en detalle los mecanismos de generacion de la descarga del 6rgano eléctrico
(DOE) (Caputi, 1999; Caputi et al., 2011), los mecanismos de la generaciéon de la imagen
eléctrica (Caputi y Budelli, 2006; Caputi, 2023), los mecanismos de transduccion
(Rodriguez-Cattaneo et al., 2017; Caputi y Agulera, 2019), la dinamica del ciclo
electrosensorial-electromotor (Caputi et al., 2023), los mecanismos de control sobre el
marcapasos (Comas y Borde, 2010; Borde et al., 2020) y las variaciones enddgenas de la
frecuencia de descarga durante el comportamiento de defensa territorial (Perrone et al.,
2019). En este contexto general, mas recientemente se ha comenzado a estudiar los
mecanismos neurobiolégicos subyacentes a la sincronizacion de fase entre el ritmo
circadiano biologico y la variacion diaria del patrén luminico, en particular la tasa de
repeticion de la DOE. Por este motivo, emerge como una incognita de importancia la
sensibilidad de estos peces a la luz y la potencialidad de evocar cambios transitorios
(respuestas fasicas) y sostenidos (respuestas ténicas) en la tasa de repeticion de la DOE.

En general se considera que estos peces expresan tenebrotaxia, preferencia de vivir
en la oscuridad, en Gymnotus omarorum y en la especie congenérica Gymnotus carapo,
esta conducta fue reportada por (Maximino et al., 2007). Ha sido reportado ademas que
pulsos de luz tienden a aumentar la frecuencia de la DOE (Capurro et al., 1994). Sin
embargo, los efectos sensoriales de la luz en el comportamiento de G. omarorum son
dificiles de interpretar dado que se intrincan con efectos de la luz sobre la sincronizacién del

ciclo circadiano enddgeno (Migliaro, 2018).



Capitulo 2. Antecedentes

Este estudio se enfoca en una especie de peces eléctricos de descarga deébil:
Gymnotus omarorum, del género Gymnotus, pertenecientes a la familia Gymnotidae; del
orden Gymnotiformes. En nuestro pais habitan varias especies del orden Gymnotiformes.
Estos emiten sempiternamente descargas eléctricas de baja intensidad (se denominan
descargas del érgano eléctrico, DOEs) y expresan una modalidad de deteccion sensorial
denominada electrorrecepcion activa. La DOE es la portadora de senales reaferentes para
su propio sistema electrosensorial o sefiales exaferentes para el sistema electrosensorial de
otro individuo. Al ocurrir la descarga del 6rgano eléctrico todo el cuerpo del pez se
transforma en una fuente electrogénica distribuida, formando un campo eléctrico que
permite al animal polarizar en forma heterogénea el medio que lo rodea. La presencia de un
objeto genera una fuente eléctrica virtual cuya magnitud es funcion de la diferencia de
impedancia del medio, o sea entre el objeto y el agua (Lissman y Machin, 1958; Capulti,
1999). El conjunto de fuentes virtuales proyecta sobre la piel una imagen eléctrica del
ambiente que es evaluada por un mosaico de receptores cutaneos (Caputi et al., 2003;
Pereira and Caputi, 2010; Rodriguez-Cattaneo et al., 2017). Esto permite a estos peces, al
evaluar las imagenes generadas por la polarizacion de dichos objetos, localizarlos e
identificarlos (Caputi et al., 2011). También les permite discriminar entre individuos con y
alo-especificos (Aguilera et al., 2001) y entre individuos del mismo u otro sexo (Waddell and
Caputi, 2020 a, b; 2021) por lo cual se considera que estas descargas podrian llevar

senales de comunicacién, aun cuando los codigos aun no han sido identificados .

2.1 La DOE como conducta

La DOE de los peces Gymnotiformes es una sefial caracteristica de la especie que
codifica informacion en su frecuencia y forma de onda, sobre la identidad, sexo y estado
fisioldgico del individuo (Bullock et al., 2005).

Esta descarga en Gymnotus omarorum constituye una serie de breves pulsos
estereotipados emitidos aproximadamente cada 30 ms con un pequefio coeficiente de
variacion (alrededor de 0,01-0,02, Capurro,1994); y una forma de onda con cuatro
componentes caracteristica de la especie. Estos componentes se corresponden con la
activacion diferencial de distintos segmentos del érgano eléctrico a lo largo del cuerpo del
pez. La forma de onda emitida por cada region del pez, resulta del patron de inervacién, la
secuencia de activacion, y la excitabilidad de las células que componen el érgano eléctrico

denominadas electrocitos.



Estas, se disponen en tubos como las pilas de una linterna de mano de modo que la
activacion de la membrana celular correspondiente a caras igualmente orientadas
(homdlogas) tiende a ser sincronica. Por lo tanto cada componente refleja las actividades
sincronicas de la caras homologas, correspondiendo a las caras de orientacion caudal las
deflexiones cabeza positiva y a las de orientacion rostral las deflexiones negativas (Truijillo-
Cendz et al.,1984; Caputi et al., 1989; Macadar et al., 1989; Trujillo-Cendz y Echagle, 1989).

El control de la descarga del érgano eléctrico de los peces Gymnotiformes de pulso
se realiza por medio de dos procesos relativamente independientes: (a) el control de la
secuencia de intervalos entre pulsos (Barrio et al., 1991; Capurro et al., 1994) y (b) la
organizacién de la forma de onda de cada pulso (Caputi, 1999). Cada descarga esta
comandada por un nucleo cerebral o marcapasos que recibe e integra multiples entradas
(Bullock, 1969), y generalmente modula su frecuencia de descarga dependiendo de su nivel
de excitacion (Keller et al.,1991; Falconi et al., 1997). Este proyecta sobre un nucleo relé el
cual a su vez proyecta sobre electro motoneuronas localizadas en la médula espinal a lo
largo de una columna inmediatamente dorsal al canal central (Caputi et al., 1989; Caputi,
1999; Kawasaki and Heiligenberg, 1989; Keller et al.,1991). Los axones de estas neuronas
proyectan sobre los electrocitos (Caputi, 1999; Markham, 2013).

El factor de seguridad, al menos global, de esta red neural es tal en condiciones
habituales que a cada impulso generado por el comando marcapasos le corresponde una
DOE siempre igual a si misma (Black-Cleworth; 1970, Caputi et al., 1989; Macadar et al.,
1989; Trujillo-Cendz y Echaglie, 1989). Con excepcion de las situaciones de alta demanda
de frecuencia como por ejemplo, luego de perder una pelea intraespecifica ocurre la
modulacion del ritmo continuo de la DOE (chirps), durante las interacciones sociales con el
congénere del cual es subordinado, mediante bajas frecuencias de la DOE (Zakon et al.,
2002). Los peces eléctricos emisores de pulsos evaluan imagenes electrosensoriales
sucesivas generadas por descargas eléctricas autoemitidas, creando una representacion
neuronal del mundo fisico. Los intervalos entre descargas (resolucién del sistema) estan
controlados por un nucleo marcapasos bajo la influencia de sefales reaferentes. Los
estimulos sensoriales novedosos evocan aceleraciones transitorias de la frecuencia del
marcapasos, denominadas respuestas de novedad (Caputi et al., 2003). Estas consisten en
aceleraciones transitorias de la tasa de DOE luego de la ocurrencia de un cambio en la
entrada sensorial. Las propiedades caracteristicas de la respuesta de novedad, son que la
misma depende de la modalidad, intensidad, duracidn y del historial previo del estimulo.
Una caracteristica importante de la respuesta de novedad es la habituacion, dada ante una
serie de estimulos repetitivos de una determinada modalidad sensorial sin variacion de los

parametros. Ademas, cada modalidad sensorial se habitua por separado.



Cabe destacar que el nivel de habituacion depende de la intensidad del estimulo y
del intervalo interestimulo. Sin embargo fuerte estimulo disruptivo de otra modalidad
conduce a la deshabituacion (Post y von der Emde, 1999 ).

Por lo tanto, el elemento mas variable del control de la descarga y que puede
generar mas informacion para el experimentador en el momento de disefiar experimentos
neurofisicos, es el intervalo entre descargas determinado por la actividad marcapasos
(Caputi et al., 2003).

2.2.1. Participacién de la luz en el mecanismo de sincronizacion entre diversos ritmos
del organismo

En los mamiferos la sefal luz/oscuridad sincroniza el ritmo de los relojes endégenos,
en este caso el oscilador principal es el nucleo supraquiasmatico, que a su vez induce la
produccién de melatonina en la glandula pineal, la melatonina generada actuara en diversos
blancos con funcién regulatoria. En otros mamiferos no vertebrados, el sistema carece de
esta jerarquia lineal y se encuentra distribuido en varias estructuras, por ejemplo en los
peces teledsteos el sistema circadiano consta de una serie de osciladores interconectados,
y parcialmente independientes (Falcén et al., 2007, 2010; Idda et al., 2012). Otra diferencia
a destacar es que la retina no es la unica estructura fotorreceptora, ya que existe la
expresion de una gran variedad de opsinas en distintas areas centrales, como el complejo
pineal y el hipotalamico (Perez et al., 2019). Con lo dicho anteriormente se puede definir al
sistema circadiano de los peces teledsteos como una red de estructuras interconectadas.

El ritmo circadiano en peces ha sido ampliamente estudiado en Zebrafish (Danio
rerio, Haffter et al., 1996; Cahill et al., 1998; Hurd et al., 1998; Whitmore et al., 2000). La
actividad locomotora del pez cebra también esta regulada por el sistema circadiano y se han
identificado mutantes que presentan ritmos alterados a nivel celular, tisular y conductual
(Canhill et al., 1998). Exhiben un “eje circadiano” compuesto por tres estructuras centrales
interconectadas que ejecutan la funcion de reloj circadiano. El nucleo supraquiasmatico, la
glandula pineal y la retina, actian como relojes acoplados para marcar el ritmo circadiano
del organismo (Menaker et al., 1997). Existe, ademas, una flexibilidad en la organizacién y
plasticidad de los ritmos que coordina del sistema circadiano en peces, ya que las
conductas diurnas pueden cambiar su fase de activacién dependiendo de la estacion o
incluso de la ontogenia (Idda et al., 2012).

La glandula pineal y la retina son osciladores circadianos endoégenos que se
sincronizan con el fotoperiodo, mediante la asociacion con fotorreceptores que contienen
melanopsina y evaluan la luminosidad ambiente. Por lo tanto, la melatonina secretada
durante la fase de oscuridad, posee un ritmo circadiano dependiente de este reloj para su

produccién, el cual es inhibido por la presencia de luz ambiental.


https://scholar.google.es/citations?user=kHJLFrcAAAAJ&hl=es&oi=sra

La sintesis y liberacion de la hormona melatonina, es un eslabén critico en el control
del ritmo circadiano, posee un papel mediador en la sincronizacion con el ambiente en
animales sincronizados con el ciclo diario. Ya que el patron de secrecion de esta hormona
coincide con la noche y sefala la ocurrencia y la duracién de la misma, la melatonina es
capaz de transmitir las sefiales del ritmo enddgeno a todo el organismo. Los sitios de
sintesis y liberacion de melatonina en peces son la glandula pineal y la retina. La melatonina
retiniana tiene funcién paracrina, realizando adaptaciones circadianas de la propia retina,
mientras que la secretada por la glandula pineal es liberada al torrente sanguineo actuando
ampliamente sobre multiples érganos y sistemas (Ribelayga et al., 2004; Huang et al., 2005;
Falcon et al., 2010; Idda et al., 2012).

En los peces teledsteos la glandula pineal y la retina son relojes circadianos
endogenos, los cuales debido a su fotosensibilidad pueden modularse en fase con el ciclo
diario (Falcén et al., 2010). Esta fotosensibilidad ocurre mediante fotorreceptores presentes
tanto en la glandula pineal y como en la retina, y que comparten propiedades estructurales
y funcionales. El fotopigmento en cuestion es la melanopsina que estructuralmente es
considerada una opsina (Migaud et al., 2006). Las estructuras sobre las cuales actua la
glandula pineal a su vez pueden ser relojes circadianos enddgenos y fotosensibles
subordinados (por ejemplo el nucleo supraquiasmatico en los teledsteos, Falcon et al.,
2010). Las vias de ejecucion de la glandula pineal pueden ser endocrinas, mediadas por
melatonina; y neurales, sostenidas por proyecciones de las neuronas pineales a diversas
areas centrales diencefalicas como el area predptica del hipotalamo y el nucleo
supraquiasmatico (Yanez et al., 2009).

Estos antecedentes sugieren que la luz podria ejercer efectos fisiolégicos a través
de dos grandes vias, por un lado la retina y por otro el complejo pineal. La primera da origen
a la via visual y ambas a un complejo sistema neuro, paracrino y enddcrino que regula el
control de los ciclos enddégenos (Falcon et al., 2010). La hipétesis general que vertebra este
estudio es que la luz ejerce dos tipos de efectos sobre la conducta electromotora de los
gymnotidos. Por un lado en forma directa a través de la vision o sea ejerciendo un control
sensorial de la conducta a corto plazo (Forlim, 2008), por otro en forma indirecta y a largo
plazo, determinando la fase circadiana y estacional de ritmos enddgenos (Silva et al., 2007;
Migliaro, 2018).


https://scholar.google.es/citations?user=m3T5q8oAAAAJ&hl=es&oi=sra

2.2.2 Efectos conocidos de la luz sobre el ritmo de descarga del 6rgano eléctrico

Poco se conoce de la visién en Gymnotus omarorum. Sin embargo, su anatomia
parece ser muy similar a la de otros Gymnotiformes. La retina, responsable de lo que
podriamos llamar visién, proyecta sobre el téctum o6ptico. Este es un nucleo sensorial
mesencefalico conservado entre los peces actinopterigios, homélogo del coliculo superior
de los mamiferos (Northcutt, 1980). El téctum Ooptico recibe informaciéon de multiples
modalidades sensoriales. Directamente del nervio éptico en las laminas superficiales y
entrada sensorial no visual (auditiva, somatosensitiva, y en peces eléctricos electro-
receptiva) en las laminas profundas (Drager y Hubel, 1976; Carr et al., 1981; Skarf y Jones,
1981; Ito y Vanegas, 1984; Bastian, 1982).

Existe una correlacién entre las proyecciones retinales sobre el téctum y el habitat,
en comparacion entre las especies Eigenmannia y Apteronotus. La primera especie posee
ojos relativamente grandes y una proyeccion retiniana mas densa y ancha en comparacion
con el apterondtido. Este ultimo, habita en el fondo, posee ojos pequefios y menos
protuberantes, su proyeccién retiniana se reduce drasticamente en el quinto caudal del
téctum (Sas y Maler, 1986; Comertler and Uyanik, 2021).

En los Gymnotiformes el téctum recibe ademas una proyeccion somatotépica desde
la zona electroreceptiva del torus semicircularis. El pisciculus electrosensorial esta ordenado
somatotopicamente en el torus y proyecta sobre el téctum de igual modo, mapa
electrosomatotopico queda en registro espacial con el mapa retinotépico en el téctum. De
esta forma, una columna dada en el téctum recibe informacion electrosensorial y visual de
una porcion especifica del entorno del animal. A una columna neuronal del téctum ingresa
entrada visual y electro-receptorial proveniente de una misma posicion del espacio (Bastian,
1986; Carr et al., 1986).

La mayoria de las neuronas del téctum proyectan a mas de una estructura (el
nucleus electrosensorius, la formacion reticular, partes del pretéctum y al torus (Rose vy
Heiligenberg, 1984; 1985; Heiligenberg y Rose, 1987), dentro de éstos, solamente el
nucleus electrosensorius se relaciona con el control electrosensorial del ritmo de la
descarga, a través de los nucleos pre-marcapasos diencefalicos y rombencefalicos. Estos
ultimos proyetan directamente al nucleo marcapaso, el cual recibe ademas aferencias
difusas provenientes de la sustancia reticulada del tronco encefalico (Kawasaki and
Heiligenberg, 1989; Keller et al., 1991; Comas y Borde, 2021). Aunque no se han observado
proyecciones directas del téctum sobre estos nucleos (Wong, 1997), es de destacar que el
téctum es el relé mas importante en la organizacion del comportamiento esqueletomotor
través de su proyeccion a la formacion reticular. Por lo expuesto no seria de extrafar que
sinérgicamente con el control esqueletomotor se ejerzan funciones electromotoras (Comas
y Borde, 2010).
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Si bien la DOE esta comandada por un marcapasos, éste esta bajo control
descendente. La modulacion de la tasa de repeticion de la DOE puede considerarse en
varias escalas temporales.

Existe en primer lugar una variacion rapida del intervalo pulso a pulso, la cual es
ampliamente afectada por los movimientos del pez y los estimulos sensoriales. La
modulacion de la frecuencia de la DOE a corto plazo estd asociada a la funcién
electroreceptiva o electrocomunicativa (Bullock, 1969; Wesby, 1975; Barrio, et., al 1991,
Falconi et al., 1995; Caputi et al 2003, Pedraja, 2016). Se utiliza para adaptar la resolucion
temporal del sistema al estado de actividad incluyendo movimientos exploratorios,
respuestas a estimulos novedosos, respuestas de escape y la voluntad. Los cambios de
velocidad y direccidon durante la locomocion estan asociados a las variaciones en la
frecuencia de la DOE (Black-Cleworth, 1970; Jun et al., 2014; Kawasaki and Heiligenberg,
1989). La deteccion de un estimulo novedoso se asocia con un incremento rapido vy
transitorio de la frecuencia de la DOE, la duracion de esta respuesta de novedad es menor
1 s (Bullock, 1969; Capurro, 1994; Aguilera y Caputi, 2003; Caputi et al., 2003). La
respuesta de escape mediante la activacion de la célula de Mauthner también desencadena
un aumento brusco en la frecuencia de la DOE y de mayor duracion que la respuesta de
novedad (Falconi et al., 1995; Falconi, et al.,, 1997). Los incrementos transitorios en la
frecuencia de la DOE se han evidenciado inmediatamente antes del inicio del movimiento,
un aspecto de la conducta que ha sido correspondido como evidencia de voluntad (Jun et
al., 2014). Finalmente, durante el cortejo (Kawasaki y Heiligenberg, 1989; Keller et al., 1991;
Silva et al., 2007; Stoddard et al., 2007b) y la interaccién competitiva (Perrone et al., 2019;
Silva, 2019), la modulacion extrema de la frecuencia puede asociarse a cambios de la
amplitud y forma de onda de la DOE. Estos despliegues conductuales son denominados
chirps y podrian considerarse simbolos utilizados por un “lenguaje” de electrocomunicacion
cuyo codigos aun son desconocidos (Zakon et al., 2002).

En segundo lugar variaciones mas lentas ocurren durante el ciclo diario y a lo largo
del afio. Estas son dependientes de factores externos como el termoperiodo (Caputi et al.,
1998; Ardanaz et al.,, 2001), el fotoperiodo y de factores enddégenos dependiente del
individuo. Debe destacarse aqui que existe un bucle de realimentacién entre dos tipos de
procesos. Por un lado, estan los derivados del ciclo anual de la tierra, en el cual existe un
ciclo diario de rotaciodn, un ciclo de orientacién de su eje, todo lo cual es relevante para la
latitud del habitat de Gymnotus omarorum la, cual expresa un climograma determinante de

los recursos disponibles en cuatro distintas estaciones climaticas.
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Por el otro, estan los procesos fisiolégicos individuales (que también se expresan
colectivamente a nivel de especie) y que estan controladas por el eje neuroenddcrino. La
relacion entre ambos procesos no es algebraica sino que, las variaciones funcionales
controladas por el eje neuroendécrino son ciclicas e incluyen desde ritmos diarios en la
expresidn génica hasta cambios en la predisposicion a desplegar distintas aspectos
comportamentales.

A los efectos de esta tesis incluimos estas variaciones dentro de un concepto
global que denominamos como “ritmo enddgeno”. Este no se modifica inmediatamente
frente a un cambio de los parametros ambientales, a diferencia de las variaciones a corto
plazo. De la combinacién de ambos ciclos surgen “estaciones” biolégicas entre las cuales se
destacan la reproductiva y no reproductiva (Silva et al., 2007; Stoddard et al., 2007; Migliaro
et al., 2018; Zubizarreta et al., 2020).

En consecuencia, en Gymnotus omarorum la tasa de descarga de la DOE presenta
variaciones rapidas, lentas a lo largo del dia, y estacionales vinculadas al ciclo reproductivo
de la especie.

Esta tesis se enfoca en los procesos rapidos de adaptacion de la tasa de repeticion
de la DOE desencadenada por estimulos sensoriales luminicos breves o sostenidos durante
cortos plazos, los cuales no han sido estudiados en detalle, si bien existe evidencia de su
existencia (Capurro et al., 1994). A éstas respuestas evocadas por la luz las referiremos
como ‘“efectos sensoriales directos”. La presencia del anteriormente mencionado “ritmo
endogeno” indudablemente influye sobre los “efectos sensoriales directos” por lo cual nos
enfocamos en la estacion reproductiva (diciembre-enero) y comparamos alteraciones
puntuales relativamente breves de la iluminacion con respecto al ciclo diario.

Nos orientamos al abordaje de los efectos tonicos y fasicos de la luz sobre el control
de la DOE en Gymnotus omarorum. Estos peces expresan un sistema sensorial no presente
en la especie humana. Su estudio ha permitido la construccion de una teoria sobre los
procesos sensoriales y perceptuales no contaminada por la experiencia sensorial subjetiva.
Disponen de sistemas neurales relativamente simples, pasibles del estudio de diversas
soluciones estructurales, funcionales e informaticas que la evolucion ha encontrado para los
problemas generales de control neural. Poseen un sistema electromotor que es capaz de
generar una descarga facilmente accesible y cuantificable y presentan comportamientos
estereotipados que permiten la evaluacion de los sistemas sensoriales mediante
experimentos comportamentales neurofisicos (término acufado por Werner, 1980).

En suma: la importancia de este trabajo surge de la potencialidad de develar una
incognita aun no explorada en un modelo biolégico autéctono, bien estudiado desde

distintos aspectos sensoriales y motores.
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Ademas, los avances obtenidos que incluyen: a) la caracterizacion luminica de su
habitat; b) caracterizaciéon de la relacion entre la tasa de DOE y dos estados
comportamentales ante estimulos luminicos estacionarios y c) la caracterizacion de la
respuesta del sistema electromotor ante estimulos luminicos fasicos, permiten avanzar en la
comprension de la estructura del mundo particular de estos animales (Uexkill, 1909;
Tinbergen, 1972) desde el punto de vista eco-fisiolégico. Otros estudios deberan

complementar estos datos con observaciones realizadas en otras estaciones.
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Capitulo 3. Hipotesis y objetivos

3.1 Hipétesis

Es conocido que el ciclo diario de luz al sincronizar el ritmo circadiano del pez tiene
entre sus multiples efectos sincronizar un ritmo diario de la actividad marcapasos
(mencionados en el capitulo 1). Llamaremos a este ritmo, ritmo diario habitual.

La hipdtesis que se busca poner a prueba en esta tesis es: “El estimulo sensorial
luminico influye en la actividad marcapasos de Gymnotus omarorum en forma multiple,
incluyendo “efectos directos” sensorioelectromotores dentro de los cuales existen ténicos y
fasicos, ademas de aquellos derivados del ritmo diario. Los “efectos directos” sensorio-
electromotores de la luz son parte de un comportamiento tenebrotaxico de importante valor
para la construccion y/o conquista de un nicho ecoldgico y eventualmente temporal”. De

esta se desprenden los siguientes objetivos:

3.2 Objetivos

El objetivo de esta tesis es poner a prueba la hipotesis planteada. Para ello se debe
demostrar que los “efectos directos” tonicos y fasicos son independientes de ritmo diario
habitual en Gymnotus omarorum. Se diseid como estrategia la comparacion de
experimentos realizados en fases opuestas del ritmo diario habitual, con el objetivo de
mostrar estadisticamente que las respuestas foto-electromotoras ténicas ocurren en ambas
fases del ritmo diario. Con respecto a las respuestas fasicas compararemos las mismas con
las llamadas respuestas de novedad, las cuales se caracterizan ademas de ser graduadas
con la intensidad del estimulo por su adaptacion frente a estimulos repetidos a intervalos
breves. Para evaluar las potenciales vinculaciones de las respuestas a la luz en un contexto
comportamental, se estudiaron los cambios de iluminacién en el habitat natural y otros
depliegues conductuales asociados a los cambios de la tasa de descarga del 6rgano

eléctrico.

3.3 Los objetivos especificos abordados fueron:

a) Analizar la distribucion y regularidad del intervalo inter-DOE en condiciones de
iluminancia tonica. Dicho analisis se realizé comparando los histogramas de primer orden y
los momentos estadisticos de la distribucion de intervalos inter-DOEs en diferentes niveles
de iluminacion en distintas fases del ritmo diario habitual. Como se esperaba al inicio
encontramos un efecto significativo de la luz sobre la media, la mediana y el coeficiente de

variacion una vez compensados estadisticamente los efectos del ritmo diario habitual.
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b) Comparar los efectos dinamicos sobre la sucesion de intervalos inter-DOE
generados por los cambios de iluminancia. Dicha comparacion se realizé mediante las
curvas de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) las cuales se basan en estudiar
la probabilidad de verdaderos positivos (aumento de la tasa pos estimulo) en funcién de la
probabilidad de falsos positivos (mismo aumento de la tasa en ausencia del estimulo). Se

esperaba mostrar una respuesta sistematica al estimulo luminoso.

c) Comparar el curso temporal y la adaptacion de las respuestas fasicas con las
respuestas de novedad evocadas por otras modalidades sensoriales. Se esperaba
encontrar adaptacion y un cuso temporal rapido como es caracteristico de las respuestas
de novedad, sin embargo los resultados obtenidos muestras diferencias significativas en

ambas caracteristicas, lo cual nos sugirié pistas sobre su valor eco-etoldgico.

d) Evaluar el comportamiento espontaneo en ambientes en los cuales el pez puede
elegir entre zonas iluminadas y en oscuridad. Este objetivo surgié a partir de los resultados
obtenidos en el objetivo previo. Para ello estudiamos la afinidad de Gymnotus omarorum
por zonas de distinta iluminancia, en laberintos simples. El analisis comportamental mostré
que las respuestas a la luz son parte de un comportamiento mas complejo que

denominamos tenebrotaxia.
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Capitulo 4. Métodos

4.1 Animales y ética

Los peces fueron capturados en la temporada de verano utilizando detectores de la
DOE (Waddell et al., 2019) y redes de inmersion en la Laguna del Cisne (34.9848 S, -
55.1146 W) Uruguay, con permiso del Ministerio de Agricultura y Pesca. Todos los
experimentos se realizaron bajo el reglamento de los comités de cuidado y uso de animales
del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable (protocolo n.° 001/03/2011).

Ninguno de los procedimientos causé dafio a los especimenes. Cada individuo fue
utilizado en un unico experimento y regresado al bioterio después de completar los ensayos
del mismo. Durante el periodo de cautiverio, los peces se mantuvieron en tanques
individuales en condiciones similares a las que encontramos en la naturaleza (conductividad
y temperatura del agua, 7010 uS cm™ y 25 °C, respectivamente) y se alimentaron ad
libitum con anélidos (Tubifex tubifex). Los experimentos se realizaron en 30 peces (rango de
longitud de 12 a 15 cm, con menos de 2 semanas en cautiverio) entre diciembre y marzo
2021-2022 (temporada de verano austral). El ciclo de luz en el acuario fue el natural,

proporcionado por un ventanal.

4.2 Diseno experimental

La hipodtesis evaluada en este estudio es que la luz posee un “efecto sensorial
directo” sobre el comportamiento de los peces, ademas de los efectos ya conocidos sobre
el ciclo diario habitual.

Suponiendo que la luz tiene multiples efectos transmitidos a través de diferentes vias
neuronales, exploramos por separado los efectos de la iluminancia continua y los
incrementos escalonados de la intensidad de la luz que evocan respuestas ténicas y fasico-
ténicas, respectivamente; en dos periodos de tiempo en fases opuestas del ciclo diario
habitual en individuos Gymnotus omarorum (Richer de Forges et al., 2009). En el caso de
los incrementos escalonados de intensidad, comparamos las respuestas con las
provocadas por estimulos eléctricos y mecanosensoriales para evaluar si muestran las 3
caracteristicas tipicas de una respuesta de novedad orientadora (inicio brusco, aumenta con

el estimulo y es adaptativa).

4.3 Configuracién experimental
Los experimentos se llevaron a cabo en una camara con luz tenue (1 lux, medido en el ojo
del pez) y sonido aislado. Los peces se colocaron en una jaula fusiforme que consistia en

un marco de palillo de bambu y una malla de nylon.
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Esta jaula fue colocada dentro de un tanque (base de 24 x 36 cm) con agua a una
profundidad de 5 cm, con una conductividad de 70 microS/cm, (Waddell y Caputi, 2020). La
DOE se registré con un amplificador diferencial (AM systems 3000, ganancia x1000, filtros
pasa banda entre 10 Hz-10 KHz) se visualizd con un osciloscopio digital (GW-Instek,
Taiwan) y su temporizacion se registré pasando la senal sin procesar a través de un circuito
de disparo Schmitt. La salida de este circuito fue monitoreada por un microcontrolador
(Microcontrolador Arduino Uno R3 ATmega328 con un rendimiento de hasta 16 millones de
instrucciones por segundo a 16 MHz, Arduino LLC), que también se usé de forma asociada
para registrar el tiempo de la DOE y controlar los estimulos generados por un diodo emisor
de luz (LED, banda pasante de emision de longitud de onda entre 460 y 645 nm (Figura 1).

Posteriormente se utilizd un procedimiento novedoso basado en una resistencia
dependiente de luz (LDR) para medir la iluminancia (véase en Anexo [). Cabe destacar que
este dispositivo ofrece la ventaja de ser resistente al agua; su disefio se detalla en el
capitulo “Desarrollo instrumental de algunos aspectos de la configuraciéon experimental”. El
dispositivo LDR de medicion se calibré utilizando: a) Minolta Autometer IV F (Minolta
Camera Co. Ltd. 1991, Japén) en modo de medicién de iluminancia y b) Sper Scientific
840020 (Sper Scientific, Scottsdale, AZ, EE. UU.). Esto nos permiti6 medir la iluminancia
subacuatica a diferentes profundidades en varias condiciones, como en aguas abiertas,
debajo de las plantas acuaticas (Eichornia crassipes de aproximadamente 100 m2) y bajo
un punto de luz causado por la eliminacién de plantas acuaticas en un area de 30 cm de
diametro. Los valores utilizados en el laboratorio se compararon con mediciones obtenidas
en el campo para confirmar que dichos estimulos se encontraban dentro del rango

fisioldgico.
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Figura 1. Configuracién experimental. Esquema del montaje. El pez esta representado en negro y el

agua en gris (LED: diodo emisor de luz; Arduino: microprocesador, PC: computadora).

4.4 Caracterizacion de las respuestas tonicas a la luz

Se registraron continuamente veintidés mil marcas de tiempo de intervalos inter-
DOEs en 7 peces bajo cuatro condiciones de iluminancia constante. Se evalué un niumero
constante de de intervalos inter-DOEs utilizando un microprocesador pre-programado
(véase en Anexo ). Este procedimiento presenta las siguientes ventajas experimentales: a)
permite un registro automatico directo disminuyendo los tiempos del procesamiento, b)
normaliza el numero de eventos considerados en todos los experimentos, sin afectar la
duracién de los mismos en forma significativa, debido a que al considerarse periodos largos
la pequefia variacién estadistica de una descarga muy regular, compensa las variaciones en
la duracion total (Bullock, 1969; Forlim 2013). Estos experimentos consistieron en el registro
de 22000 intervalos inter-DOEs consecutivos y duraron entre 10 y 11 minutos, esta
variacién en tiempo se debid a la frecuencia basal propia de cada pez. Cada registro fue
precedido por un periodo de adaptacion de una hora a la intensidad del estimulo para la
condicion dada (Migliaro y Silva 2016; Vazquez, 2023).

Las cuatro condiciones experimentales fueron: a) entre las 8 y las 10 a. m. se inicia
el registro con el estimulo 1 lux (condicién, oscuridad de dia), al finalizar el registro se inicia
el periodo de adaptacién con luz prendida. Luego de finalizado éste periodo se registran

nuevamente los peces b) estimulo 420 Ix (condicion, luz de dia).
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Al final del dia entre la 8 y la 10 p.m. se vuelven a registrar los peces, c) estimulo 420 lux
(condicion, luz de noche), al finalizar el registro se inicia el periodo de adaptacién con luz
apagada. Luego de finalizado éste periodo se registran nuevamente los peces d) estimulo 1
Ix (condicidn, oscuridad de noche).

El procedimiento practico se realizé de la siguiente manera (Figura 2): a) los peces
se mantuvieron en la oscuridad ambiente durante la noche y se registraron en condiciones
de luz de 1 lux por la mafana. A continuacion, se ilumind la cabina mediante una lampara
de filamento de tungsteno colocada a 77 cm por encima de la cabeza del pez durante una
hora, la cual proveia una iluminancia local de 420 lux, b) se procedi6 al registro bajo ésa
iluminancia. Este estimulo se mantuvo hasta el final del dia, y c) se procedi6 a registrar en
esa condicién. Finalizado el registro, se apagé la lampara durante una hora, d) se realizo el
registro final en dicha condicién de oscuridad. Se registr6 cada pez una vez en cada
condicién, los peces registrados fueron siempre los mismos durante todo el experimento.

Los registros dentro de un periodo de tiempo determinado (p. ej., noche) se

realizaron en el mismo orden numérico de peces (individuos 7).

Protocolo para evaluar el curso temporal
de las respuestas tonicas

9PM 9AM 9PM
estimulo lumonoso

420 lux

periodos de registro
-~ ——————— > | [—>
4 [1h/® al menos 10hs€|1h d

Figura 2. Protocolo de evaluacion de las respuestas tonicas. Las secciones en blanco y negro de la
cinta superior corresponden a periodos de estimulacion con luz (420 lux) y oscuridad (1lux). Las
secciones grises etiquetadas como a, b, ¢ y d en la cinta inferior corresponden a cuatro periodos de
registro de 22000 DOE (aproximadamente 10 minutos) intercalados al comienzo y al fin de los
periodos de distinta iluminancia. Se dejo un periodo de una hora antes de los registros b y d para

evitar los efectos transitorios del cambio de iluminancia.
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4.5 Caracterizacion de las respuestas fasicas

Para evaluar las respuestas fasicas, los estimulos consistieron en pulsos de luz
emitidos por un LED controlado con un software casero para Arduino. La intensidad y la
duracién del pulso variaron segun las condiciones experimentales. Todos los experimentos
consistieron en 22 ensayos repetidos secuencialmente sin pausa, por lo tanto con la
obtencion de 22000 intervalos inter-DOES. La duracion de estos 22 ensayos concatenados
fueron de aproximadamente 10 minutos de duracién, dependiendo de la tasa de repeticion
de la DOE de cada pez. El estimulo inicié en un numero ordinal de DOE dado (denominado
DOEo) y durd un numero fijo de DOEs (este valor dependié del experimento). Realizamos 3
tipos de experimentos en los que se vario el régimen de estimulo para abordar: a) el curso
temporal, b) el efecto de la intensidad del estimulo, y c) la adaptacion de la respuesta. Estos
experimentos se registraron entre las 10 a. m. y las 4 p.m. Para evaluar si existen efectos
importantes del ritmo diario sobre el curso temporal de la respuesta fasica, se realizé un
control en 6 peces evaluados durante el dia con una de las intensidades exploradas entre
las 10y las 12 p.m.

4.5.1 Curso temporal. En 26 peces, evaluamos el curso temporal del efecto
transitorio de un estimulo luminico breve sobre la secuencia de intervalos inter-DOEs. En 16
peces se estimuld con un escaldn de iluminancia en el cual la intensidad de luz basal de 1
lux (intensidad de luz observada debajo de las plantas flotantes) se increment6 a 150 lux
(correspondiente a la mitad de la intensidad de luz al mediodia sin plantas al final del verano)
y luego de 100 intervalos se retorno al nivel basal durante 900 intervalos. Este experimento
se repitid 22 veces por pez (con un ciclo de aproximadamente 30 segundos). Los intervalos
fueron promediados .

En los otros 10 peces se estudid sistematicamente el efecto de la intensidad de la

luz (ver protocolo siguiente) (Figura 3).

Protocolo para evaluar el curso temporal
de las respuestas fasicas

100 900 DOEs 100 900 DOEs |lee;
150 lux 150 lux 150 lux

Figura 3. Profocolo para evaluar el curso temporal de las respuestas fasicas. Se utilizé una serie
temporal de 22 ensayos consecutivos (por simplicidad, sélo se representan dos). La flecha
representa la secuencia de estimulos luminosos (blanco, 150 lux, 100 DOE) y oscuros (negro, 1 lux,

900 DOE) utilizados para explorar el curso temporal de la respuesta a los cambios en la iluminancia.
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4.5.2 Efecto de la intensidad del estimulo. Utilizamos un protocolo similar pero,
aplicamos varios incrementos en la intensidad de la luz. En 4 peces, realizamos un
experimento piloto. Los mismos fueron estimulados con los siguientes incrementos en
iluminancia: a) entre 1y 30 lux, b) entre 1 y 150 lux (por debajo de la intensidad maxima en
el agua al mediodia), y ¢) entre 1 y 75000 lux (muy por encima de las condiciones naturales)
y viceversa. En estos peces, en cada ensayo los periodos de luz y oscuridad tuvieron
aproximadamente la misma duracion (1000 intervalos inter-DOES), se realizaron 11 ensayos
repetidos secuencialmente sin pausa para cada escalon luminico (11 entre oscuridad y luz 'y
11 entre luz y oscuridad) para cada pez (Figura 4). Los escalones hacia abajo causaron
respuestas fasicas de "apagado" solamente para el mayor escalén, muy por encima de las

condiciones naturales (entre 75000 y 1 lux).

Protocolo para evaluar el efecto de la intensidad
en las respuestas fasicas

500 500 500 500 500 DOEs

Figura 4. Protocolo para evaluar el efecto de la intensidad sobre las respuestas fasicas. Se utilizé
una serie de 22 ensayos contiguos (por simplicidad, sélo se representan dos). La flecha representa la
secuencia de estimulos luminosos de distinta intensidad (blanco, 30, 150 y 75000 lux, 500 DOEs),
separados por periodos de oscuridad (negro, 1 lux, 500 DOESs) utilizado para explorar la dependencia

de la intensidad del estimulo de la respuesta.

En la segunda serie de experimentos se disefid un estudio de regresion lineal para
evaluar el efecto de la intensidad del estimulo sobre la amplitud de la respuesta. En 6 peces
exploramos de forma sistematica la respuesta fasica en funcién de la iluminancia. Se
escaloné la iluminancia de la siguiente manera, de 1 lux a seis intensidades luminicas
distintas compatibles con las medidas en el campo [19, 27, 52, 84, 262 y 411 lux] (Figura 5).

Total de 10 peces, sumando ambos protocolos anteriores.
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Protocolo para evaluar el efecto de la intensidad
en la amplitud de las respuestas fasicas

100 900 DOEs [ 900 DOEs |l

Figura 5. Protocolo para evaluar la amplitud de las respuestas fasicas en funcién de la intensidad

(recuadros blancos lux segtin el experimento).

4.5.3 Evaluacién de la adaptacion. Para evaluar la existencia o no de adaptacién
de las respuestas fasicas evocadas por la luz, en una primera serie de experimentos en 5
peces utilizamos pulsos pareados de luz de magnitud intermedia (150 lux) con una duracién
de 100 DOEs (alrededor de 3-5 s dependiendo del pez), los cuales estaban separados por
periodos de oscuridad (1 lux) de distinta duracién. Cada pez fue explorado con cuatro series
de 44 estimulos, en cada una de ellas los pulsos pareados estaban separados por 100 y
700; 200 y 600; 300 y 500; 0 400 DOEs (Figura 6).

Protocolo para evaluar la adaptacion en
las respuestas fasicas

8 700 [d1ooffd 700 8100 [EE
600 200 600 & 200
500 300 500 8 300

400 400 400 400

150 lux 150 lux 150 lux 150 lux 150 lux

Figura 6. Profocolo para evaluar la posible adaptacion de las respuestas fasicas. Las flechas
representan las cuatro series experimentales utilizadas. En cada una de ellas se evaluaron dos
intervalos inter-estimulo de oscuridad de modo que, en conjunto los estimulos luminosos (blanco, 150
lux, 100 DOE), fueron separados por intervalos de oscuridad de 700 y 100, 600 y 200, 500 y 300, o

400 DOEs (1 lux) respectivamente, considerando las secuencias de arriba abajo.

En una segunda tanda de experimentos en otros 6 peces, se comparo la adaptacion
de la respuesta a la luz y a los cambios en la conductancia de un objeto cercano utilizando

la estimulacién de pulsos pareados. Fueron usados dos protocolos.



En el primer protocolo, la duracién de los pulsos de luz fueron de 100 DOEs
separados por un intervalo de 100 DOEs. Dado que no se obtuvo diferencias significativas
utilizando pulsos de 100 DOEs de duracion, realizé un segundo protocolo. En el cual el
periodo inter-estimulo elegido fue el minimo posible para evitar solapar el efecto provocado
por el estimulo presentado, con la duracion de la respuesta previa (provocada por el
estimulo anterior). La duracion de cada estimulo fue de 50 DOEs, separados por 50 DOEs
(Figura 7).

Protocolo para evaluar la adaptacién en
las respuestas fasicas

pulsos pareados

Bl so Bl ss0 g 50
| |

1000 DOEs

Figura 7. Protocolo para evaluar la adaptacion de las respuestas fasicas. Se utilizaron pulsos

pareados de 50 DOEs de duracion y separados por 50 DOEs, repetidos en ciclos de 1000 DOEs.

4.6 Analisis conductual de la preferencia entre luz u oscuridad

Para esta exploracion utilizamos el laberinto en Y con paredes opacas; la rama que
no se suele ser elegida se cubrié con un cartéon grueso y el otro brazo se iluminé en cada
serie de experimentos con 70, 1300 y 4745 lux utilizando una bombilla de filamento de
tungsteno colocada a diferentes distancias. En 10 peces contamos el numero de
reversiones de la tendencia natural para cada pez en tres ensayos en cada intensidad de
iluminancia, y evaluamos si la tenebrotaxia/fotofobia tiene suficiente influencia para revertir

la destreza natural.

4.7 Procesamiento de datos

En todos los casos, los intervalos inter-DOE obtenidos mediante el microprocesador
se mostraban en pantalla como archivo de texto (monitor serie del IDE de Arduino), luego se
copiaban en un editor de texto y eran transformados en binarios para su ulterior
procesamiento fuera de linea con Octave.

Para evaluar los efectos tonicos, se realizaron histogramas de intervalos de primer

orden, y se calcularon y compararon sus momentos estadisticos’.

' Los momentos en los calculos estadisticos se relacionan con la determinacion de parametros como la media, la
varianza o la asimetria de una distribucion de probabilidad; son indicadores genéricos de una distribucion.
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Para evaluar los efectos transitorios, normalizamos la secuencia de intervalos inter-
DOEs a la mediana de los 20 intervalos previos a la DOEg (intervalo basal), y se expreso el

curso temporal de la secuencia de intervalos inter-DOEs como porcentaje del control.

Para evaluar la amplitud de la respuesta fasica se utilizé el indice introducido
(Pereira et al., 2012; también implementado en Jun et al., 2016) para determinar la amplitud
de la respuesta de novedad. La respuesta, que llamaremos | 20 consiste en calcular la
secuencia de intervalos de orden vigésimo. Este tipo de filtro (ver mas adelante) detecta el
valor de pico que ocurre alrededor de 20 DOEs post estimulo en la serie normalizada de
intervalos. Tomamos el intervalo de vigésimo orden dado que los estudios de curso
temporal mostraron que la reduccion del intervalo inter-DOE alcanza un minimo de
aproximadamente 20 DOEs después del inicio del estimulo.

Como era previsible, estas series tienen un minimo agudo (sharp) cuando el
intervalo se extiende desde DOEg a DOE20, y un valor alrededor de O en la condicion de

control. Se construyeron curvas ROC para verificar la significancia estadistica de la
respuesta. La curva ROC resulta de graficar la fraccion de ensayos que muestran
verdaderos positivos frente a la fraccion de ensayos que arrojan respuestas falsas positivas
para los umbrales explorados. Cuando la distribucién de verdaderos y falsos positivos no
difieren, los graficos ROC se ajustan a la linea bisectriz del angulo en 0, 0 (area bajo la
curva = 0,5). El grado de significancia de la diferencia entre dos respuestas se puede medir
por la desviacion de la curva ROC de la linea bisectriz. Para ello se definieron 250 valores
equiespaciados de umbral entre -25 y 0 %, y medimos el numero de intentos que cruzaron
cada umbral dentro de 2 ventanas: una que incluyé los intervalos que inician en las primeras

100 DOEs después del estimulo (verdaderos positivos) y la otra que incluyd los intervalos
que comienzan entre las DOE400 a DOE500 (es decir en el centro del periodo control, falsos

positivos). Para cada curva ROC se calcul6 el area entre la misma y la bisectriz. Cuando
ésta fue mayor a 0,25 (area total bajo la curva = 0,75), la diferencia se considero
estadisticamente significativa (Green y Swets, 1966).

Para realizar la evaluacion del efecto de la intensidad se realiz6 un analisis de
regresion lineal entre, el logaritmo de la intensidad del estimulo medido en lux y la amplitud
de la respuesta calculada tal como se expresé anteriormente.

Para la evaluacion de adaptacién utilizamos tests no paramétricos (Matlab) entre las

respuestas obtenidas entre el primer y segundo estimulo pareado.
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Capitulo 5. Caracterizacion de la eco-fisiolégica de

la iluminancia del habitat de G. omarorum

Utilizando nuestro sistema de registro fuimos capaces de medir la iluminancia en
funcién de la profundidad en tres condiciones experimentales: a) en aguas abiertas, b)
lugares con menor concentracion de plantas (en estos lugares se aprecian puntos
luminosos) y c) debajo de las plantas .

Como se observa en la Figura 8, el logaritmo de la iluminancia cae en forma lineal
cuando es graficado en funcién de la profundidad, independientemente de la condicién en la
cual fue registrada, las pendientes en las 3 condiciones son similares. El valor corte en el
eje de las coordenadas fue similar para las condiciones a y b pero distinto para c (Figura 8).

A partir de esta caracterizacion seleccionamos un conjunto valores medidos, los
cuales fueron tomados como referencia para la realizacion de los experimentos en el

laboratorio.
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Figura 8. Relacion entre iluminancia (lux) y profundidad (cm). Este grafico muestra la relacion
existente entre iluminancia que decae exponencialmente en funcion de la profundidad medida en la
Laguna del Sauce. En 3 condiciones: a) los cuadrados azules indican las mediciones de iluminancia
en aguas abiertas, b) los circulos amarillos indican las mediciones de iluminancia en puntos con luz
solar, y c) triangulos verdes, indican las mediciones de iluminancia bajo las plantas. Nétese que las
pendientes del grafico en las 3 situaciones fueron: para aguas abiertas, 0.0311; para puntos solares
0.0356; y por ultimo bajo las plantas, 0.0367.

Los simbolos restantes indican los valores de iluminancia utilizados en los experimentos en el
laboratorio: cuadrados rojos (respuestas ténicas), circulos rosados (respuestas fasicas), triangulos

violetas (decisiones comportamentales).
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Capitulo 6. Las respuestas ténicas provocadas por

estimulos de iluminancia constante

La hipoétesis en evaluacién para la realizacion de este estudio es referente al “efecto

sensorial directo” que ejerce la luz sobre el comportamiento de los peces, ademas de los
conocidos efectos que derivan de la sincronizacion del ritmo diario habitual. Para la
evaluacion de la respuesta ténica utilizamos estimulos de luz dentro del rango natural,
exploramos los niveles de intensidad de iluminancia en la naturaleza.
Se evaludé la respuesta ténica a la luz en fases opuestas del ciclo diario habitual.
Comparando las series de intervalos obtenidos bajo intensidades de luz similares a las
observadas en aguas abiertas y debajo de plantas acuaticas, durante la mafana entre las 8
y las 10 a.m y al final del dia entre las 8 y las 10 p.m en condiciones de estado estable (el
valor de intensidad de cada estimulo se mantuvo constante durante una hora antes del
inicio de los registros).

De la Figura 9 A a D se desprenden los resultados obtenidos para un pez sometido
en las cuatro condiciones experimentales, se encontré una tendencia al cambio entre dos
estados de activacion (previamente descritos por Forlim y Pinto, 2014). Esto se ve reflejado
en los histogramas inter-DOE con una moda principal (intervalos mas largos y estado de
baja frecuencia) y una moda secundaria (intervalos cortos y estado de alta frecuencia, lo
cual se puede visualizar al realizar la comparacién entre los histogramas de la Figura 9A a
9D en la columna a la derecha).

Las cuatro condiciones experimentales fueron: a) entre las 8 y las 10 a. m. se inicia
el registro con el estimulo 1 lux (condicién, oscuridad de dia), al finalizar el registro se inicia
el periodo de adaptacién con luz prendida. Luego de finalizado éste periodo se registran
nuevamente los peces b) estimulo 420 Ix (condicion, luz de dia).

Al final del dia entre la 8 y la 10 p.m. se vuelven a registrar los peces, c) estimulo
420 lux (condicion, luz de noche), al finalizar el registro se inicia el periodo de adaptacion
con luz apagada. Luego de finalizado éste periodo se registran nuevamente los peces d)

estimulo 1 Ix (condicion, oscuridad de noche).
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Figura 9. La iluminancia provoca dos respuestas tonicas en el intervalo inter-DOE. En los paneles de
A a D se compara el efecto ténico de 420 (fondo blanco) y 1 lux (fondo gris) durante la mafiana y la
noche. La comparaciéon entre paneles muestra que la presencia de episodios de alta frecuencia
(guion grueso en D) es mas probable durante la noche, provocando un pico secundario en el
histograma de intervalo de primer orden (flecha en D). B) La iluminancia durante la noche suprime los
episodios de alta frecuencia, disminuye el intervalo inter-DOE y aumenta su moda correspondiente. C)
La oscuridad durante el dia facilita los episodios de alta frecuencia (guiones en el panel C) y aumenta

el intervalo inter-DOE.

La prueba Anova unidireccional de Kruskal-Wallis indica que la media (p=0,0059),
mediana (p=0,0088) y el coeficiente de variaciéon (p=0,016) de la tasa repeticion de la DOE
no fueron los mismos durante las cuatro condiciones. Todas las distribuciones exhibieron un
sesgo negativo debido a la tendencia de los peces a acelerar el marcapasos de la DOE,
pero no se observaron diferencias significativas entre los valores de los sesgos (prueba de
Kruskall Wallis, p = 0,22).
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Sin embargo, durante la noche en condicién de oscuridad fueron mayores las
probabilidades de ocurrencia de los estados de alta frecuencia (EAF), y la duracién
promedio de los mismos (Figura 9C y D). Este cambio en el patrén del intervalo inter-DOE,
se expresa como un cambio en el perfil de distribucién de los intervalos inter-DOE.

Los episodios de alta frecuencia generaron un pico secundario con una moda menor que la
moda correspondiente a la frecuencia basal (flecha Figura. 9D).

El andlisis de varianza de dos vias (Friedman test con repeticién) confirmé las
observaciones realizadas anteriormente de que la tasa de repeticion de la DOE en
Gymnotus omarorum muestran dos efectos interdependientes, uno es el efecto persistente
del ciclo diario habitual (Silva et al., 2007, Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018) y el
otro el “efecto directo” de la luz. (Figura 10).

La prueba de Friedman con repeticion para compensar estadisticamente los efectos
de la luz y la oscuridad, mostré que los intervalos durante la noche son significativamente
mas pequenos que durante el dia, confirmando la persistencia del efecto del ritmo diario
habitual (p=3x10%, Figura 10A). Por otra parte, si bien no se encontraron diferencias
significativas en la mediana del intervalo entre luz y oscuridad, al compensar el efecto del
ritmo diario habitual (p=0,7664), la mediana del intervalo en los registros matutinos fue
significativamente menor en condiciones de luz que de oscuridad (prueba signrank
p=0,0391, Figura 10A), lo que sugiere un aumento ténico de la tasa de repeticién de la DOE
debido a la fotoestimulacién. Como veremos en los experimentos siguientes realizados para
evaluar este problema en detalle, esto se debe a la eleccion de la media y la mediana como
parametro de estudio (ver mas adelante).

De manera similar, la prueba de Friedman con repeticiéon indicé que la luz también
reduce la variabilidad del intervalo después de la compensacion de los efectos del ciclo
diario (p=0.038, Figura. 10B). Esto se debe principalmente a un aumento en el coeficiente
de variacion durante la noche y la condicién de oscuridad (p=0,0156) en comparacién con
cada una de las otras tres condiciones, p< 0.05 luego de compensar por comparaciones
multiples por el método de Holm-Bonferroni. Durante la noche, los valores de la mediana del
coeficiente de variabilidad (0,038, 0,078 para luz y oscuridad respectivamente, Figura 10B)
fueron mayores que durante el dia en las mismas condiciones (valores de las medianas,
0,034 y 0,05 para luz y oscuridad respectivamente, Figura 12B). Sin embargo, después de
compensar los efectos de la luz y la oscuridad no hubo diferencias significativas en la
variabilidad debido al persistencia del ritmo diario habitual (Test de Friedman de dos vias

con repeticiéon, p=0,278, Figura 10B).

29



cicle diario

»
>

o . A B
media ~ moda o
e aal 5 0.0156 0 014
E 5 £ 0.0156
: w r 8 c |
media ~moda 8 31k . L] § o 00156
] a
[ o = a —
[} a L4 = -
€ 29- o —— B g LI
. 2 5T HE sefe D
= 2
> 271 . Qo - .
S Q o L = : E .
o Luz = . © 0.02 o ®
2 © 25 0.0078 b L )
Q 5 — 2 0156
[0} o o = 8 0
| -l
©
g T T (L T 1O o
o 21 24 27 30 33ms 21 24 27 30 33ms .
& 48 42 37 33 30DOE/s 48 42 37 33 30DOE/s 2 C 0031 00156 . D
g o1 34 . 0.031 R45 < 0.0158
o} — =
k3] ) o e a L S L
0 media < moda (=) s m_ods; (=) $ o . g
[0} o media prn}c‘npal o €32} Ex = |
N N o 5 w©
Oscuridad moda S r > ESO L
v o secundaria (] % 30k o o
iy et ¢ T = % [} ®
s | = o L
o o 2 & Q : 8
528 gl &
21 24 27 30 33ms 21 24 27 30 33ms 3 o ]
48 42 37 33 30DOE/s 48 42 37 33 30DOE/s B L o 4 215
£ 0.0156 =2
£k Q Lk < g <

Figura 10. Diferencias en los histogramas de intervalos inter-DOEs. A modo de una mejor visualizacion y
comparacion, se muestran del lado izquierdo los histogramas correspondientes (visualizados en la Figura
9).

A) Los valores de las medianas son diferentes segun las cuatro condiciones (Kruskal Wallis, p=0,0088). EI
analisis de varianza de dos vias indica un efecto significativo del ciclo diario habitual (pruebas de Friedman
con repeticiones ¥2=13.24, DF=1 p=3x10 #, prueba de rango de signos post-hoc p=0.0156 y 0.0078 en
condiciones de luz y oscuridad respectivamente), pero no detecta un efecto global de la luz (pruebas de
Friedman con repeticiones: x2=0.09, DF=1 p=0,7664). Sin embargo, la comparacién por pares sugiere un
ligero efecto de aceleracion durante el dia (prueba de rango de signo p=0,0391, correccion de Holm-
Bonferroni). B) El coeficiente de variacion es diferente segun las condiciones (prueba de Kruskal Wallis,
p=0,016). El andlisis de varianza de dos vias indica un efecto significativo al comparar la luz y la oscuridad
(Pruebas de Friedman con repeticion, x2=4.32, DF=1, p=0.038), pero ninguna diferencia significativa
debido al ciclo diario habitual (Prueba de Friedman con repeticién, x2=1.18, DF=1 p=0,278).

Sin embargo, las comparaciones por pares sugieren un aumento en la variabilidad durante la noche
(p=0,0156, correccién de Holm-Bonferroni). C) Las modas principales de los histogramas son menores
durante la noche (prueba de Friedman bidireccional con repeticion x2=4,74, DF=1, p=0,0294) y en
condiciones de luz (prueba de Friedman:x2 =7,65, DF=1, p=0,0057, n=7).

La comparacion post-hoc sugiere un efecto de aceleracion de la luz en el intervalo basal (prueba de rango
de signos p=0,031 en ambos casos). D) Los valores maximos de las modas principales del histograma
aumentan significativamente con la iluminancia debido a la supresion de los episodios de alta frecuencia
(prueba de rango de signos p=0,0156). Cajas blancas: luz, cajas grises: oscuridad. Simbolo del sol: dia;
simbolo de la luna: noche.
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Este aumento de la variabilidad en condiciones de oscuridad y noche nos indujo a
examinar en detalle los histogramas de primer orden, los cuales indican que la distribucion
del intervalo inter-DOE es bimodal en condiciones de oscuridad para todos los peces
durante la noche, y solo para dos peces durante el dia. Tanto los valores de la media como
la mediana son adecuados para comparar distribuciones con una unica moda. Empero,
nuestros resultados muestran una distribucion sesgada y bimodal, por lo tanto tales
parametros de ubicacion resultan de una compensacion entre la probabilidad de intervalos
alrededor de cada una de las dos modas y la separacién de las modas. Por ello, para
obtener informacién adicional, complementamos el analisis anterior con la comparacion de
cada moda de las distribuciones y los valores maximos para cada moda.

El el analisis de varianza de Frideman se basa en la comparacion de ordenes de
magnitud obviando los valores absolutos. Por lo tanto compensa estadisticamente una
variable para poder evaluar los efectos de la otra. A compensar las iluminancias (luz y
oscuridad), las modas correspondientes a los picos mayores del histograma (la moda
principal, refleja el estado de frecuencia basal), son menores durante la noche (p=0.0294,
Figura 10C) idependientemente si el pez recibe o no luz, reflejando una aceleracion
nocturna de la DOE, causada por el ritmo diario habitual. Las modas principales son mas
pequefias en condiciones de luz en comparacidon con las condiciones en oscuridad
(p=0.0057 Figura 10 C). Esto concuerda con que la luz causa un incremento en la
frecuencia basal del marcapasos, por un mecanismo distinto al involucrado en el efecto del
ritmo diario habitual.

El pico secundario aparece principalmente en condiciones de oscuridad (Figura 9).
Esto corresponde a la aparicion de episodios de alta frecuencia que aumentan en duracion
y probabilidad durante la noche en condicién de oscuridad (en 7 peces frente a solo 2
durante el dia). Este incremento nocturno del pico de la moda secundaria, se refleja en la
reduccién del pico correspondiente a la moda principal (Figura 12D, signrank test,
p=0,0156).

Ambos efectos, el aumento en la tasa basal de repeticion y el aumento en la
probabilidad de episodios de alta frecuencia, se combinan para causar el aumento de la
tasa de repeticion de la DOE observada en G. omarorum durante la noche.

Podemos concluir por lo tanto que la luz causa un incremento en la frecuencia basal del
marcapasos, independiente del efecto del ritmo diario habitual y que bloquea la aparicién de

episodios de alta frecuencia.
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Capitulo 7. Las respuestas fasicas provocadas por

estimulos luminosos breves

En 22 peces se estudiaron las respuestas provocadas por breves pulsos de luz. El
resultado principal consistid en una reduccion sucesiva de los primeros 20 intervalos inter-
DOEs después del inicio del pulso de luz, seguidas de una relajacion lenta con una duracion
de aproximadamente 60-100 DOEs. Para intensidades dentro del rango natural diurno, las
respuestas de aceleracion del marcapasos ocurrieron solamente al inicio del estimulo. A
altas intensidades del estimulo (75000 lux, muy por encima de los estimulos naturales), la
respuesta provocada por la luz se produjo tanto al inicio como al cese del estimulo. En este
caso, la respuesta en el “apagado” fue mas lenta y de menor amplitud (datos no mostrados).
Para la caracterizacién del curso temporal de las respuestas registramos en 16 peces la
secuencia de intervalos en ensayos consecutivos de 1000 DOEs iniciados por un breve
pulso de luz (150 lux) de 100 DOEs de duracién.

Los resultados obtenidos en un experimento completo en un mismo pez se
representan en funcién del numero ordinal DOEs en coordenadas polares (Figura 11A).
Dado que la estimulacion es repetitiva, para mostrar la consistencia de la respuesta, cada
giro circular corresponde a cada uno de los 22 ensayos y la distancia desde el centro
corresponde al intervalo inter-DOE. El sector claro corresponde a los periodos de “luz
encendida” y el gris a los de “luz apagada”. En esta grafica se observa una consistencia del
perfil de aceleracion en presencia de la luz. En la Figura 11B se observa que las respuestas
promediadas alcanzan su amplitud maxima aproximadamente en el intervalo 20.° después
del inicio del estimulo. Si bien esto se observé en todos los peces para mejorar la claridad
de la figura en los graficos siguientes representan solamente los resultados de 7 peces
superpuestos. La Figura 13C muestra los intervalos de orden 20 promediados calculados a
partir de los mismos datos datos obtenidos en la Figura 13B.

Teniendo en cuenta esta observacion, calculamos una serie de intervalos de orden
20 para cada ensayo (es decir, intervalos entre cada veinte DOEs entre DOEo y DOEo;
DOE1 y DOE21; DOE2 y DOE22, y asi sucesivamente, con el subindice indicando el numero
ordinal de la DOE, con respecto al inicio del estimulo. De esta forma se construye un filtro
que maximiza la visualizacion de las respuestas ocurridas a 20 intervalos después del
comienzo del estimulo. Por lo tanto, el estudio del curso temporal de intervalo 20.° a lo largo
del experimento permite medir faciimente en forma sistematica la amplitud de la respuesta y

compararla con cambios no dependiente del estimulo.
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Para verificar la significancia estadistica de la respuesta se contrasté para cada pez
la distribucion de amplitudes de la respuesta obtenida luego del inicio del estimulo, contra la
distribucién de la amplitud de aceleraciones incidentales que ocurrieron en ausencia de
estimulo por ejemplo, durante el periodo entre la DOE4o1 y la DOEso (Figura 11C). Para
realizar esta comparacion se definieron valores umbrales, que fueron comparados con los
valores del intervalo 20.° observados luego de el estimulo (verdaderos positivos) y en el
intervalo interestimulo (falsos positivos). La fraccion de trazos que superaron cada umbral
después del inicio del estimulo (verdaderos positivos) se graficd contra la fraccion de trazos
que cruzaron el mismo umbral en ausencia del estimulo (falsos positivos), generando las
curvas “caracteristicas operativas del receptor’” (ROC). Estas permiten discriminar y medir
el grado en que el receptor de un estimulo lo diferencia de eventos no relacionados con el
estimulo. En todos los casos las curvas ROC mostraron diferencias significativas con
areas bajo la curva que oscilaron entre 0.79 y 1. (Figura 11D). En el analisis experimental se

utilizé el intervalo 20 como un fiel indicador de la amplitud de la respuesta.

Figura 11. Respuesta foto-electromotora fasica: curso temporal. A) El experimento consistio en 22

ensayos con una duracion de 1000 DOEs en los cuales se aplicéd un pulso fético (150 lux, 100 DOEs).

Los datos crudos se representan en un diagrama polar. El circulo corresponde a la duracion de cada
ensayo, el sector claro corresponde al pulso de luz y el sector gris al periodo de oscuridad (1 lux). B)
Respuestas fotoelectromotoras promediadas en relacion al comienzo del estimulo luminoso (zona
blanca en la barra) para 7 peces registrados en las mismas condiciones. C) Intervalos de orden 20
promediados calculados a partir de los mismos datos utilizados para el panel B. D) Las curvas
calculadas en C permitieron calcular en forma mas fiel las curvas caracteristicas operativas del
receptor (ROC) para los mismos 7 peces. Cada curva ROC representa la probabilidad de verdaderos
positivos en funcién de los falsos positivos. Es decir, cada punto en la curva corresponde a un umbral,
y se grafico la fraccion de ensayos en los que el pico de las curvas de intervalo de orden 20.° cruza
cada uno de los umbrales utilizados después del estimulo contra la fraccion de ensayos en los que
dicha curva cruza el mismo umbrales en ausencia de estimulo). Las areas por debajo de las curvas
mostradas son: 1; 0,975; 0,945; 0,93; 0,895; 0,83 y 0,79, superando el limite de confianza
habitualmente aceptado de 0.70 (Green and Swets, 1966).
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7.1 Amplitud de las respuestas en funcion de la intensidad del estimulo

Al evaluar la amplitud de las respuestas en funcion de la intensidad del estimulo en
una primera serie de experimentos encontramos que la amplitud de la respuesta aumenta
con la intensidad del estimulo (Figura. 12A). No obstante, una de estas intensidades supera
el rango natural del habitat de estos peces. Por esta razén se disefié una segunda serie de
experimentos en 6 peces cuyas intensidades elegidas se encuentran dentro del rango
natural. Se realiz6é un analisis de regresion que reveld que la amplitud de la respuesta fasica

aumenta con el logaritmo de la intensidad de la iluminancia (Figura 12B).
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Figura 12. Amplitud de la respuesta evocada por la luz en funcién de la intensidad de la iluminancia.
A) Amplitud de la respuesta comparada a través de 3 intensidades en 4 peces: 30, 150 y 75000 lux.
Prueba de Friedman, x2=8, DF=2, p=0,0183, Kendall’'s W=1. B) Amplitud de la respuesta comparada
a través de 6 intensidades en 6 peces distintos: 19, 27, 52, 84, 262, 411 lux. Analisis de regresion
realizado en los 6 peces confirma que la amplitud es una funcién logaritmica de la iluminancia.

Amplitud = 2,78*log10 (iluminancia) -1,7 (coeficiente de correlacion de Spearman rho=0,8241).
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7.2 Adaptacion de las respuestas fasicas y comparaciéon con respuestas de novedad

En una primera serie de experimentos en 5 peces se mostréo que la amplitud de la
respuesta fasica evocada por la luz no se alterd consistentemente cuando fueron evocadas
por pares de estimulos similares (150 lux, 100 DOEs) separados por intervalos inter-
estimulo desiguales de 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 DOEs (Kruskall-Wallis, p=0,53,
Figura 13A. Esto sugirid6 que la respuesta fasica a la luz no muestra adaptacion.

A modo de verificacion utilizando 6 peces, realizamos dos series experimentales
adicionales en las cuales se utilizaron pulsos pareados. En la primera serie adicional se
utilizé un pulso condicionante y un pulso de prueba de 150 lux durante 100 DOEs
separados por 100 y 700 DOEs. El experimento se repitié 22 veces cada 1000 DOEs en
cada uno de los peces. En el segundo ensayo adicional se redujo la duracién de los pulsos
de luz y el intervalo, emparejamos un pulso de prueba de 50 DOEs con un pulso
condicionante de 50 DOEs separados por 50 DOEs (alrededor de 1.5-2 s, dependiendo del
pez). Se traté de que la separacion entre estimulos fuese la minima posible. Dado que la
duracioén de la respuesta fasica es de alrededor de 100 DOEs, el estimulo de prueba (T) se
aplicé al final de la respuesta evocada por el condicionante (C). Los resultados de ambos
experimentos de respuestas a estimulos pareados fueron visiblemente similares, aunque al
comparar la amplitud de la mediana de las respuestas al estimulo condicionante entre los
ensayos (Figura 13B) con las amplitudes de las medianas de la respuesta al estimulo de
prueba (Figura 13C); la separacion por 100 DOES no mostré reduccién significativa de la
amplitud pero la separacion por 50 DOEs si mostré reduccion significativa (prueba de rango
de signo, p=0,0068, Figura 13 D).

Las respuestas fotoelectromotoras fasicas observadas fueron mas lentas que las
respuestas novedosas evocadas por estimulos electrosensoriales o mecanosensoriales

activos reportados en la literatura (Barrio et al., 1991; Caputi et al., 2003).

36



VTV

DOEs
Ak (o]
—~ O
® § I g
E-2r ! n !
e A =]
> ®
2 ar .
Q 0
| |
5 4t
n 8
_5 '} '} ' M [ i i ]

100 200 300 400 500 600 700 800
intervalo interestimulo precedente (DOESs)

B G D
- 0.0068
: A 5[ 1 1
Y . T 4L
45 33
: ' ; ; =
X t iy © 2}
AL W% -
| 1'.";"..1 L1 P T O T T Lk
0 20 40 60 0 20 40 6 c T

Figura 13. Caracteristicas de la respuesta electromotora fotosensorial. A) La respuesta electromotora
fotosensorial no se vio alterada por el intervalo entre estimulos (Kruskal Wallis, p=0.53). Datos de
experimentos realizados en los mismos 5 peces, ciclos de trabajo de 1000 DOEs con intervalos entre
estimulos separados por 100 y 700 (circulos abiertos; prueba de rango de signos, p=0,17), 200 y 600
(circulos rellenos; prueba de rango de signos, p=0,35), 300 y 500 (cuadrados abiertos; prueba de
rango de signo, p=0,46) no mostraron diferencias significativas. B y C) Se aplicd un estimulo de
prueba (T) justo al final de una respuesta previa (C). D) La respuesta evocada por el estimulo de
prueba (T) presentd una amplitud significativamente menor que la evocada por el estimulo

condicionante (C) (prueba de rango de signo, p=0,0068. N=11).
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Capitulo 8. Comportamiento de evitacion de la luz,

¢fotofobia o tenebrotaxia?

8.1 Comportamiento de evitacion de la luz

Una interesante observacion durante estos experimentos fue que un pez pequeio
de 9 cm exhibié una tendencia a girar de regreso luego del inicio del estimulo, lo que se vio
claramente por la inversion de la polaridad de la forma de onda DOE durante el monitoreo a
través del osciloscopio. Si bien no pudimos utilizar las grabaciones de este pez en nuestros
analisis estadisticos, este comportamiento sugirié que la respuesta fasica a la luz era parte
de una "respuesta esqueleto-electromotora de evitacion de la luz". Esto nos llevd a
investigar si los peces prefieren permanecer en el lado oscuro o en el lado iluminado de un
pequefio tanque.

Para verificar la foto -vs. tenebro-taxia se realizaron dos series de experimentos
comportamentales. En el primer experimento observamos 7 peces que fueron colocados en
un tanque (30 cm de largo y 3 cm de ancho) con agua de acuario. Este tanque contaba con
un compartimento oscuro y otro iluminado. Los peces fueron colocados en el lado iluminado
0 en el lado oscuro, luego se observé el comportamiento de los mismos durante 10 minutos.
Cuando los peces fueron colocados inicialmente en la region iluminada, inmediatamente
nadaron hacia la regién oscura, y cuando se colocaron en la regidn oscura, permanecieron
alli durante los 10 minutos de observaciéon (prueba de signos p=0,0156, N = 7; véase en
material complementario 1, video Tenebrotaxia).

En el segundo experimento el método utilizado fue el laberinto en Y, disefiado por
por Waddell y Caputi (2021). Para evocar la electro-taxis aplicamos el mismo estimulo
eléctrico en los extremos de ambas ramas del laberinto en Y (la densidad de corriente y el
campo eléctrico fueron similares en cada rama) y evaluamos la eleccion de cada pez entre
luz y oscuridad para distintas intensidades de luz.

El experimento, realizado con 10 peces consisti6 de un experimento control con
iluminancia igual para ambas ramas y tres experimentos en los cuales la iluminancia de una
de las ramas elegida al azar era de 70, 1300 y 4745 lux mientras que la otra era de 0.46 lux.

El resultado se muestra en la Figura 14.
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8.2 Inversion del lado de preferencia de natacién por la oscuridad en funcién de la
iluminancia

Si bien esperabamos que en la condicién control el pez eligiera por casualidad entre
ambas ramas el resultado mostré que 5 de los 10 peces eligen el lado derecho y los otros 5
el lado izquierdo en 3 de 3 ensayos cada uno. Esto sugiere que los peces pueden tener
preferencia de natacion hacia la derecha o hacia la izquierda (es decir, una forma
rudimentaria de dominancia hemicerebral). Teniendo en cuenta que la “destreza” de los
peces puede producir un sesgo en los resultados, se modificd el disefio experimental. Se
iluminé el lado de eleccién favorable para cada pez y se conté el numero de ensayos en los
que la diferencia de iluminancia entre ambas ramas cambiaba su eleccién natural. Es decir
se estudio la reversion de su eleccidon natural en funcién de la diferencia de iluminancia
entre ambas ramas. La distribucion de reversiones en los tres ensayos para las tres
condiciones experimentales se muestran en la Figura 14. Estos datos indican que el numero
promedio de reversiones en el lado de eleccion habitual del pez aumenta con la diferencia

de iluminancia entre ambas ramas.

numero medio de reversiones

0 ; ; ; ;
107 10° 10" 10? 10°

estimulo de comparacion

Figura 14. Tenebrotaxia explorada en un experimento de eleccion forzada. Se encontré que en
Gymnotus omarorum cada individuo elige consistentemente l|a rama derecha o la izquierda del
laberinto Y cuando la iluminancia es la misma en ambas ramas. Se aplicé iluminancia diferente en
cada rama. La iluminancia en la rama oscura siempre fue de 0,43 lux, mientras que la iluminacién en
la otra fue de 70, 1300 y 4575 lux en cada ensayo. La prueba de rango de signos indica diferencias
significativas entre el numero de inversiones a 70 y 1300 lux (prueba de rango de signos p=0,0430,
N=10, Holm-Bonferroni corregido) y entre el numero de inversiones a 70 y 4745 lux (prueba de

signos p=0.001, N=10, Holm-Bonferroni corregido).
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Capitulo 9. Discusidén

Este trabajo muestra que la fotoestimulacion influye en el comportamiento
electromotor de forma compleja. Ademas de su influencia previamente descrita en el ritmo
diario (Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018), hallamos que los estimulos de luz
dentro del rango fisiolégico tienden a aumentar la frecuencia del marcapasos y bloquean la
aparicion de brotes de alta frecuencia. Los estimulos constantes y transitorios evocan
respuestas ténicas y fasicas, respectivamente, los cuales pueden ser relevantes para la vida
de los peces. Una probable hipétesis es la existencia de efectos complejos sobre la tasa de
repeticion de la DOE y su variabilidad previamente observados a lo largo del ciclo circadiano
(Silva et al., 2007) se debe a que el marcapasos bulbar recibe multiples estimulos
descendentes. En una primera parte disecamos estadisticamente los efectos sensoriales
exogenos de los asociados al ritmo diario habitual. Ambos estan asociados en la naturaleza
de forma estacional, a pesar de que tienen efectos distintos y en algunos casos opuestos.

En la segunda parte mostramos el curso temporal, la dependencia de la intensidad
del estimulo, y la pobre adaptacion de la respuesta. El largo curso temporal y la pobre
adaptaciéon lo distinguen de las respuestas de novedad. En la tercera parte mostramos
evidencias comportamentales de  fotofébia/tenebrotaxia. Este  comportamiento
plausiblemente facilita la sobrevida del animal en su habitat y por lo tanto, juega un papel

importante en su nicho ecoldgico.

9.1 La fotoestimulacion provoca la aceleracion del marcapasos per se

La evaluacion de esta hipétesis requirid un estudio la actividad marcapasos como un
serie temporal de eventos puntuales y por otra parte dado que existe un ciclo diario donde
efectos exdgenos y endogenos esta intrincados se realizé un disefio experimental que
permitié disecar ambos tipos de efectos a través del analisis de varianza.

Para realizar un analisis adecuado de la actividad del marcapasos en condiciones de
estado estacionario, estudiamos el histograma de intervalos inter-DOE. Debido a que
durante periodos de larga duracion, el intervalo inter-DOE muestra una distribucion sesgada
(Pereira et al., 2005). Por lo tanto, el parametro comunmente utilizado, la tasa media, esta
influenciada por el grado de asimetria de la distribucién. Esta distribuciéon mostré incluso dos
modas, una mayor, correspondiente al maximo absoluto del histograma (moda principal) y

otra mas pequefia correspondiente a un maximo local mas pequeno (moda secundaria).
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Interpretamos que la moda principal corresponde a la actividad ténica del marcapasos, y la
asimetria del histograma corresponde a efectos transitorios impulsados por estimulos
sensoriales, colaterales internos de comandos esqueleto-motores y otras sefiales
endogenas. Entre estos ultimos efectos (causales de la moda secundaria) se encuentran los
periodos de episodios de alta frecuencia que se destacan intercalados entre periodos de
menor frecuencia basal (Forlim, 2013; Forlim y Pinto, 2014).

Por otra parte, para evaluar los efectos sensoriales de la luz sobre la actividad del
marcapasos, se considerd la existencia previamente conocida de cambios en la tasa de
repeticion de la DOE dependiente de ciclos diarios. Para excluir dicha influencia, se disefio
un estudio en el cual la actividad marcapasos se evalud utilizando los histogramas de
intervalos y se compararon diversos parametros estadisticos utilizando un analisis de
varianza no paramétrico de dos vias donde se comparan estimulos luminosos congruentes
e incongruentes en distintas fases del ciclo diario habitual.

El analisis de varianza permitié6 confirmar la existencia de un ritmo diario que se
expresa por un aumento de la tasa media de la DOE y de su variabilidad durante la noche
(Silva et al., 2007; Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018, compare las Figuras 9A y
D) tanto para estimulos congruentes como para aquellos incongruentes, lo cual certifica la
persistencia de un componente endégeno. Ademas, se observo que las modas secundarias
y el sesgo también aumentaron durante la noche. Esto sugiere que los efectos aceleradores
sobre el marcapasos debidos al ciclo diario (Perrone, 2009; Migliaro y Silva, 2016; Migliaro
et al.,, 2018) tienen dos mecanismos: a) aumento de la actividad ténica del marcapasos,
evidenciada en la reduccion de las modas principales de los histogramas nocturnos con
respecto a los diurnos en las mismas condiciones experimentales de luz y b) aumento en
la probabilidad de episodios de alta frecuencia durante la noche (Figura 9D), contribuyendo
adicionalmente al aumento de la frecuencia media y también explicando la mayor
variabilidad de la tasa de repeticion de la DOE.

Este analisis también mostré que la luz tiene efectos opuestos sobre los dos
mecanismos que afectan la actividad marcapasos. En concordancia con la hipdtesis de que
la luz tiene un “efecto sensorial directo” sobre el ritmo del marcapasos, la iluminancia
sostenida evoca una reduccion de la tasa media del intervalo inter-DOE diurna (Figura 10A)
aunque al comparar los datos nocturnos no se observa diferencia en este parametro. Esta
aparente falta de efecto de la luz sobre el marcapasos durante la noche se explica porque la
luz tiene efectos opuestos sobre los dos mecanismos que afectan el intervalo medio. En
efecto la luz reduce la probabilidad de episodios de alta frecuencia, lo cual se expresé en
una reduccion del coeficiente de variacion de la tasa de repeticion de la DOE independiente
de la hora del dia y un aumento de la amplitud del pico de la moda principal (Figura 10D).

Este efecto tiende a incrementar el intervalo medio durante la noche (Figura 10B).
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Por otro lado, la luz aumenté la actividad basal del marcapasos, lo cual se expreso
con la reduccion de la moda principal del histograma de intervalos inter-DOE comparada
con la condicién de oscuridad. La moda principal por lo tanto, es un mejor parametro para
expresar los efectos aceleradores de la luz sobre la actividad ténica del marcapasos (Figura
10C).

Debido a que la moda principal del histograma de intervalos inter-DOE es un buen
indicador de la frecuencia basal del marcapasos en una condicién dada, su disminucion por
iluminancia significa que esa fotoestimulacion tonica provoca un aumento en las entradas
excitatorias en el marcapasos. Asimismo, los estimulos luminosos con amplitud similar a las
que se encuentran en aguas abiertas suprimen los episodios de alta frecuencia, tanto
durante el dia como durante la noche, lo que sugiere un fuerte efecto de supresion de este
comportamiento. Los episodios de alta frecuencia se caracterizan por provocar la alteracion
de la distribucién de intervalos de mono- a bimodal, resultando en el incremento en la tasa
de repeticién de la DOE. Sin embargo, hay una reduccion de la mediana, aumento de la
asimetria y por lo tanto un aumento del pico de la moda secundaria a expensas de la moda
del pico principal; esto ocurre de forma destacada durante la noche (Figura 10D).

Por lo tanto, cabe decir que el “efecto tonico directo” de la fotoestimulacién sobre la
tasa de repeticion de la DOE es doble: reduce el intervalo basal y también reduce la
probabilidad de episodios de alta frecuencia.

Una segunda evidencia a favor del “efecto sensorial directo” (contraria a la accion
sobre el ritmo diario habitual) es que, los pulsos de luz evocan aceleraciones transitorias del
marcapasos. Estas respuestas fasicas muestran tres caracteristicas: a) son lentas en
relacién a las respuestas de novedad provocadas por otras modalidades sensoriales, b) su
amplitud aumenta con la intensidad del estimulo y c) el efecto de una respuesta fasica sobre
una posterior se presenta sélo cuando el intervalo inter-estimulo es muy corto.

Comparten con las respuestas de novedad la amplitud graduada con la intensidad
del estimulo. Pero sus fases de elevacién (alrededor de 20 DOEs o alrededor de 500-600
ms) fueron significativamente mas lentas que las evocadas por estimulos electro-activos (2
DOEs, o alrededor de 60 ms, Aguilera y Caputi, 2003; Caputi et al., 2003) o mecano-
sensoriales (7-8 DOEs, o alrededor de 200 ms, Barrio et al.,, 1991) reportados en la
literatura en condiciones experimentales similares. Este curso temporal mas lento sugiere
que estas aceleraciones de la DOE son diferentes de las respuestas rapidas de novedad
observadas con otras modalidades sensoriales. La falta de dependencia del intervalo inter-
estimulo y el efecto de que una respuesta fasica sobre otra posterior puede ocurrir
solamente en intervalos muy cortos, sugiere un mecanismo distinto al que implementa la

respuesta de novedad.
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G. omarorum exhibe otras aceleraciones transitorias del marcapasos asociadas a
actividades esqueleto-motoras. Como por ejemplo, pueden sefialarse en primer lugar, la
activacion antidrémica de las neuronas de Mauthner que desencadenan una brusca y fuerte
respuesta de aceleracion (aumento abrupto de la frecuencia) del marcapasos a través de la
activacion de multiples vias (Falconi et al., 1995, 1997; Comas y Borde, 2010). Esta
respuesta estd asociada con el reflejo de escape, que son inducidos por estimulos
mecanosensoriales intensos y con la funcion de aumentar la frecuencia de muestreo del
sistema electroreceptivo activo, durante un periodo de movimiento rapido que involucra
movimiento lineal y cambio drastico en la direccion de natacién (Borde et al., 2004). En
segundo lugar, la aceleracién del marcapasos esta asociada con movimientos en direccion
anteroposterior durante la exploracion electrosensorial de objetos (B-scans, Jun et al., 2016)
y en tercer lugar, durante los movimientos de seguimiento de objetos (Uyanik et al., 2019;
Comertler y Uyanik, 2021). Es de destacar, que en este ultimo caso, la retroalimentacion
principal utilizada para el comportamiento de seguimiento de objetos son estimulos visuales
(Comertler y Uyanik, 2021).

Si bien, el primer y segundo efecto son respectivamente reflejo disparado por un
estimulo no necesariamente luminico y consecuencia de la exploracién electrosensorial, el
ultimo, el cual implica un posicionamiento con respecto al estimulo luminoso tiene
indudablemente un origen en el estimulo visual, integrado en el téctum éptico. La similitud
de este comportamiento con los observados experimentalmente sugiere que la aceleracion
del marcapasos esta mediada por una via similar.

Adicionalmente las diferencias observadas en el curso temporal con relacién a las
respuestas de novedad, la ausencia de adaptacién y la frecuente asociacion de
aceleraciones y actividad esqueleto-motora en esta especie, sugieren que en nuestros
experimentos la respuesta electromotora fasica a la luz es la primera etapa de una
respuesta global de evitacién de la luz, en la cual el pez acelera la tasa de repeticion de la
DOE con la finalidad de aumentar la frecuencia sensorial de muestreo justo antes de
alejarse de la region luminosa. Consistentemente con esta afirmacion, hemos mostrado que
esta especie presenta un comportamiento tenebrotaxico o de evitacién a la luz, observado
en dos series experimentales (véase en material complementario 1, video Tenebrotaxia).

En resumen, postulamos que el intervalo del marcapasos esta bajo dos comandos
principales, uno ténico y el otro transitorio causante de los episodios de alta frecuencia u

otras aceleraciones sensoriales.
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La asociaciéon de la aceleracién del marcapasos con la respuesta de evitacion de la luz, la
ausencia de proyecciones del téctum 6ptico sobre los nucleos premarcapasos diencefalico y
rombencefalicos y la similitud con el comportamiento de seguimiento visual; sugiere que la
modulacion visual del ritmo de descarga podria integrarse via téctum 6ptico a través de la

sustancia reticulada del tronco cerebral (Comas y Borde, 2010).

9.2 ; Cual podria ser el papel funcional de las aceleraciones del marcapasos evocadas
por la luz?

Con relacion a la interaccion entre la iluminancia y el ciclo diario habitual, la
comparacion entre los datos obtenidos en condiciones de luz y oscuridad durante periodos
en fases opuestas del ciclo diario indican que la tendencia a reducir la tasa de repeticion la
DOE durante el dia se atenua con la luz, con intensidad graduada dependiendo si el pez
nada en aguas abiertas (Figura 15B) o descanse debajo de las plantas (Figura 15C).

Postulamos que el intervalo del marcapasos esta bajo dos comandos principales,
uno ténico y el ofro transitorio causante de los episodios de alta frecuencia u otras
aceleraciones sensoriales. El ritmo diario tiende a aumentar la frecuencia por ambos
mecanismos (reduciendo la moda principal y facilitando los episodios de alta frecuencia
durante la noche), sin embargo la luz tiene efectos opuestos sobre la frecuencia media de la
DOE (aumentando la frecuencia basal pero bloqueando la aparicion de los episodios de alta
frecuencia). Al estar asociado el ritmo enddgeno y el ciclo diario de la luz, durante la noche
la frecuencia media del marcapasos aumenta por el unico efecto del ciclo diario (reduciendo
los intervalos basales y aumentando la probabilidad de episodios de alta frecuencia, Figura
15A). La presencia de episodios de alta frecuencia también explica la mayor variabilidad
nocturna.

Por otro lado, durante el dia, los efectos del ciclo diario son opuestos a los de la luz 'y
por lo tanto seria esperable que fuesen atenuados por la iluminancia (Figuras 15 B y C). En
condiciones experimentales de iluminancia similares a las encontradas en aguas abiertas y
debajo de plantas acuaticas, sugieren que en la primera condicién los peces tendran una
una tasa de descarga de la DOE regular y mas rapida (Figura 15B), mientras que en la
segunda condicién hay un aumento en la tasa de repeticion de la DOE causado por la
aparicion de episodios de alta frecuencia, que de alguna manera compensan el cambio de

la moda principal a valores mas grandes (Figura 15 C).
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Figura 15. Interaccion entre iluminancia y ciclo circadiano. Una hipétesis integradora sobre los efectos de

la luz y el ciclo diario en el ritmo del marcapasos. A) Durante la noche, en ausencia de luz, el nucleo
marcapasos (MP) es impulsado por dos influencias de ritmo diario: una ténica, reduciendo el intervalo
basal, y otra generando los episodios de alta frecuencia (EAF). Ninguno de estos efectos se ve alterado
por la fotoestimulacién. B) Durante el dia en aguas abiertas, los efectos de la fotoestimulacion y el ritmo
diario habitual en el generador de los episodios de alta frecuencia (EAF) se anulan y el nucleo del
marcapasos (MP) es impulsado por la suma de los efectos tonicos de la luz y del ritmo diario. C) Durante
el dia, bajo las plantas, los efectos del ritmo diario sobre el generador de episodios de alta frecuencia
superan el efecto de la luz (flecha fina) reduciendo la influencia del generador de episodios sobre el
marcapasos (flecha intermedia). Ademas, la luz provoca un leve efecto de aceleracion ténica en el
marcapasos (flecha fina), que se suma a los efectos del ritmo diario a través de los sistemas de control
ténico y de los episodios de alta frecuencia. Los histogramas a la derecha muestran el peso relativo de los
episodios basales y de alta frecuencia en cada circunstancia. Tenga en cuenta las diferencias de altura de

los picos principal y secundario y sus modas correspondientes.
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Estos peces son animales territoriales (Perrone et al., 2019) cuyo habitat natural son
islas de plantas acuaticas flotantes, compuestas principalmente por la especie Eichornia
crassipes. Estas plantas se encuentran agrupadas mediante un complejo de raices finas y
relativamente largas, que ofician de refugio para los peces durante el dia. Asimismo, las
hojas anchas y la red de raices de E. crassipes forman una barrera ante la luz que
proporciona proteccion a estos peces de sus depredadores macrépticos naturales (géneros
Autralogerus y Hoplias). La respuesta de evitacién de la luz que muestra Gymnotus
omarorum puede considerarse un subconjunto del comportamiento de seguimiento de un
objeto que permite al pez seguir la sombra de plantas acuéticas flotantes, y por lo tanto les
permite permanecer dentro de las congregaciones de isla de estas plantas mientras se
mueven debido a las corrientes de agua y los vientos (véase en material complementario 2,
video Desplazamiento de Eichornia crassipes). Ademas, la penetracion de la luz entre las
hojas puede generar “puntos solares” brillantes, que se mueven lentamente segun la
posiciéon del sol, y pueden revelar la ubicacién del pez en su refugio a los depredadores
macropticos.

Por lo tanto, consideramos que los efectos ténicos sobre la frecuencia del
marcapasos descritos pueden tener un papel de suma importancia en la vida animal.
Cuando los peces nadan en aguas abiertas durante el dia, los estimulos de luz aceleran y
regularizan el ritmo, aumentando la tasa de muestreo sensorial, lo cual facilita la evaluacién
de mayores riesgos de depredacion después de perder la proteccion de las plantas flotantes.
En la oscuridad, los peces muestran episodios de alta frecuencia que son mas frecuentes y
duran mas durante la fase activa del ciclo circadiano, los mismos ocurren cuando el pez
esta tranquilo y también pueden estar asociados con comportamientos esqueleto-motor

exploratorios.

En esta instancia se pudo haber incurrido en un error de tipo Il (no rechazo de la
hipotesis nula), equivalente a la probabilidad de un resultado falso negativo. Al asegurarse
la suficiente potencia de la prueba, mediante un tamafno muestral suficientemente grande
para detectar una diferencia cuando ésta realmente exista,se reduce el riesgo de cometer

este error.
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Capitulo 10. Conclusiones y perspectivas

10.1 Conclusiones

Los datos obtenidos en condiciones experimentales de luz similares a las
encontradas en la naturaleza sugieren que en aguas abiertas los peces tienen un ritmo
regular y mas rapido de lo esperado para el efecto solamente del ciclo enddégeno, mientras
que bajo el resguardo de las plantas acuaticas la falta del efecto de aceleracion de la luz es
compensado por los aumentos transitorios en la frecuencia causados por la aparicion de
episodios de alta frecuencia.

Durante la noche el ritmo enddégeno aumenta la tasa de repeticion de la DOE
mediante la reduccioén la moda principal de los intervalos inter-DOEs vy la facilitacion de los
episodios de alta frecuencia, que son sinérgicos con los efectos del ciclo endégeno sobre la
tasa de repeticion de la DOE. Por lo tanto el efecto neto durante la noche es una aumento
de la tasa media de repeticién de la DOE y un aumento en la variabilidad del intervalo. La
condicién no natural representada por el experimento de iluminar durante la noche confirma
esta presuncion ya que provoca una reduccion adicional del intervalo basal, reduce la
variabilidad y bloquea la aparicion de los episodios de alta frecuencia.

La luz parece tener efectos tonicos y fasicos en la tasa de repeticion de la DOE
ademas de los que inducen el ritmo diario (Migliaro et al., 2018). Los efectos sobre la tasa
de repeticion de la DOE son complejos, como ser un efecto opuesto al ritmo diario diurno,
provocando un aumento de la tasa de repeticién de la DOE cuando el pez esta en aguas
abiertas, y su ausencia durante la noche facilita un aumento de la tasa repeticién de la DOE
por la ausencia del efecto inhibidor en episodios de alta frecuencia. Ambos efectos, el
aumento en la tasa basal de repeticidén y el aumento en la probabilidad de episodios de alta
frecuencia, se combinan para causar la tasa mas alta de la DOE observada en G.
omarorum durante la noche.

Durante la evaluaciéon de la respuesta ténica a la luz en fases opuestas del ciclo
diario, provocadas por iluminancia constante, encontramos que al compensar
estadisticamente las condiciones de luz y oscuridad, las modas principales de los
histogramas inter-DOE son menores en condiciones de luz en comparacién con las
condiciones en oscuridad. Esto reflejaria una aceleracién nocturna de la DOE, causada por
el ciclo enddgeno, lo que indica que la luz causa un incremento en la frecuencia basal del
marcapasos, independiente del efecto del ritmo diario habitual.

Ademas, la luz provoca respuestas fasicas, relativamente lentas de amplitud
graduada a la intensidad del estimulo, probablemente antecesoras a una conducta de

evitacion de la luz.
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Durante el estudio de las respuestas fasicas vimos que la amplitud de la respuesta no
presentd alteracion constante cuando fueron evocadas por una serie de estimulos similares
separados por intervalos inter-estimulos desiguales, indicando que la respuesta fasica a la
luz no presenta adaptacion.

Se propone este comportamiento como una respuesta global de evitacién de la luz ,
debido a la ausencia de una proyeccién anatémica directa desde el téctum optico hasta el
nucleo premarcapasos. Las modulaciones de la tasa de repeticiéon de la DOE inducidas por
la luz en el nudcleo del marcapasos requieren la activacion de una via de conexion que se
origina en el téctum 6ptico. Aun no se han descrito proyecciones directas entre el téctum
optico y el premarcapasos. Por ejemplo, en E. virescens, el transporte anterdégrado de
biocitina inyectada en el nucleo premarcapasos no ha mostrado proyecciones sobre el
téctum 6éptico (Wong, 1997). En G. omarorum, la inyecciéon de biocitina cerca de las células
del marcapasos resulté en dos grupos de neuronas marcadas retrégradamente a nivel del
diencéfalo y el tronco encefalico (Comas y Borde, 2010). La activacion de estos grupos de
células por la inyecciéon de glutamato resulté en aumentos de la frecuencia de la DOE.

El presente estudio nos sugiere el valor de la especializacion sensorial. El
comportamiento tenebrotaxico descrito en el contexto de la adaptacién de los sentidos de
electrorrecepcion y somatosensorial, y la integracion de éstos conjuntamente con
estrategias electro-esqueleto-motoras. Permiten una eficaz adaptaciéon de G. omarorum
para un nicho ecoldgico especifico. Este estudio constituye un primer abordaje en esta
especie del sentido visual desde un punto de vista comportamental e integrativo. Sin
embargo, esta capacidad de adaptacion presenta su complejidad en la organizacién del
sistema nervioso, de gran importancia para la comprensién del mismo. Debido a la
evolucién y a la diversidad que presentan los peces, éstos poseen estrategias neurales,
estructurales y funcionales pasibles de estudio de diferentes areas como, ecoldgicas,
ambientales, biolégicas e informaticas, para aproximacion a soluciones estructurales,

funcionales entre otras.

10.2 Perspectivas

Dentro de las perspectivas a futuro para complementar este trabajo, la continuidad
de la investigacion sobre el comportamiento tenebrotaxico en Gymnotus omarorum, posee
un valor primordial para el desarrollo de su nicho ecoldgico.
Entendemos de primordial importancia caracterizar las bases neurales de dicho
comportamiento. A estos efectos realizar un estudio anatémico funcional de la via, mediante

histologia clasica (Nissl, Golgi, Cajal), asi como la inyeccién de trazadores neuronales.

48



Asi como la realizacion de la estimulacion electrofisioldgica y el registro de los
nucleos involucrados en la respuesta de evitacion a la luz y respuesta de novedad, tales
como el téctum optico y el nucleo marcapasos y lébulo eléctrico. A modo de la realizacion
de un abordaje integral, estas técnicas complementarias anatomicas y electrofisiolégicas
son importantes para una mayor aproximacién al funcionamiento del sistema, desde el
conexionado de redes y nucleos posiblemente involucrados en el proceso, asi como su
fisiologia. Estos estudios permitiran caracterizar las vias involucradas en las bases
comportamentales de las respuestas fotofébicas.

Abarcar una mayor gama de iluminancia como, estimar la longitud de onda a la que
el pez es mas sensible. A estos efectos utilizariamos LEDs emisores de distintas longitudes
de onda. Realizando experimentos para obtener respuestas fasicas y ténicas. Es de
importancia para caracterizar el comportamiento y sensibilidad del pez a las distintas
longitudes del espectro de la luz visible.

Ofra estrategia experimental interesante seria valorar el efecto de la luz sobre el
marcapasos en distintas épocas del afio, durante un fotoperiodo con diferente intensidad
luminica. Cabe tener en cuenta para un experimento futuro que en la evaluacion de efectos
del ciclo diario habitual en las respuestas fasicas, los experimentos se realizaron en siete
peces, entre las 10 y 12 am y se repitieron entre las 10 y 12 pm con un ciclo de trabajo de
intervalo de tiempo constante (10 y 11 minutos), con estimulo de 420 y 1 lux,
respectivamente. La realizacion de esta estrategia seria de interés dilucidar si el pez
responde eléctricamente de igual manera que en el experimento realizado con LED de luz
blanca. Caracterizar el comportamiento de los peces del punto vista eco-fisiologico la lo

largo de las distintas estaciones.
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ANEXO |

Desarrollos Metodolégicos Originales

Los efectos sensoriales de la luz en estos peces son de relevante importancia, ya
que proporcionan informacion sobre el entorno cercano. Ademas, en la sincronizacion a
través de la luz del ciclo circadiano por el cual los peces expresan los efectos del ritmo
diario en la variacién de la DOE; genera la posibilidad de cuantificar los efectos luminicos
sensorioelectromotores y los derivados del ritmo diario. Sin embargo, estos efectos han sido
poco estudiados, debido a la necesidad de dispositivos portatiles y pequefios utilizables
tanto en el habitat o en el laboratorio.

Entre estas dificultades se destacan en primer lugar el costo y el tamafo de las
sondas comerciales para medir la iluminancia subacuatica, en general no adaptadas a
medir la iluminancia en ambientes pequefios bajo el agua como dispositivo experimental.
Por esta razon se desarrollé un sistema de medidas pequefo, robusto, de bajo costo y
puede implementarse facilmente utilizando pequefios microprocesadores.

Por otra parte, aunque la medicion del intervalo inter-DOE es relativamente facil, se
desarrollé un sistema de medicion automatica de esta variable que permite registrar

directamente los intervalos y controlar la estimulacion luminica en forma automatica.

A.1 Medicién de la iluminancia

El medidor de iluminancia que se desarroll6 se basa en una resistencia cuyo valor es
funcién de la luz que incide en su superficie, (LDR, CdS GL5516). Esta unidad consta de un
disco de 4,3 mm de diametro por 2,1 mm de espesor en el que se encuentran dos
electrodos separados por un espacio sinuoso en el que se deposita una capa
semiconductora activa de CdS. Este nucleo esta incluido en un sustrato transparente
aislante.

La sensibilidad a la longitud de onda del LDR tiene una curva en forma de campana,
con un pico en la banda verde del espectro (550 nm) y cayendo entre el 10 % del valor pico

por debajo de 350 y por encima de 750 nm (Fig. 1A, https:/ /www.alldatasheet.com). La

respuesta de esta célula al paso de la intensidad de la luz consiste en una curva asintética
en estado estacionario. La misma presenta histéresis debido a un tiempo de respuesta
relativamente lento y asimétrico. Dicho tiempo de respuesta tipico de un LDR esta algo por
debajo de un segundo, lo cual limita el uso de LDR en aplicaciones donde la sefal de luz

varia rapidamente.
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Contrariamente, las mediciones de estado estable luego de varios segundos
permiten estimar razonablemente la intensidad general de los estimulos de luz en el rango
espectral naranja turquesa. Desafortunadamente, LDR también muestran plasticidad
reversible. Existe una "dependencia de la historia luminica" que implica que el LDR debe
almacenarse siempre en el mismo rango de intensidad luminica. Si se almacenan durante
varios dias bajo luz brillante, los LDR tienen una resistencia a la luz considerablemente
mayor que si se almacenan en la oscuridad. Sin embargo, este efecto se puede minimizar
significativamente manteniendo el LDR expuesto a un nivel de iluminancia similar al rango
de uso estandar. Al cumplirse este requisito, la resistencia del LDR medida 10 segundos
después de estimularla con una luz constante es inversamente dependiente de la
iluminancia de la superficie expuesta del semiconductor. La pendiente (llamado factor y) de
la curva del logaritmo de la resistencia en funcion del logaritmo de la intensidad es una
caracteristica del sistema y debe calcularse in situ después de ensamblar completamente el
dispositivo y luego de un almacenamiento diario del dispositivo a la iluminancia en la cual

fue calibrado.

A.2 Construccion de los medidores de luz

Para la construccion del medidor de luz se procedié a soldar un par de cables de
conexion en los extremos del fotoresistor. Esto se realizé a varios cm del disco para evitar el
calentamiento. Luego se doblaron los conductores lateralmente cercanos del disco y se
fijaron los cables y el disco (con la zona sensible hacia arriba), a la superficie de una
plataforma de vidrio de 100 x 150 x 2 mm, cubriendo completamente los cables expuestos y
la superficie soldada con resina epoxi no conductora (“Poxipol”). Para medir la resistencia
los cables provenientes del LDR se conectaron a un multimetro (Fluke 77 Multimeter.) con
un rango de medicion de alta resistencia (desde 0,1 Q hasta 30 MQ) (Figura A1). Durante
los experimentos, esta plataforma se colocé debajo de una jaula de malla que restringia la
posicion de los peces, la superficie del LDR colocado en el fondo del tanque se encontraba
aproximadamente a la misma altura que el ojo de un pez de 10-15 cm de longitud total.

Para medir la iluminancia a distintas profundidades en los experimentos de campo
se construyd un aparejo de hilo que permitié simultdaneamente mantener la superficie

horizontal y medir la profundidad desde el nivel del agua (Figuras A1y A2).
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Figura A1. Esquema del montaje experimental de la elaboracién del medidor de luz LDR. En la parte
superior de la figura el rectangulo representa la plataforma de vidrio sobre la que fue adherido el
dispositivo LDR (representado por el disco gris con el simbolo de LDR en su interior). El dispositivo
LDR fue conectado mediante cables, desde sus extremos a las entradas de un multimetro (Fluke 77
Multimeter), representado en la parte inferior de la figura. A modo de ejemplo: el valor de la medicion
(1200 MQ), se ingresa a un programa disefiado en Octave que transforma el valor en Ohmios a valor

de iluminancia (0.43 lux).

A.3 Calibraciéon de medidores de luz

La resistencia medida por LDR se comparé con la lectura realizada de un fotdmetro
Minolta Autometer IV F (Minolta Camera Co. Ltd. 1991, Japan) a una temperatura entre
23+-2 °C. Se realizaron cien pares de medidas aleatorias contemplando las siguientes
condiciones, desde una habitacion oscura durante la noche (10 MQ - 0.43 lux) hasta la luz
solar al mediodia (50Q - 28845 lux). Se utilizaron diferentes fuentes luminosas, tales como:
luz solar , lampara de filamento de tungsteno, LEDs utilizados como estimulo luminoso para
los peces, y otras fuentes luminosas que incluian luces fluorescentes y solares no directas
(Figura A3).
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Figura A3. Calibracion de la resistencia dependiente de la luz utilizando dos luxémetros comerciales.
La abscisa corresponde a los valores de iluminancia medidos (en lux) utilizando los luxédmetros
comerciales indicados por los diferentes simbolos (Minolta y Sper scientific). Las ordenadas
corresponden a la resistencia medida por el dispositivo LDR (en Ohmios a 24°C). El ajuste de la
curva indica que la iluminacia medida se puede calcular como Lux=10(a*(log10R)2+b*log10R + c),

donde a=0,1173, b=-2,0127 y c=7,541 y R es la resistencia en ohmios.

A.4 Evaluacion de la cadencia de disparo de la DOE y control de estimulos
sensoriales

Se registro la DOE utilizando un par de cables de cobre colocados en los extremos
de la jaula que restringe el movimiento del animal, estos a su vez fueron conectados a un
amplificador diferencial de ganancia ajustable conectado en serie con un circuito disparador
Schmitt. El pulso de salida (+5 V, 1 ms) se introdujo en el puerto de un microcontrolador
(Arduino Uno R3 ATmega328 con hasta 16 millones de instrucciones por segundo de
rendimiento a 16 MHz, Arduino LLC). La ganancia ajustable permite al experimentador
manipular la amplitud de la DOE en relacion con el umbral de activacion de Schmitt para
optimizar la discriminacion de pulso. El intervalo entre pulsos se evaludé configurando un
temporizador interno que realizaba un seguimiento del tiempo transcurrido desde el pulso
previo. Este temporizador esta configurado para generar una interrupcion funcionando como
un reloj interno con una resolucion de 0,1 ms.

La evaluacion del tiempo se realizd contando las interrupciones de dicho
temporizador entre los flancos (bordes) ascendentes de los pulsos de entrada sucesivos y

luego se escald en el tiempo y se imprimié en la pantalla de una computadora. Si bien se
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pudiera implementar una transformacién automatica, en nuestro caso para mejor control del
experimento y su registro sistematico, al final de cada experimento la imagen de la pantalla
fue copiada y pegada en un archivo de datos que podia ser levantado y procesado
inmediatamente después del registro utilizando Octave o programas similares. EI mismo
microcontrolador se programo para determinar el tiempo y la duracién de los pulsos de luz
emitidos. Consequentemente se activd un diodo emisor de "luz blanca" (LED, banda de
emision de longitud de onda limitada entre 460 y 645 nm) en serie con una resistencia de
285 Q.
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A partir de los datos obtenidos en esta tesis se ha publicado el siguiente articulo.

64



© 2023. Published by The Company of Biologists Ltd | Journal of Experimental Biology (2023) 226, jeb245489. doi:10.1242/jeb.245489

e Company of
‘Blologlsts

RESEARCH ARTICLE

The sensory effects of light on the electric organ discharge rate of

Gymnotus omarorum

Ana S. Camargo, Angel A. Caputi and Pedro A. Aguilera*

ABSTRACT

Gymnotiformes are nocturnal fishes inhabiting the root mats of
floating plants. They use their electric organ discharge (EOD) to
explore the environment and to communicate. Here, we show and
describe tonic and phasic sensory-electromotor responses to light
distinct from indirect effects depending on the light-induced
endogenous circadian rhythm. In the dark, principally during the
night, inter-EOD interval histograms are bimodal: the main peak
corresponds to the basal rate and a secondary peak corresponds to
high-frequency bouts. Light causes a twofold tonic but opposing
effect on the EOD histogram: (i) decreasing the main mode and
(i) blocking the high-frequency bouts and consequently increasing
the main peak at the expense of removal of the secondary one.
Additionally, light evokes phasic responses whose amplitude
increases with intensity but whose slow time course and poor
adaptation differentiate from the so-called novelty responses evoked
by abrupt changes in sensory stimuli of other modalities. We
confirmed that Gymnotus omarorum tends to escape from light,
suggesting that these phasic responses are probably part of a global
‘light-avoidance response’. We interpret the data within an ecological
context. Fish rest under the shade of aquatic plants during the day
and light spots due to the sun’s relative movement alert the fish to hide
in shady zones to avoid macroptic predators and facilitate tracking the
movement of floating plant islands by wind and/or water currents.

KEY WORDS: Circadian cycle, High-frequency bouts, Tenebrotaxis

INTRODUCTION

Light is a major determinant of life. It affects various aspects of
animal behavior, including the control of body composition (Tucker
et al., 1984; Teschke et al., 2008) and structure (Webb and Holick,
1988), circadian (Roenneberg and Foster, 1997) and seasonal (Chen
et al., 2020) rhythms of growth (Cowan et al., 2017) and activity
(Godsil and Fanselow, 2004), and also serves as a carrier of sensory
signals (Lythgoe, 1988) used for migration (Rowan, 1925),
communication between con-specifics (Théry et al., 2008) and
visual evaluation of the nearby environment.

Some animals prefer to remain in the dark and others in the light
(De Sousa et al., 2022). Among those showing a preference for the
dark, i.e. ‘tenebrotaxis’, various species have evolved peculiar
senses to cope with dark environments. Most of these senses rely on
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the self-generation of the carrier of sensory signals (i.e. homeo-
active sensing; Zweifel and Hartmann, 2020), e.g. the whisker
system in nocturnal Rodentia (Adibi et al., 2012; Diamond and
Arabzadeh, 2013; Adibi, 2019; Harrell et al., 2020), the
echolocation system of Chiroptera (Spallanzani, 1798; Griffin,
1958) and the electric sense of Gymnotiformes and Mormyridae
(Bullock and Heiligenberg, 1986; Moller, 1995; Bullock et al.,
2005), although there are examples of both good diurnal vision with
allo-active hearing, as found in Strigiformes (Knudsen and Konishi,
1979; Carr and Konishi, 1990; Pefia and DeBello, 2010), and
diurnal vision with homeo-active electroreception (Schuster and
Amtsfeld, 2002; Schumacher et al., 2017a,b).

Vision is well developed in Mormyroidea. These fish live in clear
waters and, moreover, have photonic crystal light collectors that
improve vision in turbid waters (Kreysing et al., 2012). Behavioral
studies show that vision and active electroreception have similar
importance in determining behavior (Rojas and Moller, 2002;
Schuster and Amtsfeld, 2002; Schumacher et al., 2017a,b).
Moreover, Mormyroidea are able to cognitively integrate both
modalities and construct abstract representations (Schumacher et al.,
2017a,b).

However, Gymnotiformes are nocturnal fish living in muddy
waters under floating water plants that reduce the available amount
of light during the day. Moreover, while the preference for living in
darkness (i.e. tenebrotaxis) in Gymnotus omarorum (O. Macadar,
personal communication) and the congeneric species Gymnotus
carapo was behaviorally reported (Maximino et al., 2007), the
sensory effects of light on G. omarorum behavior have scarcely
been studied (Capurro et al., 1994), with the exception of those
induced by the endogenous circadian cycle (Stoddard et al., 2007;
Migliaro Gonzalez, 2018; Silva et al., 2007; Migliaro and Silva,
2016; Migliaro et al., 2018; Gascue et al., 2019). Here, we focused
on the less explored light-induced sensory-electromotor behaviors.

Gymnotiformes is an order of Actinopterygii that utilizes the
electrosensory system to live among the root mass of floating
macrophytes characteristic of muddy lakes and flood plains of South
America (Waddell et al., 2019; Waddell and Crampton, 2020). A
self-emitted electric field generated by an electric organ discharge
(EOD) serves as a carrier for a haptic omnidirectional sensory
system in which the objects polarized by the field behave as virtual
electric sources in the same way that objects reflecting light function
as light sources (e.g. the moon illuminated by the sun acts as a light
source; Pereira and Caputi, 2010; Caputi et al., 2003). Floating
plants provide a dark environment, which limits vision, and the
mesh of thin roots attenuate lateral line signals but do not affect
self-generated electric fields, which allows electric fish to take
advantage of this niche in order to avoid macroptic predators and
prey on small invertebrates. The EOD additionally serves as a
cryptic communication channel (Aguilera et al,, 2001) for
identifying the sex and species of a nearby electric fish (Waddell
and Caputi, 2020a,b, 2021).
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In G. omarorum, the EOD constitutes a series of stereotyped brief
pulses emitted approximately every 30 ms with a small coefficient
of variation (about 0.01-0.02; Capurro et al., 1994). The constancy
of the waveform (which is equivalent to the color of the illuminating
light for the visual system) allows the fish to evaluate the impedance
of the object relative to water (Aguilera and Caputi, 2003;
Rodriguez-Cattaneo et al., 2017; Caputi and Aguilera, 2019). The
repetition rate of the EOD is used for adapting the temporal
resolution of the system to the activity state. Novel electrosensory
(Caputi et al, 2003; Aguilera and Caputi, 2003) and
mechanosensory stimuli (Barrio et al., 1991) evoke ‘novelty
responses’ consisting of an abrupt decrease of a few intervals after
stimulus onset, followed by a slow relaxation. As the sensory re-
afference is processed frame to frame (i.e. EOD to EOD), this
responses may be used by the fish for increasing the sampling rate
and therefore the time resolution. More sustained increases in EOD
rate are triggered by skeletomotor activity (Falconi et al., 1995;
1997) and cognitive states (Jun et al., 2014; 2016; Fotowat et al.,
2019). Therefore, the EOD rate in Gymnotus is a faithful measure of
activity level and attention (Jun et al., 2014, 2016). In addition, it
exhibits seasonal and daily rhythms with increases in mean EOD
rate associated with periods of greater activity (Silva et al., 2007;
Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018; Gascue et al., 2019).
Light has been shown to induce changes in the EOD rate in pulse
Gymnotiformes (Maximino et al., 2007; Stoddard et al., 2007,
Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018) and in
Mormyroidea (Cobert, 1984; Moller, 2002).

Gymnotus omarorum shows a characteristic modulation of the
mean EOD rate with the circadian cycle, with an increase in the
early night and a decrease at dawn (Silva et al., 2007; Migliaro and
Silva, 2016; Migliaro et al., 2018; Gascue et al., 2019). The analysis
of inter-EOD interval sequences showed endogenously generated
high-frequency bouts intercalated between periods of lower and
regular frequency bouts (Forlim, 2008; Forlim and Pinto, 2014).
This finding indicates that the mean or median values commonly
used to describe the EOD rate circadian cycle are insufficient on
their own for evaluation of the structure of the time sequence of
intervals, and therefore their sole use discards important information
about fish activity on a short-term time scale. For example, bimodal
distributions may evidence significant changes of the interval and
instantaneous frequency, which are not detected when the mean rate
is measured over long intervals.

Here, we report the effects of light on the inter-EOD interval
series in distinct experimental conditions either in steady-state
illumination or under transient illumination pulses. To rule out the
circadian effect, experiments were repeated at opposite phases of the
circadian cycle. Our results show tonic responses to light which are
added to the indirect effects on the EOD rhythm, caused by the
endogenous circadian cycle (Stoddard et al.,, 2007). Fish also
respond phasically to light pulses but their slower time course and
the differences in adaptation differentiate them from electrosensory
‘novelty responses’. Finally, we confirmed the tenebrotaxic
behavior in an experimental series. We postulate that tonic and
phasic accelerations caused by the direct sensory effects of light are
part of a ‘light-avoidance response’ that allows the fish to follow a
mobile habitat.

MATERIALS AND METHODS

Animals and ethics

Thirty Gymnotus omarorum (Richer de Forges et al., 2009) were
captured in the summer season using dip nets in the Laguna del
Cisne (34.9848 S, —55.1146 W) Uruguay, under permission of the

Ministerio de Agricultura y Pesca. All experiments were performed
under the regulations of the animal care and use committees of the
Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable (protocol
no. 001/03/2011). None of the procedures caused harm to the
specimens. All specimens were returned to the aquarium after
completion of the behavioral trials. During the captivity period, fish
were kept in individual tanks with conditions matching those found
in the wild (water conductivity of 70 uS cm™!, 25°C water
temperature) and were fed ad [libitum with insect larvae.
Experiments were performed in 30 fish (length range 12-15 cm,
with <2 weeks in captivity). The light cycle in the aquarium was
natural, provided by large windows, and matched light levels found
in wild conditions.

Experimental setup

The experiments were carried out in a chamber with dim light (1 Ix
measured underwater at the depth of the fish’s eye) and sound
isolation. The fish were placed in a fusiform pen consisting of a
bamboo stick frame and nylon stocking mesh. This pen
(18%2.5%8 cm, lengthxwidthxheight) was placed inside a tank
(24%36 cm base) filled with water to a depth of 5cm with a
conductivity of 70 uS cm™!.

The EOD was recorded with a differential amplifier (AM
Systems 3000, gain x1000, bandwidth 10-10,000 Hz), visualized
using a digital oscilloscope (Model GDS-1962A, GW-Instek, New
Taipei City, Taiwan). Its timing was recorded by passing the raw
signal through a homemade Schmitt trigger circuit. The output of
this circuit was monitored by a microcontroller (Arduino Uno R3
ATmega328 microcontroller with up to 16 million instructions per
second throughput at 16 MHz, Arduino LLC) which was also used
to record the EOD timing and to control the stimuli generated by a
white LED. We used a single LED (3.5 mm diameter) with a
wavelength emission band bounded about 460 and 645 nm directly
connected to the Arduino (Fig. 1A). The interval between pulses
was evaluated by configuring an internal timer that keeps track of
time. This timer was configured to generate an interrupt working as
an internal clock. The time evaluation was performed by counting
the interruptions of said timer. For example, between the two edges
that measure the EOD, the number of counts was counted and scaled
to time. The basic codes used for controlling the stimulus and
acquisition are given in the Supplementary Materials and Methods.
The current through the LED was determined by a series resistor.
To change the intensity within the physiological range (i.e. up
to 450 Ix), we either placed the LED at different distances or
changed the resistor controlling the current. In one experiment, we
used a very bright intensity generated by four LEDs powered
simultaneously to generate an illumination of 75,000 1x, well above
the physiological range. The stimulus intensity used in each
experiment was measured underwater at the depth of the fish’s eye
position using a light-dependent resistor (LDR, code GL5516;
details as per the manual, https:/www.kth.se/social/files/
54ef17dbf27654753f437¢56/GL5537.pdf)  connected to a
multimeter (Fluke 77, Fluke Co.). This device was calibrated
using two methods at the temperature used during the experiments
(24£1°C): (i) using a Minolta Autometer IV F (Minolta Camera Co.
Ltd 1991) in illuminance measurement mode; (ii) with a Sper
Scientific 840020 (Sper Scientific, Scottsdale, AZ, USA). The
details of the LDR sensitivity to wavelength and intensity, the
calibration curves and the method of construction of this device are
given in the Supplementary Materials and Methods and Fig. S1.
This device has the advantage over the Minolta and Sper Scientific
meters that is waterproof and therefore can yield online
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Fig. 1. The experimental setup and protocols. (A) Schematic diagram of the experimental setup. The fish is represented in black, and the water in gray
(water conductivity 70 uS cm~", temperature 25°C). (B) Protocol for evaluating tonic responses. The black and white sections at the top correspond to dark

(1 Ix) and light (420 Ix) periods of stimulation. The gray sections labeled a—d correspond to four recording periods of 22,000 electric organ discharges (EODs)
(approximately 10 min). (C—F) Protocols for evaluating phasic responses using a series of 22 trials (for the sake of simplicity, only two trials are represented).
The arrows represent the sequence of bright (white) and dark (1 Ix; black) stimuli. Duration (no. of EODs) is shown within the arrows. (C) Exploration of the
time course of the response to changes in illumination between 1 and 150 Ix. (D,E) Exploration of the amplitude of the response as a function of intensity
(white boxes; D: 30, 150 and 75,000 Ix depending on the experiment; E: 19, 27, 52, 84, 262 and 411 Ix depending on the experiment). (F) Exploration of
adaptation. The four arrows represent the four experimental series in which the sequence of light stimuli (150 Ix) corresponded to 100 and 700, 600 and 200,
500 and 300, or 400 EODs. (G) Exploration of adaptation [intensity (white boxes) was 19, 27, 52, 84, 262 and 411 Ix, depending on the experiment]. Paired
pulses of 50 EODs and separated pulses of 50 EODs were repeated in cycles of 1000 EODs.

measurements during the experiment in the field. This allowed us to
measure underwater illumination at different depths in several
conditions including open water, under the water plants (a large
island Eichornia crassipes covering about 100 m?), and under a light
spot caused by removing water plants in an area of 30 cm diameter.

Characterization of the tonic responses to light

These experiments were carried out on 7 fish. We recorded 22,000
EOD time stamps continuously in 7 fish under four constant
illumination conditions. Because of the regularity of the discharge
(Bullock, 1969; Forlim, 2013) when considering long evaluation
periods, the experiment duration can be equivalently defined by the
number of EODs or the total time. The first had a procedural
advantage. Trials lasted between 10 and 11 min, and varied
according to the fish and experimental conditions. The four
experimental conditions were: 1 Ix (comparable to the light
measured in the fish’s natural environment under aquatic plants
during the day) in the morning (between 08:00 and 10:00 h), 1 Ix
during the early night (between 20:00 and 22:00 h), 420 Ix
(comparable to the light measured in the fish’s natural environment
without plants) in the late morning (between 10:00 and 12:00 h),
and 420 Ix during the early night (between 22:00 and 24:00 h). The
procedure was as follows (Fig. 1B). (i) Fish were kept in darkness all
night, and were recorded in the 1 Ix light condition in the morning
(recording a). (ii) Next, 420 Ix illumination was applied with a
tungsten filament lamp positioned 77 cm above the fish’s head for
1 h, after which another recording trial was taken (recording b).
(iii) This 420 Ix illumination stimulus was kept on until early night,

when the third recording trial was taken (recording c). (iv) Lights
were then switched off, and after 1 h of darkness (1 1x), the final
recording was performed in these dark conditions (recording d)
(Fig. 1B). Each recording was preceded by an adaptation period of
1 h (Gascue et al., 2019) at the stimulus intensity for a given
condition. Recordings within a given time period (e.g. the early
night) were carried out in the same fish order (individuals 1-7).

Characterization of the phasic responses

The time course of the responses to brief pulses of light were studied
in 22 fish. Stimuli consisted of light pulses emitted by a LED
controlled with homemade Arduino software. The intensity and
duration of the pulse varied according to experimental conditions.
All experiments consisted of 22 concatenated trials, without pause
between them. Each experiment lasted 22,000 inter-EOD intervals
corresponding to about 10 min depending on fish rate. The stimulus
began at a given EOD ordinal number (referred to as EOD,) and
lasted for a fixed number of EODs (this value depended on the
experiment). We performed three types of experiments in which
the stimulus regime was varied in order to address the time course,
the effect of stimulus intensity, and response adaptation during the
day (all phase response trials were recorded between 10:00 h and
16:00 h). To evaluate the effects of the endogenous circadian cycle
we repeated one of the experiments between 22:00 h and 24:00 h.

Time course

In 22 fish, we evaluated the time course of the transient effect of a
light stimulus on the EOD interval sequence. In 16 fish, we
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stimulated stepping light intensity from 1 Ix (light intensity
observed under the floating plants) to 150 Ix (half of the light
intensity without plants at noon in summer). In the other 6 fish, the
light intensity effect was studied systematically (see below). The
duration of the steps (100 EOD time stamps) was enough to
encompass the transient response. Twenty-two stimulus steps were
applied separated by periods of 900 EODs which were several times
longer than necessary to reach a stable EOD rate (Fig. 1C).

The effect of stimulus intensity

In 10 fish, we stepped light intensity between 1 Ix, and several
values of illumination. We performed two series of experiments. In
the first series made with 4 fish, we stepped the illumination from 1
to 30, 150 and 75,000 Ix (this last, well above natural conditions)
and vice versa. The dark and light conditions lasted 1000 EOD time
stamps, repeated sequentially without pause (Fig. 1D). Steps down
caused ‘off” phasic responses only for the largest step well above
natural conditions (between 75,000 and 1 1x). In the second series,
we used 6 other fish in which we systematically explored the
amplitude of the phasic response as a function of illumination. We
stepped the illumination from 1 Ix to six different light intensities
compatible with values obtained in the field (19, 27, 52, 84,262 and
411 Ix) (Fig. 1E).

Evaluation of adaptation

To evaluate whether light-evoked phasic responses exhibit paired-
pulse adaptation, we used two series of experiments. In 5 fish, we
used light pulses of intermediate magnitude (1-150 Ix) and 100
EOD duration (about 3-5 s depending on the fish) separated by
different dark periods. Every fish was explored with four series of
44 pulses. Each series of paired stimuli consisted of 22 identical
cycles of 1000 EODs. In each cycle, the pulses were separated by
100 and 700 EODs, 200 and 600 EODs, 300 and 500 EODs, or
400 EODs (Fig. 1F). In six other fish, we compared the adaptation
of'the response to light and to changes in conductance of a neighbor
object using paired pulse stimulation. We used two protocols.
In the first protocol, light pulses lasted 100 EOD and were separated
by 100 EOD (similar to one of the experiments in a previous
series — see above); in the second protocol, each stimulus lasted
50 EODs and they were separated by 50 EODs (Fig. 1G).

Light-avoidance behavior

To test phototaxis versus tenebrotaxis, we used two different
experiments. First, we observed the behavior after placing the fish in
a small narrow tank (30 cm long and 3 cm width) filled with
aquarium water. This tank had a dark and an illuminated
compartment. Seven fish were placed either in the bright or in the
shaded compartment and fish behavior was observed for 10 min
(see Movie 1). Second, we used the Y-maze method that was
introduced by Waddell and Caputi (2021) to evaluate waveform-
specific electrotaxis. To evoke electrotaxis, we applied the same
electrical stimulus to the two arms of the Y-maze and evaluated the
fish choice. In a preliminary experiment on 10 fish, we found that 5
fish chose the right side and the other 5 the left side in three out of
three trials. Taking into account that fish lateralization (see Results)
may bias the results, our experimental design focused on exploring
the number of trials in which the difference in illumination between
the two arms changed the natural choice. Then, we explored
whether the fish reverse their natural choice side as a function of the
difference in illumination between arms. A Y-maze with opaque
walls was used. The arm not usually chosen was covered with thick
cardboard and the other arm was illuminated in each series of

experiments with 70, 1300 and 4745 1x using a tungsten filament
light bulb placed at different distances. We counted the number of
reversals of the natural tendency for each fish in three trials at each
illumination intensity.

Data processing

In all cases, data from the Arduino was displayed on the screen as a
text file, copied to a text editor, and transformed into binary to be
processed off-line using Octave. The inter-EOD intervals were
calculated as the difference in timing between subsequent EODs.

To evaluate tonic effects, we constructed first-order interval
histograms and calculated and compared key statistical parameters.
To evaluate transient effects, we normalized the sequence of inter-
EOD intervals to the median of the 20 intervals before EOD,, (basal
interval) and expressed the time course of the inter-EOD interval
sequence as a percentage of the control.

To evaluate the amplitude of the phasic response, we used an
index (introduced in Pereira et al., 2012; also implemented in Jun
et al., 2016). The response consists of an inter-EOD interval
reduction reaching a minimum at about 20 EODs after stimulus
onset. Therefore, we constructed a filter to detect a peak occurring at
about 20 EODs on the normalized series of intervals. The
cornerstone of this filter is to calculate the series of normalized
intervals encompassing 20 EODs after every EOD for each trial.
These series have a sharp minimum when the interval extends from
EOD, to EOD,( and is about null in the control condition. Receiver
operating characteristic curves (ROC curves) were constructed in
the following way to verify the statistical significance of the
response. We defined 250 equally spaced threshold values between
—25% and 25%, and measured the number of trials that crossed
every threshold within two windows: one including the intervals
starting at the first 100 EODs after the stimulus (true positives) and
the other including the intervals starting between EOD,o and
EODs (false positives). The ROC curve results from plotting the
fraction of trials yielding true positive versus the fraction of trials
yielding false positive responses for the thresholds explored. When
the true and false positive distributions do not differ, the ROC plot
yields a bisecting line (area under the curve=0.5). The degree of
significance of the difference between two responses can be
measured by the departure of the ROC curve from the bisecting line.
When the area limited by the ROC curve and the bisecting line was
larger than 0.25 (area under the curve=0.75), the difference was
considered statistically significant (Green and Swets, 1966).

To evaluate the effect of intensity, we made a regression analysis
between the amplitude of the response calculated as expressed
above and the logarithm of the illumination. To evaluate adaptation,
we used non-parametric tests between the responses obtained with
the first and second paired stimuli.

RESULTS
The hypothesis evaluated in this study was that light has a direct
sensory effect on fish behavior, in addition to the well-known
effects on setting a circadian cycle. In order to use a light stimulus
within the natural range, we explored the illumination intensity
levels in nature. Fig. 2 compares the decay of illuminance with depth
in three conditions: open water, under a light spot caused by
removing the water plants, and under the plants; the corresponding
values at which tonic, phasic and behavioral experiments were
conducted are also indicated.

Taking into account that light may have multiple effects conveyed
through different neural paths, we separately explored the effects of
continuous illumination and step increments of light intensity at two
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Fig. 2. llluminance decays exponentially as a function of water depth.
Filled squares indicate the illuminance in open water; data represented by
filled circles were obtained by dipping the light-measuring cell through a
clear spot of 30 cm diameter obtained by removing the plants; and data
represented by filled triangles were obtained with the measuring cell under a
closed island of Eichornia crassipes in Laguna del Sauce, Uruguay. Open
symbols correspond to the light intensities used for the experiments in the
laboratory.

opposite phases of the circadian cycle. Classically, sensory
responses have two types of components: those depending on the
present intensity of the stimulus, i.e. tonic responses, and those
depending on the history of stimulation, i.e. phasic responses. To
explore these components separately, a typical strategy is to apply
abrupt steps between two constant values of stimulus intensity. Such
abrupt increments caused a transient response (phasic) that
increased as a function of the stimulus increment. Long-lasting
periods of adaptation allowed us to explore steady-state components
(tonic) signaling the present stimulus intensity.

Evaluation of the tonic responses

We evaluated the tonic response to light at opposite phases of the
circadian cycle, comparing interval series obtained under light
intensities similar to those observed in open water and beneath
aquatic plants during the morning and early night under steady-state
conditions (each stimulus intensity value was kept constant for at
least 1 h prior to the start of the recordings).

Fig. 3 illustrates the results obtained from one fish. Under both
dark experimental conditions, we found a tendency to switch
between two activation states (previously described by Forlim and
Pinto, 2014), reflected as a main (longer intervals, low frequency
states) and a secondary (shorter intervals, high frequency states)
mode in the inter-EOD histograms (compare histograms in Fig. 3,
right).

Kruskal-Wallis one-way ANOVA test indicated that the mean
(P=0.0059), median (P=0.0088) and coefficient of variation
(P=0.016) of the EOD rate were not the same across the four
conditions. All distributions exhibited a negative skewness due to
the tendency of the fish to accelerate the EOD pacemaker, but no
significant differences were observed across skewness values
(Kruskal-Wallis test, P=0.22). However, the frequency of
high-frequency bouts was larger and their average duration was
longer during the night and dark conditions (Fig. 3C,D). This

change in the inter-EOD interval pattern is expressed in the inter-
EOD interval as a secondary peak with a lower mode (arrow
Fig. 3D).

Two-way ANOVA analyses (Friedman tests with repetition)
confirmed previous observations that the EOD rate in G. omarorum
exhibits an endogenous circadian cycle (Silva et al., 2007; Migliaro
and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018) and also indicated that light
has an independent sensory-electromotor effect on the pacemaker
(Fig. 4). We used the Friedman test with repetitions to compensate
for the effects of light and dark, and found that median intervals at
night were significantly smaller than median intervals during the
day (P=3x10"% Fig. 4A). No significant differences in median
interval between light and dark were found when compensating for
the effect of the endogenous rhythm (P=0.7664). However, the
median interval in morning recordings was significantly shorter in
light than in dark conditions (sign rank test P=0.0391; Fig. 4A),
suggesting a tonic increase of the EOD rate due to photo-
stimulation.

Similarly, two way ANOVA analysis indicated that light also
reduced the interval variability after compensating for the effects of
the circadian cycle (P=0.038; Fig. 4B). This was mainly due to an
increase in the coefficient of variation during the night and dark
conditions (P=0.0156 when compared with the other three
conditions). During the night, median values of the coefficient of
variation (0.037, 0.078 for light and dark, respectively; Fig. 4B)
were larger than those during the day in the same condition (median
values, 0.034 and 0.05 for light and dark, respectively; Fig. 4B).
However, after compensating for the effects of light and darkness,
there were no significant differences due to the endogenous rhythm
(P=0.278; Fig. 4B).

This increase in variability under dark and night conditions led us
to examine in detail the first-order histograms. We found that the
inter-EOD interval distribution in dark conditions was bimodal for
all fish at night and only for two fish during the day. The mean and
median values frequently used are adequate for comparing
distributions with a single mode. However, our results show
skewed and bimodal distribution. Thus, such location parameters
reflect a trade-off between the probability of intervals around each of
the two modes and the separation of the modes. Therefore, to gain
additional information, we complemented the previous analysis
with a comparison of each mode of the distributions and the peak
values for each mode.

When compensating for light and dark conditions, the mode
corresponding to the histogram’s largest peaks (the so-called
main mode, reflecting the basal frequency state) is smaller during
the night, (P=0.0294; Fig. 4C). This reflects a nocturnal EOD
acceleration caused by the endogenous cycle. When compensating
for the endogenous effect, the main modes in light conditions
are shorter than in dark conditions (P=0.0057; Fig. 4C).
This indicates that light caused per se an increase of the basal
pacemaker frequency, independently of the endogenous rhythm
effect.

The secondary peak mainly appears in dark conditions (Fig. 3).
This corresponds to the emergence of high-frequency bouts that
increase in duration and probability during the night in dark
conditions (all 7 fish versus only 2 during the day). This nocturnal
rise of the peak corresponding to the secondary mode is reflected in
the reduction of the peak corresponding to the main mode (Fig. 4D;
sign rank test, P=0.0156). The two effects, the increase in the basal
rate and the increase in probability of the high-frequency bouts,
combine to cause the highest EOD rate observed in G. omarorum
during the night.
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Time course of phasic responses evoked by light stimuli

The responses evoked by short pulses of light were studied in 22
fish. They consisted of a successive reduction of the first 20 inter-
EOD intervals after the onset of the light pulse, followed by a slower
relaxation, which lasted approximately 60-100 EODs. For
intensities within the natural daytime range (30 and 150 Ix),
pacemaker acceleration responses occurred at the stimulus onset
only. At high stimulus intensities (75,000 1x, well above natural
stimuli) the light-evoked response occurred at both the onset and
cessation of the stimulus. In this case, the response at the ‘off” was
slower and of lower amplitude.

To characterize response time course, we recorded the sequence
of intervals in contiguous trials of 1000 EODs initiated by a brief
pulse of light (150 Ix) lasting 100 EODs in 16 fish. Results obtained
in a complete experiment on the same fish are plotted as a function
of the EOD ordinal number in polar coordinates in Fig. 5SA. As
stimulation was repetitive, to show the consistency of the response,
every circle turn corresponds to each of the 22 trials and the distance
from the center corresponds to the inter EOD interval. The white
sector corresponds to ‘light-on’ and the gray one to ‘light-off’
periods. For the sake of clarity, averaged responses from 7 fish are
superimposed in Fig. 5B. These responses peak at about the 20th
interval following stimulus onset. Taking this observation into
account, we calculated a series of 20th order intervals for each trial
(i.e. intervals between every 20 EODs; between EOD, and EOD,,
EOD,; and EOD,;, EOD, and EOD,,, and so forth, with the
subscript indicating the ordinal EOD number, with respect to the
stimulus onset). This filtering procedure allowed us to define a clear
peak in the 7 fish (Fig. 5C). This signal transformation also allowed
us to verify the statistical significance of the response by contrasting,
for each fish, the amplitude of the response obtained after the
stimulus onset with the amplitude of any incidental accelerations
that occur in the absence of stimulus in the period between EODy¢,;
and EODsqo. To perform this comparison, we defined a series of
threshold values and compared the fraction of traces crossing each
threshold after the stimulus onset (true positives) with the fraction of
traces crossing the same threshold in the absence of stimulus (false

g4

A

Fig. 3. lllumination causes tonic responses on
inter-EOD interval. (A—D) The tonic effect of 420 Ix
(white background; top) and 1 Ix (gray background;
bottom) during the morning (A,C) and early night
(B,D). The comparison across panels shows that
the presence of high-frequency bouts (horizontal
bars in D) is more probable during the night,
causing a secondary peak in the first-order interval
histogram (arrow in D). lllumination during the night
suppresses high-frequency bouts and increases
the basal frequency peak and reduces its
corresponding mode (B), while darkness during the
day facilitates high-frequency bouts (horizontal bars
in C) and reduces the basal frequency.

Day 420 Ix

Night 420 Ix

1

Day 1 Ix

Night 1 Ix

10 20 %

positives). This allowed us to construct ROC curves (Fig. 5D),
which showed significant differences in all cases (the area under the
curve ranged from 0.79 to 1). Thus, in the rest of this study, the peak
value of the series of the 20th order intervals was considered as a
faithful indicator of response amplitude.

In a first series of experiments, we found that the amplitude of the
response increased with stimulus strength (Fig. 6A). However, one
of these intensities was beyond the natural range. Thus, we designed
a second series of experiments on 6 fish at selected intensities within
the natural range in order to perform a regression analysis. This
experiment showed that the amplitude of the phasic response
increased linearly with the logarithm of the illumination intensity
(Fig. 6B).

Finally, we explored the adaptation of the response. In a first
series or experiments, the amplitude of the light-evoked phasic
response was not consistently altered when using pairs of similar
stimuli (150 1x, 100 EOD) separated by inter-stimulus intervals of
100, 200, 300, 400, 500, 600 and 700 EODs (Kruskal-Wallis,
P=0.53; Fig. 7A). In a second series of experiments, we paired a test
pulse of 50 EODs with a conditioning pulse of 50 EODs separated
by 50 EODs (about 1.5-2 s, depending on the fish). This experiment
had the minimum possible separation between stimuli as the test
stimulus was applied at the end of the response evoked by the
conditioning. The results were visually similar, although when
comparing the median amplitude of the responses to the
conditioning stimulus across trials (Fig. 7B) with the median
amplitude of the response to the test stimulus (Fig. 7C), we found a
significant reduction (sign rank test, P=0.0068, N=11 fish; Fig. 7D).

Light-avoidance behavior

An interesting observation during these experiments was that one
small fish (9 cm) exhibited a tendency to turn around after stimulus
onset, which was clearly seen by the reversal of EOD waveform
polarity monitored via an oscilloscope. While we were not able to
use this fish in our analyses because of its intolerance to the
experiment, this behavior suggested that the phasic response to light
was part of a ‘light-avoidance skeleton electromotor response’. This
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Fig. 4. Differences in inter-EOD histograms. (A) Median values are
different across the four conditions shown in Fig. 3 (Kruskal-Wallis,
P=0.0088). Two-way ANOVA indicates a significant effect of the circadian
cycle (Friedman tests with repetitions: y?=13.24, d.f.=1, P=3x10"4, post hoc
sign rank test: P=0.0156 and P=0.0078 in dark and light conditions,
respectively), but fails to detect a global effect of light (Friedman tests with
repetitions: x2=0.09, d.f.=1, P=0.7664). However, pairwise comparison
suggests a light acceleration effect during the day (post hoc sign rank test:
P=0.031, Holm—Bonferroni corrected). (B) Coefficient of variation is different
across conditions (Kruskal-Wallis test: P=0.016). Two-way ANOVA indicates
a significant effect comparing light and darkness (Friedman tests with
repetition: X2=4.32, d.f.=1 P=0.038), but no significant differences due to the
circadian cycle (Friedman test with repetition: x?=1.18, d.f.=1, P=0.278).
However, pairwise comparisons suggest an increase in variability during the
night (P=0.0156, Holm—Bonferroni corrected). (C) Main modes of the
histograms are smaller during the night (two-way Friedman test with
repetition: x?=4.74, d.f.=1, P=0.0294) and in light conditions (Friedman test:
¥?=7.65, d.f.=1, P=0.0057). Post hoc comparison suggests an acceleration
effect of light on the basal interval (sign rank test: P=0.031 in both cases).
(D) The peak values of the histogram at the main modes significantly
increase with illumination as a result of suppression of the high-frequency
bouts (sign rank test: P=0.0156). White boxes, light (420 Ix); gray boxes,
dark (1 Ix).

led us to examine whether fish prefer to stay in the shade or the
bright side of a small tank. When fish were initially placed in the
bright region, they immediately swam to the shaded region, and
when placed in the shaded region, they remained there during
10 min of observation (sign test: P=0.0156, N=7).

To confirm this observation, we performed forced-choice
experiments during electrotaxis behavior in a Y-maze. To provoke
electrotaxis, we applied the same stimulus between the ends of the

Table 1. Tenebrotaxis explored in a forced-choice experiment

No. of correct
reversals

Signrank vs
Stimulus comparison 0 1 2 3 Median Mean 0 P-value
70 Ix vs 0.43 Ix 1. 6 2 1 1 1.3 0.0002
1300 Ix vs 0.43 Ix 2 0 1 7 3 22 0.0078
4575 Ix vs 0.43 Ix o 1 1 8 3 2.7 0.0039

We found that in Gymnotus, each individual consistently chose either the right
or left of the Y-maze when illumination was the same in the two arms. The
number of reversals of the swimming preference side when different
illumination at each arm was applied is indicated. lllumination at the dark arm
was always 0.43 Ix; illumination in the other arm is indicated in column 1. Sign
rank test indicates a significant difference between the number of reversals at
70 and 1300 Ix (P=0.0430, N=10, Holm—Bonferroni corrected) and between
the number of reversals at 70 and 4745 Ix (P=0.001, N=10, Holm—Bonferroni
corrected).

two parallel arms of the Y-maze and the base point. As the maze pen
has a constant section, the current density and electric field were
similar at each branch. In this condition, we expected that the
fish would make a choice by chance between the two arms.
However, we found that half of the fish systematically chose the
right arm and the other half systematically chose the left one. This
suggests that fish may have either a right or a left swimming
preference (i.e. a rudimentary form of lateralization). Then, to test
choices in the Y-maze, we evaluated whether the tenebrotaxis/
photophobia has enough influence to revert this natural
lateralization. The distribution of reversals in the three trials for
the three experimental conditions is shown in Table 1. These data
indicate that the average number of reversals in the fish’s habitual
choice side increases with the difference in illumination between
the two arms.

DISCUSSION

This article shows that photo-stimulation influences electromotor
behavior in various complex ways. We found that besides its
previously described influence on the endogenous circadian thythm
(Migliaro and Silva, 2016; Migliaro et al., 2018), light within the
physiological stimulus range tends to increase pacemaker rate per
se. Steady and transient stimuli evoke tonic and phasic responses,
respectively, that may be relevant to fish life. A tentative hypothesis
is that the complex effects on the EOD rate and variability
previously observed along the circadian cycle (Silva et al., 2007)
occur because the pacemaker interval receives multiple descending
drives. Among these, we focus on two main light-dependent drives:
one endogenous, associated to the circadian rhythm, and the
exogenous, the illumination cycle. Although they have different
and, in some cases, opposed effects, the light stimuli and the
circadian cycle are associated in nature in a season-dependent way.

Our data confirm that photo-stimulation causes pacemaker
acceleration per se

To reveal the sensory effects of light on pacemaker activity per se,
we had to separate the effects of the endogenous circadian cycle,
which are associated with the light cycle. Therefore, the first part of
the study compared the histograms under light and dark conditions
at two opposite phases of the circadian cycle. We confirmed that
during the circadian cycle, the mean EOD rate and the EOD
variability increase during the night (Silva et al., 2007; Migliaro and
Silva, 2016; Migliaro et al., 2018; compare Fig. 3A and D).
However, to make a proper analysis of pacemaker activity in steady-
state conditions, we studied the inter-EOD interval histogram. As it
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Fig. 5. Photosensory-evoked electromotor phasic response. (A) Experiment consisting of 22 trials lasting 1000 EODs in which a photic pulse (150 Ix,
100 EODs) was applied. Raw data are represented in a polar plot where the white sector corresponds to the light pulse and the gray sector to the dark period
(1 Ix). (B) Comparison between the responses averaged across 22 trials for 7 fish. For the sake of clarity, we show only these responses, including the
largest and the smallest, but all fish displayed similar responses. (C) Averaged data of the 20th order interval calculated from the same data used for B.

(D) Receiver operating characteristic curves (ROC curves) for the same 7 fish. Each ROC curve represents the probability of true positives (i.e. the fraction of
trials in which the 20th order traces after the stimulus crossed a series of thresholds) as a function of false positives (i.e. the fraction of trials in which the 20th
order traces crossed the same series of thresholds in the absence of stimuli). The areas under the curve are: 1, 0.975, 0.945, 0.93, 0.895, 0.83 and 0.79.

showed a skewed distribution for long periods, the commonly used
parameter mean rate would be influenced by the degree of
asymmetry of the distribution (Pereira et al., 2012). We interpret
that the main mode more likely corresponds to the tonic activity of
the pacemaker, and the skewness of the histogram corresponds to
transient effects driven by sensory stimuli, internal collaterals of
skeletomotor commands and other endogenous signals. We found
that during the night phase of the circadian cycle, the inter-EOD
interval distribution histogram showed two modes, one larger,
corresponding to the absolute maximum of the histogram (here
referred to as the main mode) and another smaller one,
corresponding to a local smaller maximum (here referred to as the
secondary mode). The main source of this secondary mode is the
emergence of spontaneous bouts of high frequency that stand out,
intercalated between periods of lower basal frequency (Forlim,
2013; Forlim and Pinto, 2014). This suggests that the accelerating
effects on the pacemaker of the night phase of the endogenous
circadian cycle (Perrone et al., 2009; Migliaro and Silva, 2016;
Migliaro et al., 2018) have two main causes: (i) an increase in
pacemaker tonic activity, reflected in the reduction of the main
modes of nocturnal with respect to diurnal histograms in the same
light conditions, and (ii) an increase in the probability of high-
frequency bouts during the night (Fig. 3C), contributing
additionally to the increase in mean rate and also explaining the
larger rate variability of the EOD.

The first set of evidence in favor of the hypothesis that light has a
direct sensory effect on the pacemaker rhythm is that sustained
illumination provoked a reduction of the mean EOD rate during the
day (Fig. 4A) and also a reduction of the coefficient of variability of
the EOD rate independently of the time of the day (Fig. 4B). The
main mode of the inter-EOD interval histogram in the dark was
larger than under illumination in both phases of the endogenous
circadian cycle (Fig. 4C). As the main mode is likely a good
indicator of the pacemaker tonus in a given condition, its reduction
by illumination implies that tonic photo-stimulation per se causes an
increase of the excitatory inputs on the pacemaker. In addition, light
stimuli similar in amplitude to those found in open waters suppress
high-frequency bouts, both during the day and during the night,
indicating a powerful suppressing effect on this behavior. High-
frequency bouts alter the interval distribution from mono- to bi-
modal, with the net result being an increase in the EOD rate.
However, there is a reduction of the median interval, an increase in

skewness and also an increase of the peak of the secondary mode at
expense of the peak of the main mode. This is outstanding during
the night (Fig. 4D). Thus, the direct tonic effect of photo-stimulation
on EOD rate is twofold: it reduces the basal interval and it also
reduces the probability of high-frequency bouts.

The second set of evidence in favor of the hypothesis is that light
pulses evoke transient accelerations of the pacemaker. These phasic
responses show three characteristics: (i) they are slow, (ii) their
amplitude increases with stimulus intensity amplitude, and (iii) the
effect of a phasic response on a subsequent one is present only when
the interstimulus interval is very short.

Light-evoked phasic responses share with novelty responses the
graded amplitude with stimulus intensity. However, their rising
phases (about 20 EODs or about 500-600 ms) were significantly
slower than those evoked by active electrosensory (2 EODs or about
60 ms; Aguilera and Caputi, 2003; Caputi et al., 2003) or
mechanosensory (7—8 EODs or about 200 ms; Barrio et al., 1991)
stimuli reported in the literature in similar experimental conditions.
This slower time course suggests that these EOD rate accelerations
are different from fast novelty responses observed with other
sensory modalities. Another consistent difference is that the effect
of one response on a subsequent one can be shown at short intervals
only, implying that the memory trace decays much faster than in the
case of novelty responses elicited by a change in a nearby object
conductance (Caputi et al., 2003).

Phasic responses appear to be associated with skeletomotor
activities, which have been observed in other circumstances in these
fish. For example, Mauthner neuron antidromic activation causes a
strong and sudden pacemaker acceleration response via the
activation of multiple paths (Falconi et al., 1995, 1997; Comas
and Borde, 2010). This response, referred to as a ‘Mauthner initiated
abrupt increase in rate’ (Falconi et al., 1995), is associated with the
escape reflex triggered by intense mechanosensory stimuli, and may
have the role of increasing the active electroreception system
sampling frequency during a fast movement that involves not only
linear motion but critically a drastic change in swimming direction
(Borde et al., 2004). Other pacemaker acceleration responses
induced by skeletomotor activities are associated with back and
forth movements during object electrosensory exploration (referred
to as B-scans; Jun et al., 2016) and during object-following
movements (Uyanik et al., 2019; Comertler and Uyanik, 2021). The
latter is notable because in the wave fish Eigenmannia, the main
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Fig. 6. Amplitude of the light-evoked response as a function of
illuminance. (A) Amplitude of the response compared across three
intensities in 4 fish: 30 Ix (low), 150 Ix (medium) and 75,000 Ix (high)
(Friedman test: =8, d.f.=2, P=0.0183. Kendall's W=1). (B) Amplitude of the
response as a function of increasing levels of illuminance.

feedback used by the fish for object-following behavior is visual
stimuli (Comertler and Uyanik, 2021) and this may have a role in the
adaptation of fish to their habitat.

The observed differences from novelty responses, including
the slow time course, the shortness of the memory trace during
the response, and the frequent association of accelerations and
skeletomotor activity in these fish suggest that in our experiments
the phasic electromotor response to light is the first stage of a global
light-avoidance response in which the fish accelerates the EOD
rate to increase the sampling sensory frequency just before moving
away from the light. This was confirmed by the tenebrotaxic
behavior observed in two independent light-avoidance behavioral
experimental series.

What could be the functional role of the light effects on the
pacemaker?

These fish are solitary animals whose natural habitats are islands
of aquatic floating plants, primarily composed of the species
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Fig. 7. Characteristics of the photosensory electromotor response.

(A) The photosensory electromotor response is not altered by the interval
between stimuli (Kruskal-Wallis, P=0.53). Paired responses after
interstimulus intervals of 100 and 700 EODs (open circles, sign rank test,
P=0.17), 200 and 600 EODs (filled circles, sign rank test, P=0.35), 300 and
500 EODs (open squares, sign rank test, P=0.46) did not show significant
differences. (B—D) When a test stimulus (C) was applied just at the end of a
previous response evoked by a conditioning stimulus (Cond.; B), we found
that the test-evoked response had a significantly smaller amplitude (sign
rank test, P=0.0068; D).

Eichornia crassipes. These plants are clumped together by an
entangled complex of fine and relatively long roots in which these fish
hide during the day. Data obtained in experimental light conditions
similar to those in nature suggest that in open water, the fish will have
aregular and faster rate than expected by the effect of the endogenous
cycle alone, while under the plants, the lack of a light acceleration
effect is somewhat compensated for by the transient increases in rate
caused by the appearance of high-frequency bouts.

The wide leaves and the root network of E. crassipes form a light
barrier that protects these fish from their natural macroptic predators
(genera Australoheros and Hoplias). The tonic effects on the
pacemaker rate described herein may also have an important role in
animal life. When the fish swims in open water during the day, light
stimuli accelerate and regularize the rhythm, which increases the
sensory sampling rate, facilitating the evaluation of heightened
predation risks after losing the protection of floating plants. In the
dark, fish display high-frequency bouts which are more frequent and
last longer during the active phase of the circadian cycle; these may
occur even though the fish is quiet, but also may be associated with
skeletomotor exploratory behaviors. The light-avoidance response
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Fig. 8. A tentative hypothesis on the effects of light and the
endogenous circadian cycle on pacemaker rhythm. (A) During the night,
in the absence of light, the pacemaker nucleus (PM) is driven by two
influences of the endogenous rhythms: one tonic, reducing the basal
interval, and the other generating the high-frequency bouts (HFB).

(B) During the day, in open water, the effects of photo-stimulation and the
endogenous circadian cycle on the generator of the HFBs tend to cancel
out, and the PM is mainly driven by the sum of tonic effects of light and
endogenous rhythm. (C) During the day, under the plants, the effects of the
endogenous circadian rhythm on the HFB generator (thick arrow) overcome
the effect of light (thin arrow). The mild effect of light reduces the probability
of HFBs and the influence of the bout generator on the PM (intermediate
arrow). In addition, light causes a mild tonic acceleration effect on the PM
(thin arrow), which adds to the effects of endogenous rhythm via the tonic
and the bout control systems. The histograms on the side show the relative
weight of basal and high-frequency bouts in each circumstance, expressed
as a difference in height of the main and secondary peaks and their
corresponding modes.

can be considered a subset of an object-following behavior (Uyanik
et al., 2019; Comertler and Uyanik, 2021) that allows the fish to
follow the shade of the floating aquatic plants (in which these fish
find shelter during the day), and therefore allows them to stay within
the island-like congregations of these plants as they move as a result
of water currents and winds. In addition, light penetration between
the leaves may generate bright ‘sunspots’, which slowly move
according to the sun’s position, and may reveal hiding fish to
predators.

Our present view on how illumination and circadian cycle interact
is schematized in Fig. 8. We postulate that the pacemaker interval is

under two main drives, one tonic and the other transient, causing
either high-frequency bouts or other sensory-driven accelerations.
The endogenous rhythm tends to increase the rate by both
mechanisms (reducing the main mode and facilitating high-
frequency bouts during the night), but light has opposed effects
on the mean EOD rate (increases the basal rate but blocks the
appearance of bouts). In nature, the endogenous rhythm and the
light cycle are associated. Therefore, during the night, the mean
pacemaker rate increases because of the effect of the endogenous
cycle only (reducing the basal intervals and increasing the probability
of high-frequency bouts; Fig. 8A). The presence of high-frequency
bouts also explains the higher nocturnal variability.

During the day, the endogenous circadian rhythm tends to reduce
the pacemaker rate. This endogenous effect is attenuated by daylight
in an intensity graded fashion (Fig. 8B,C). The observed differences
in illumination between experimental conditions are similar to
those in open water and hiding under aquatic plants, and suggest
that in the first condition the fish would have a regular and faster rate
(Fig. 8B), whereas under the second there was an increase in rate
caused by the appearance of high-frequency bouts that somewhat
compensated for the shift of the main mode to larger values (Fig. 8C).

Additional evidence supporting the nature of these behaviors as a
global light-avoidance response is the absence of a direct anatomical
projection from the optic tectum to the prepacemaker nucleus. The
modulations of the EOD rate induced by light on the pacemaker
nucleus require the activation of a connecting path originating from the
optic tectum. No direct projections have yet been described between
the tectum and the prepacemaker. For example, in Eigenmannia
virescens, anterograde transport of byocitin injected into the
prepacemaker nucleus showed no projections on the optic tectum
(Wong, 1997). In G. omarorum, the injection of byocitin near the
pacemaker cells resulted in two groups of retrogradely marked neurons
at the level of the diencephalon and the brainstem (Comas and Borde,
2010). The activation of these groups of cells by the injection of
glutamate resulted in increases of the frequency of the EOD.

In pulse fish — as in wave fish (Sas and Maler, 1986) — a direct
projection from the retina to the suprachiasmatic nucleus has been
found (Lazar et al.,,1987; Wong, 1997). This suggests a possible role
of the suprachiasmatic nucleus in the generation of the phasic response
while tonic responses could be mediated by the tectum and pretectum.

A final and more general consideration is that peculiar
homeoactive senses (i.e. those that use a self-generated carrier;
Zweifel and Hartmann, 2020), such as the active electric sense,
active whiskering and echolocation, are most often found in animals
adapted to live in dark environments. It appears that light influences
on these homeoactive sensory modalities may modulate species-
specific sensory channels that enable swimming, running and
flying, and also cryptic communication in relatively crowded dark
environments, endowing these taxa with sensory advantages that
allow them to capture prey and reproduce while avoiding predators
with a sensory predominant visual system.
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