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1. Introduccién

1.1.  Ritmos diarios y circadianos

¢ Qué son los ritmos diarios y circadianos?

Todos los animales de este planeta, desde el protozoario mds simple hasta mamiferos con més de
treinta mil millones de células, deben enfrentarse a condiciones ambientales que ciclan
drdsticamente a varias escalas temporales. El verano da paso al invierno, la marea alta a la baja y, tal
vez el caso mds conspicuo de todos, el movimiento de rotacién de la tierra determina la alternancia
entre el dfa y la noche.

Este ciclo diario es acompanado por cambios en la temperatura ambiental, disponibilidad de
alimentos y presencia de depredadores. Bajo la influencia de estos cambios, los individuos han de
adaptar la mayorfa de sus procesos biol6gicos como el metabolismo, el comportamiento y la
expresién génica de forma ciclica, desarrollando patrones de oscilaciones diarias (Paranjpe y Sharma
2005).

Estos ritmos diarios podrian desarrollarse de forma reactiva, es decir en respuesta directa a las
oscilaciones ambientales: los cambios en el ambiente podrian ser percibidos por los animales y esto
desencadenarfa cambios en sus procesos internos a modo de respuesta. Este mecanismo, aunque
sencillo, presenta algunas dificultades. Adaptar la fisiologfa y el comportamiento es un proceso
costoso y que suele implicar la regulacién de varios procesos metabdlicos y funcionales
concatenados. Un mecanismo puramente reactivo hace que los sistemas comiencen a aprontarse
(por ejemplo para la noche) en el momento que estos cambios ya tendrfan que estar instalados. Es
asi que a lo largo de toda la escala evolutiva, desde cianobacterias (Cohen y Golden 2015) a plantas
(Creux y Harmer 2019) y en todos los grupos de animales (Hamanaka y cols. 2024, Menaker y cols.
1997, Panda y cols. 2002, Refinetti 2010, Tosini y cols. 2000, Zhadanova y Reebs 2005)
observamos la presencia de ritmos circadianos que permiten a los individuos anticipar y prepararse
para cambios predecibles en el ambiente.

Los ritmos circadianos son generados de forma enddgena (Aschoft 1981a) por lo que no requieren
de un estimulo externo para mantener un periodo constante. El ejemplo més claro es quizd de

animales que contintan exhibiendo un ritmo diario en el comportamiento locomotor incluso



cuando se encuentran en condiciones de oscuridad constante (DD, de sus siglas en inglés
Darkness-Darkness), lo que se conoce como ritmo de curso libre o free-running (Aschoft 1981b).
En la mayorfa de los casos conocidos la fuente de la ritmicidad circadiana enddégena es un
mecanismo de oscilacién celular compuesto de elementos positivos y negativos (promotores o
inhibidores de la transcripcién respectivamente) que forman bucles de retroalimentacién
transcripcional. Estos bucles de retroalimentacién circadianos tienen un periodo de
aproximadamente 24 horas, lo que le confiere a estos ritmos el nombre de circadianos (revisado en
mamiferos, Buhr y Takahashi 2013, peces, Zhdanova y Reebs 2005, y D. melanogaster, Tataroglu y
Emery 2015).

Los relojes bioldgicos se organizan en sistemas circadianos que, a pesar de existir en varios niveles de
complejidad, mantienen una estructura general similar en los diferentes grupos (Menaker y cols
1997). Cualquier sistema circadiano debe contar con 1) un oscilador interno encargado de generar
el ritmo (el reloj bioldgico), 2) aferencias sensoriales que captan la informacién ambiental relevante
para sincronizar los ritmos internos a los externos y 3) eferencias neurohormonales que transmiten
la sefal circadiana a otros tejidos y sistemas, coordinando la expresién de diferentes ritmos
(Golombek y Rosenstein 2010). Las variables ambientales capaces de encarrilar (i.e.: ajustar la fase
de los relojes internos) los ritmos circadianos se conocen como zeitgebers. El zeitgeber dominante
para la mayorfa de las especies es el ciclo de luz y oscuridad (LD, de sus siglas en inglés
Light-Darkness) y hay mecanismos fotorreceptores y fototransductivos especializados que han
surgido en la evolucién de todos los sistemas de relojes bioldgicos (Menaker y cols. 1997, Pérez y
cols. 2019). El zeitgeber confiere informacién del tiempo externo al reloj biolégico, que modula la
progresion del bucle de retroalimentacién circadiano de forma acorde. La representaciéon del
tiempo externo generada por la progresién de estos bucles se transmite al resto de la célula en forma
de programas circadianos de expresién génica. (Ashton y cols. 2022, Bell-Pedersen y cols. 2005,
Buhr y Takahashi 2013). Los ritmos fisiolégicos, metabdlicos y conductuales son el resultado de la
coordinacién de estos programas.

Al considerar cdmo las variables ambientales pueden sincronizar los ritmos circadianos debemos
detenernos en la diferencia entre el encarrilamiento o entrainment de los ritmos y lo que los
cronobidlogos denominan masking o enmascaramiento. En el primer caso, la variable ambiental

afecta directamente los relojes moleculares mediante su accién sobre los bucles de



retroalimentacion, retrasando o adelantando su fase y sincronizado al ritmo con la variable
ambiental en cuestién. Esto significa que, al desaparecer el estimulo ambiental, el ritmo
permanecerd con la fase inducida por la variable ambiental (Aschoft 1981b, Refinetti 2010). Este
mecanismo es lo que convierte a un sincronizador ambiental en un zez'tgeber. En contraste con estos
efectos persistentes, un estimulo ambiental puede enmascarar el ritmo enddgeno, haciendo que
este se exprese con la temporalidad del estimulo ambiental pero sin afectar el reloj biolégico. De esta
forma, los ajustes temporales observados desaparecen inmediatamente cuando el factor externo deja
de estar presente (L6pez-Olmeda 2017, Mrosovsky 1999). Ambos mecanismos implican
sincronizacion, pero las bases fisioldgicas detrds de ambos son diferentes. Cabe destacar que un
mismo factor ambiental, por ejemplo la luz, puede tanto actuar como zeztgeber como enmascarar

un ritmo endégeno (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Esquema conceptual de la sincronizacion de ritmos diarios. Adaptado de Lopez-Olmeda 2017.

Bases neurales de los sistemas circadianos

Los animales cuentan con multiples osciladores circadianos que se organizan formando redes
interconectadas, con diferentes niveles de jerarquia y acopladas a través de mecanismos celulares y
hormonales que acompasan sus fases. En vertebrados, podemos definir un “eje circadiano” formado
por estructuras con relojes bioldgicos, conservadas a lo largo de la evolucién. Estas son los ntcleos
supraquiasmdticos (NSQ), la glindula pineal y la retina. Aunque estas estructuras estin presentes
en todos los vertebrados, su contribucién al sistema circadiano puede variar considerablemente
entre clases e incluso dentro de la misma clase. Lo que es mds, los sistemas circadianos de distintos
grupos de vertebrados muestran diferentes grados de jerarquizacion de sus osciladores
(Bell-Pedersen y cols. 2005).

En general, podemos observar una centralizacién y simplificacién de los procesos desde vertebrados
basales como los peces hasta grupos mds nuevos como las aves o los mamiferos (Kumar y Sharma

2018). En lugar de un sistema dominado por un reloj maestro en el NSQ, los peces, anfibios,



reptiles y aves muestran diversos grados de descentralizacién en sus redes circadianas, con multiples
osciladores sincronizados de forma independiente (Cassone 2014, Falcén y Munoz-Cueto 2024,
Tosini y cols. 2005). Los peces, como el grupo troncal de vertebrados, muestran quizds el mayor
grado de organizacién no jerdrquica (Figura 1.2). Por otro lado, mientras en mamiferos el tinico
punto de acceso de la luz al sistema es a través de la retina, el resto de los vertebrados tienen
multiples estructuras centrales (e incluso periféricas) con capacidades fotosensibles.

En los peces la estructura neural clave implicada en la regulacién circadiana es el érgano pineal. Este
contiene tres tipos de células: células fotorreceptoras llamadas pinealocitos, células ganglionares de
segundo orden y glfa. La estructura de la pineal es bdsicamente la de una retina simplificada. La
glindula pineal de los peces contiene todos los componentes necesarios de un sistema circadiano, al
contar con fotorreceptores, genes reloj que forman el bucle de retroalimentacién circadiana, y
eferencias neurohormonales (Falcén y Munoz-Cueto 2024). De esta forma, la luz que llega a los
pinealocitos puede enfasar los bucles de retroalimentacién circadianos. Esta informacién luminica
puede transmitirse al resto del cerebro y del cuerpo a través de dos vias complementarias. La
primera, la via neuronal, es una sefial rdpida que involucra a las células ganglionares. La segunda via,
mucho mds conocida, es la via de senalizacién melatoninérgica (Falcén y cols. 2010). Tanto la
hormona, como la enzima que cataliza el paso limitante de su sintesis (arilalquilamina
N-acetiltransferasa 0 AANAT) estdn bajo una estricta regulacién diaria, con niveles plasmdticos de
la hormona que alcanzan su punto mdximo durante la noche y disminuyen a lo largo del dia
(Falcén y cols. 2010, Falcén y Munoz-Cueto 2024, Klein 2007). La luz inhibe la actividad de la
AANAT mediante su desfosforilacién (Ivanova y Iuvone 2003), y en consecuencia la exposicién a
luz continua (LL, por sus siglas en inglés Light-Light) inhibe la secrecién de melatonina. A su vez,
en la mayorfa de los teledsteos la sintesis y liberacién de melatonina se encuentra regulada por
relojes circadianos ubicados en los pinealocitos (Zhdanova y Reebs 2005).

Hay abundancia de evidencia que vincula el ciclo diario de la melatonina con los ciclos diarios de
distintos comportamientos, incluido la actividad locomotora, el comportamiento social, la ingesta
de alimentos y la formacién de cardimenes, entre otras (Feng y Bass 2016, Kavaliers 1989,
Lima-Cabello y cols. 2014, Lépez-Olmeda y cols. 2006a, Migliaro y Silva 2016). La regulacién
melatoninérgica de estos ritmos varfa segiin la especie y la pinealectomia de los animales puede

ocasionar arritmicidad, ritmos en libre curso, o ritmos divididos (Falcén y cols. 2010).



En algunas especies se ha demostrado que el comportamiento social también estd bajo regulacién
melatoninérgica. En el pez sapo, una especie donde los machos vocalizan para atraer a las hembras y
defender sus territorios, la mayorfa de las dreas del cerebro anterior involucradas en la produccién
de vocalizaciones expresan receptores de melatonina (Feng y cols. 2019). Con pocas excepciones,
estas regiones también expresan receptores de hormonas esteroides. La convergencia de las vias de
sefializacién hormonal dentro de la red auditiva-vocal resalta el probable efecto combinatorio de
estas hormonas en la regulacién de los cambios diarios en la comunicacién actstica y, mds
ampliamente, en los comportamientos sociales. Es mds, el tratamiento con melatonina potencia el
patrén nocturno de vocalizaciones en esta especie y rescata vocalizaciones que se pierden en
animales sometidos a condiciones de luz constante (Feng y Bass 2014; 2016)

El papel del 6rgano pineal en la fisiologfa circadiana de los peces estd claro en el sentido de que la
pineal transduce y transmite informacién sobre el ambiente fético y, por tanto, sobre la duracién
del dia y la noche durante el ciclo de 24 h. Las senales del 6rgano pineal sincronizan los ciclos
fisiolégicos y conductuales diarios y coordinan la expresién de los ritmos circadianos en otros
osciladores periféricos.

Algo interesante de destacar de los sistemas circadianos de los peces es su gran necesidad de
versatilidad y adaptabilidad. Estos animales, al ser poiquilotermos, deben ser capaces de ajustar la
fisiologfa que subyace a sus ritmos circadianos a temperaturas corporales que dependen

directamente de la temperatura ambiental (Lahiri y cols. 2005).
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Figura 1.2: Esquema del sistema circadiano en peces. El sistema circadiano en peces consiste en una serie de osciladores
interconectados dentro (osciladores centrales) como fuera (osciladores periféricos) del cerebro. La luz accede al sistema
circadiano a través de células que expresan opsinas no-visuales como la melanopsina (Falcén y Mufioz-Cueto 2024). La
temperatura en cambio, accede al sistema a través de distintos receptores sensibles a temperatura, entre los que se
encuentran los termoTRPs (Nisembaum y cols. 2015, ver Anexo 2). Tanto la pineal cémo la retina proyectan axones
hacia estructuras diencefilicas como el drea predptica (POA) (Falcén y Munoz-Cueto 2024). La melatonina actia
como el principal mensajero circadiano. En la retina cumple una funcién mayoritariamente paracrina, mientras que la

melatonina pineal es liberada al liquido cefalorraquideo y al torrente sanguineo, sincronizando la actividad de distintos

tejidos blanco.

El termociclo como sincronizador de los ritmos diarios

Si bien el ciclo de luz/oscuridad constituye el zeitgeber mds extendido y estudiado en el reino
animal, no todos los organismos habitan nichos ecolégicos donde la alternancia de luz y oscuridad

representa fielmente la alternancia dia/noche. En muchos hdbitats, como cuevas y aguas profundas
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o turbias, los ritmos circadianos se sincronizan con otras variables ambientales.. En los ectotermos
la temperatura ambiental emerge como un candidato de zeztgeber particularmente relevante. En
condiciones naturales, las variaciones diarias de temperatura suelen acompanar al ciclo de
luz-oscuridad, definiendo dos fases caracteristicas: la termofase, correspondiente al periodo de
mayor temperatura, generalmente coincidente con el fotoperiodo, y la criofase, de menor
temperatura, asociada al periodo de oscuridad. Bajo este patrén, los aumentos de temperatura
tienden a producirse en torno al amanecer y los descensos al atardecer (Johnson 2004),
proporcionando una referencia temporal predecible que puede complementar o incluso sustituir a
la luz como sefal de sincronizacidn circadiana.

Gran parte del trabajo sobre la sincronizacién de los ritmos circadianos por el termociclo se ha
realizado en Drosophila melanogaster. Como en muchos otros animales, los ritmos de temperatura
son capaces de encarrilar el ritmo circadiano de la actividad locomotora de Drosophila (Busza y cols.
2007, Glaser y Stanewsky 2005, Roessingh y cols. 2019, Tomioka y Yoshii 2006). En esta especie, se
ha propuesto un modelo de dos osciladores, en el cual la luz y la temperatura pueden encarrilar
osciladores formados por poblaciones neuronales distintas (Bellemer 2015, Miyasako y cols. 2007).
La actividad locomotora entonces es comandada de forma conjunta por ambos osciladores.

En cuanto a vertebrados, la sincronizacién a la temperatura es mucho menos comprendida
(Rensing y Ruoff 2002, Lépez-Olmeda 2017). En 1969, Hoffmann (Hoffmann 1969) concluyé
que “los ciclos de temperatura son fuertes zeitgebers |[...] para organismos poiquilotermos, pero
débiles para homeotermos.” En ectotermos, incluso los termociclos de apenas 1 o 2 °C pueden
sincronizar ritmos bioldgicos. Por ejemplo, la actividad locomotora del lagarto Uta stansburiana
parece sincronizarse mejor con los ciclos de temperatura que con los de luz (Evans y cols. 1966). En
el lagarto Podarcis sicula campestris, un termociclo con una amplitud de 1.78 °C es suficiente para
sincronizar la actividad locomotora y generar un patrén bimodal de actividad tipico del verano,
incluso en animales de invierno (Foa y Bertolucci 2001).

A pesar de la importancia de la temperatura ambiental para los organismos ectotermos, se sabe muy
poco sobre los efectos de los termociclos en los ritmos bioldgicos de los peces. En cuanto al reloj
molecular, estudios previos en pez cebra han demostrado que termociclos de solo 2 °C de amplitud
pueden sincronizar los ritmos de expresién de genes reloj tanto en larvas como en células

mantenidas en oscuridad constante (Lahiri y cols. 2005). Estos efectos sobre el reloj molecular
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luego se reflejan en cambios en los ritmos fisiolégicos y comportamentales. Por ejemplo, los ritmos
diarios de actividad locomotora en el pez cebra pueden sincronizarse con termociclos, bajo
condiciones de luz constante (Lépez-Olmeda y cols. 2006a). Mds aun, frente a ciclos de luz y
temperatura con periodos diferentes, los individuos exhiben ritmos que muestran componentes
regulados en forma independiente, asociadas a cada variable ambiental (Lépez-Olmeda y
Sinchez-Vizquez 2009). Este fenémeno se conoce como coordinacién relativa y podria representar
la interaccién de dos osciladores débilmente acoplados (Emens y cols. 2005). La actividad de la
enzima AANAT responde in vitro a cambios de temperatura (Cazaméa-Catalan y cols. 2012;
2013). A nivel celular, la secrecién de melatonina pineal se ve regulada por los canales
termosensibles de la familia de los TRP (Gau y cols. 2013, Hunty cols. 2012, Laursen y cols. 2015,

ver Anexo 1).

Diferentes aproximaciones al estudio de los ritmos circadianos

Ricklefs y Wikelski (2002) sostienen que para comprender los rasgos de historia de vida de una
especie se requiere entender cémo los individuos responden a su ambiente especifico y que los
estudios que ahonden sobre este tema deberfan “integrar el comportamiento y la fisiologfa dentro
de los contextos ambientales y demogréficos de la selecciéon”. Por aspectos un poco obvios, el
estudio de los mecanismos que subyacen a la ritmicidad circadiana se ha basado principalmente en
el uso de organismos modelo como murinos, moscas y peces cebra, que permiten la manipulacién
genética, siempre bajo condiciones estandarizadas de laboratorio (Helm y cols. 2017). Lejos de
desmerecer la potencia de este enfoque, hay que senalar que conlleva ciertas limitaciones,
especialmente cuando se intenta responder preguntas vinculadas a las implicancias ecoldgicas y
evolutivas de estos ritmos bioldgicos.

El entorno natural de un animal es un sistema mucho mds complejo que el de las condiciones de
laboratorio. Los patrones ritmicos expresados en ambientes naturales pueden estar influidos tanto
por factores abidticos (temperatura, humedad, precipitaciones, intensidad y composicién espectral
de luz variable) como bidticos (interacciones intra e interespecificas, disponibilidad de alimento,
riesgo de depredacién). Estas influencias pueden afectar dramdticamente la fisiologia y el
comportamiento adaptativo de una misma especie, o incluso de un mismo individuo, entre

condiciones de laboratorio y naturales (Calisi y Bentley 2009; Helm y cols. 2017; Kronfeld-Schor y

12



cols. 2008; 2013). Tanto en roedores (Ben-Shlomo y cols. 1995, Blanchong y cols. 1999,
Kronfeld-Schor y cols. 2008, Urrejola y cols. 2005) cédmo en otros grupos de mamiferos
(Rattenborg y cols. 2008) los patrones de comportamiento diario difieren entre condiciones
naturales y de laboratorio. Esto puede ir desde una estructura mds laxa de la actividad hasta un
cambio completo del patrén nocturno al diurno.

La contracara de los abordajes en condiciones naturales es que la multiplicidad de variables
ambientales que fluctian de manera simultdnea y no controlada dificulta identificar cudles de ellas
actian efectivamente como zeitgebers, cémo se integran a nivel sensorial y cudles son los
mecanismos fisioldgicos que median su efecto sobre el comportamiento. Esta complejidad puede
enmascarar relaciones causales y hacer dificil aislar los factores clave que modulan la ritmicidad
diaria. En este sentido, disefiar protocolos semi-naturales que sin perder del todo la riqueza de
escenarios naturales, mantienen un grado de control suficiente para manipular variables especificas

se vuelve una estrategia alternativa increfblemente atractiva (Flores y cols. 2016, Sanguinetti-Sheck y

Gilvez 2024, Shemesh y cols. 2024)

1.2.  Los peces eléctricos cémo modelo de estudio

Los peces eléctricos y el sistema electrogénico

Los peces eléctricos de descarga débil han resultado ser un excelente modelo para el estudio de los
ritmos bioldgicos, tanto desde un punto de vista mecanistico como eco y etoldgico. Estos animales
pertenecen a dos familias en las cudles el sistema electrogénico emergié de forma convergente: los
mormiridos, nativos de Africa y los gymnotiformes encontrados en América del Sur (Kramer
1990). Estos peces se caracterizan por emitir descargas de corriente eléctrica de baja amplitud de
forma constante, generadas por un 6rgano especializado llamado érgano eléctrico (OE) (Bennett
1971). Estas descargas del 6rgano eléctrico (DOEs) cumplen con una funcién doble: por un lado
permiten a los animales detectar objetos en el agua por deformaciones en el campo eléctrico
autogenerado, lo que se conoce como electrolocalizacién activa (Lissman 1958). Por otro lado,
modulaciones de estas sefiales son utilizadas en la comunicacién con otros individuos (Crampton
2019, Quintana y Salazar 2025).

La forma de onda de las DOEs, que depende del patrén de inervacién y secuencia de activacién de

los electrocitos, transmite informacién sobre la especie, el estado fisiolégico y en algunas especies
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sobre el sexo (Bennet 1971, Hopkins y cols. 1990, Silva y cols. 2002). Por otro lado, la frecuencia de
descarga del 6rgano eléctrico (fDOE) también cumple funciones sensoriales y comunicativas. La
deteccién de estimulos novedosos y mds generalmente los estados de alerta llevan a un aumento en
la fDOE que, en consecuencia, genera un incremento en la cantidad de informacién que el animal
adquiere a través del canal electroceptivo. Asi, los movimientos exploratorios o la respuesta a
estimulos inesperados se asocian con incrementos en la fDOE (Caputi y cols. 2003, Jun y cols.
2014, Kawasaki y Heiligenberg 1989). Por otro lado, en algunas especies la fDOE puede dar
informacién acerca de la jerarquia social o el estado fisiolégico. En el mormirido Sternarchorbynchus
sp la fDOE aumenta con el tamafio del animal y en experimentos de playback los animales tienen a
acercarse a los electrodos que emiten senales a menor frecuencia (Fugere y cols. 2010). Esto se
observa también en el caso del gimnotiforme Apteronotus leptorbynchus, donde la fDOE
correlaciona con el tamafo corporal (Dunlap y cols. 2002) y con la dominancia (Hagedorn y
Heiligenberg 1985, Henninger y cols. 2018). En Gymnotus omarorum, tras una contienda
agonistica entre dos animales, el animal subordinado tiende a bajar su fDOE por debajo de la de su
contrincante (Batista y cols. 2012), un efecto que involucra al neuropéptido hipotalimico
vasotocina (AVT) (Perrone y cols. 2018). En Brachybypopomus gauderio, una especie simpdtrida
con G. omarorum, durante la época reproductiva los machos tienen un aumento nocturno en la
fDOE mayor a lo observado durante en invierno (Silva y cols. 2008). Tanto el sistema de
electrolocacién activa como el sistema encargado de regular el comportamiento social hacen uso de
las emisiones eléctricas, y estas deben responder a las necesidades sensoriales y comunicacionales de
forma éptima y dindmica. Esto exige un sistema intrincado y con un alto grado de interconexidn,
con estructuras, moduladores y circuitos en comun.

En los gymnotiformes, la generacién de las DOEs (asi como la regulacién de su frecuencia) es
comandada por un nucleo del tronco encefilico denominado Nucleo Electromotor Bulbar (NEB).
EI NEB y el OE tienen una relacién de actividad 1 a 1: por cada descarga concertada del ntcleo se
genera una tnica DOE (Bennett y cols. 1967, Borde y cols. 2020). Este nicleo cuenta con dos
poblaciones celulares: las células marcapasos (MP) y las células bulbo espinales de relevo, o células
relé (R) (Bennett y cols. 1967, Quintana y cols. 2011). Las células MP presentan despolarizacién
espontdnea ritmica y se encuentran acopladas electrénicamente entre si mediante sinapsis eléctricas,

asegurando que disparen sincrénicamente (Bennett y cols. 1967, Moortgat y cols. 2000). Las células
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R reciben aferencias de las MP, proyectando sus axones hacia las electromotoneuronas que inervan
los electrocitos del OE (Caputi y Trujillo-Cenéz 1994, Comas y Borde 2021).

EI NEB, a su vez, es modulado por diferentes estructuras superiores. Entre estas se encuentran los
ndcleos pre-marcapasos (Heiligenberg y cols. 1981, Comas y Borde 2010) y el drea predptica
(POA), un ntcleo de la red del comportamiento social que en Gymnotus omarorum proyecta fibras
AVT positivas en la vecindad del NEB cuya actividad espontdnea es sensible a AV'T (Perrone y cols.
2014, Pouso y cols. 2017). El POA estd fuertemente vinculado con la expresién de la conducta
social en esta especie (Eastman y cols. 2021, Pouso y cols. 2024) y es uno de los nicleos que integran
el sistema circadiano en diversas especies de teledsteos (ver mds arriba, Falcén y cols. 2010). EI NEB
funciona como un centro integrador, recibiendo proyecciones de distintos nicleos cerebrales que
responden a estimulos ambientales bidticos y abidticos y que modulan su descarga tanto por via
sindptica como por modulacién de las propiedades intrinsecas de sus neuronas (Comas y cols.
2019). Un esquema del sistema electrogenerador se encuentra en la figura 1.3. El NEB debe integrar
la informacién de forma répida y efectiva generando una salida conductual (cambios en la fDOE)

que responda a las necesidades perceptuales y sociales del animal en cada momento.
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Figura 1.3: Organizacién anatémica y neurofisioldgica del sistema electrogenerador en gymnotiformes. A. Diagrama
de un pez eléctrico mostrando la ubicacidn y conexién funcional del Nucleo de Emisién Bulbar (NEB), responsable de
generar el patrén de descarga eléctrica. Las células marcapasos (MP) generan potenciales de accién espontineos que
determinan la frecuencia base de la descarga. Estas células activan a las células de relevo (R), que a su vez hacen sinapsis
con las electromotoneuronas (EMn). Las EMn proyectan sus axones hacia el 6rgano eléctrico (OE), compuesto por
electrocitos, que descargan de forma concertada para generar la DOE. B. Actividad eléctrica intracelular registrada en
los distintos componentes del sistema electrogenerador. De arriba hacia abajo se observan trenes de potenciales de
accién de las células MP, seguidos por las células R, las EMn y, finalmente las descargas del 6rgano eléctrico (OE). Cada
descarga de las células MP desencadena una DOE. Escala de voltaje y tiempo indicada en los registros. Adaptado de

Cémas y Borde 2021.

Los ritmos circadianos en peces eléctricos
En la mayorfa de los casos estudiados, los peces eléctricos de descarga débil muestran hdbitos de

comportamiento nocturnos o crepusculares, tanto en mormiridos (Lissman y Schwassmann 1965,
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Mucha y cols. 2022), como en nuestros propios gymnotiformes. La nocturnidad de los peces
eléctricos sudamericanos ha sido analizada con diversas aproximaciones tanto en condiciones de
laboratorio como en el campo (Black-Cleworth 1970, Kawasaki y Heiligenberg 1989, Migliario y
cols. 2018, Migliaro y cols. 2025, Migliaro y Silva 2016, Silva y cols. 2007, Stoddard y cols. 2007,
Zupanc y cols. 2001). Durante la noche se incrementa la actividad locomotora y la fDOE,
maximizando la obtencién de informacién externa y reduciendo los gastos metabdlicos que
implicarfa mantener esta frecuencia alta a toda hora (Salazar y cols. 2013). Tanto A. leptorbynchusy
E. virescens (Deng y Tseng 2000), cémo B. gauderio y G. omarorum muestran aumentos nocturnos
de la fDOE. En G. omarorum, la especie modelo de esta tesis, la f{DOE aumenta al atardecer y
disminuye progresivamente a lo largo de la noche en condiciones naturales (Migliaro y cols. 2018).
En el laboratorio en condiciones de aislamiento, temperatura constante y con un fotoperiodo 12:12
se observa un incremento durante la noche mds modesto con una duracién menor en ambas
especies. En estas condiciones el aumento nocturno puede ser eliminado utilizando el antagonista
de los receptores MT2 de melatonina luzindole (Migliaro y cols. 2016). A su vez, en B. gauderio,
tanto la inyeccién intraperitoneal de melatonina como la aplicacién de melatonina directamente en
una rodaja de tronco encefilico que contiene el NEB generan respuesta andlogas compatibles con la
actividad nocturna sobre la fDOE y la frecuencia de descarga del NEB respectivamente (Vizquez y
cols. 2024). Esto sugiere que la melatonina actda o bien sobre el NEB directamente, o sobre alguna
de las estructuras cercanas que proyectan a este.

En cuanto al cardcter endégeno de este ritmo, la informacién es mds escasa. En 2007 Stoddard y
colaboradores demostraron que los ritmos de fDOE de B. gauderio se mantenian durante varios
dfas atin en condiciones de LL y DD (Stoddard y cols. 2007). Estos experimentos, sin embargo, se
realizaron con animales en grupo y no puede aislarse del rol sincronizador del contexto social
(Mellert y cols. 2024, Migliaro y cols. 2018, Siehler y cols. 2021). G. omarorum mantiene su ritmo
circadiano de fDOE en condiciones de DD y temperatura constante, aunque la ritmicidad parece
volverse menos robusta al poner a los animales bajo libre curso. En estas condiciones, los animales
presentan ritmos con perfodos variables de entre 20 y 28 hs (Migliaro 2018).

Esta tesis se centra en el estudio de 2 ritmos conductuales de G. omarorum (eléctrico y locomotor) y
su vinculo con el ciclo luz/oscuridad y temperatura utilizando una aproximacién semi-natural. Esta

especie nos presenta un caso excepcional para estudiar la sincronizacién de los ritmos conductuales
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a diferentes variables ambientales ya que vive bajo condiciones luminicas que se alejan de las
12L:12D utilizadas normalmente en el laboratorio. Estos animales viven en aguas dulces y quietas,
cerca de la orilla y cubiertas de muy espesa vegetacién (en nuestros cuerpos de agua usualmente
Eichhornia crassipes). Son animales altamente territoriales durante todo el afio y mantienen
territorios de aproximadamente 1 m” (Zubizarreta y cols. 2020). Un trabajo reciente muestra que,
en condiciones naturales, los ritmos de fDOE de estos animales guardan una mayor relacién con el
momento de mdxima temperatura que con el atardecer (Migliaro y cols. 2025). Lo que es mds, bajo
la vegetacién de la laguna los niveles de luz son muy bajos o nulos (Migliaro y cols. 2018). Sin
embargo esto varfa a lo largo de las zonas cubiertas por vegetacién dado que esta se distribuye de
forma heterogénea (Camargo y cols. 2023, Migliaro y cols. 2025) y cabe la posibilidad de que los
animales tengan acceso a la informacién luminica, por ejemplo acercindose a aguas abiertas o a
parches descubiertos. En este marco, en esta tesis se plantea una aproximacién seminatural que
combina ambientes enriquecidos y complejos con un control absoluto sobre los niveles de luz,

permitiéndonos explorar el rol del termociclo como sincronizador de los ritmos diarios de dos

comportamientos que abordaremos de forma independiente.
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Figura 1.4: A. Especimen de Gymnotus omarorum, fotografia por Marcelo Casacuberta. B. El hdbitat natural de G.

omarorum. La fotografia fue tomada en la Laguna del Sauce, Maldonado, durante una salida de campo. En el caso mis
extremo, el extremo superior de la vegetacién era superior al miembro mds alto del equipo. C. Registro de la intensidad
de luz (en lux) durante 3 dfas en el hdbitat natural. El sombreado gris sefiala la noche. Los puntos negros marcan los
niveles de iluminancia captados por un sensor ubicado en la superficie del agua. Los puntos azules marcan los niveles

captados por un sensor ubicado bajo la vegetacién. Adaptado de Migliaro y cols. 2018.
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2. Hipotesis y objetivos
2.1.  Hipétesis General:
El termociclo natural es capaz de sincronizar los ritmos conductuales de G. omarorum.
2.2.  Objetivo General:
Estudiar la ritmicidad conductual de G. omarorum en condiciones de oscuridad absoluta y la
relacién temporal entre estos ritmos y el termoperiodo.
2.3.  Objetivos Especificos:
1. Validar el disefio experimental para estudiar la relacién entre la conducta y los ritmos
ambientales naturales.
2. Estudiar la expresién del ritmo diario de fDOE en condiciones seminaturales con y sin
acceso al ciclo ambiental de luz y oscuridad.
3. Comparar cuantitativamente los ritmos de f{DOE y temperatura.
4. Describir el ritmo diario de comportamiento locomotor.
5. Comparar la expresiéon del ritmo diario de actividad locomotora en condiciones
seminaturales con y sin acceso al ciclo ambiental de luz y oscuridad.
6. Realizar un estudio preliminar sobre las preferencias en el uso del espacio.
7. Obtener un protocolo eficiente para la cuantificacién de la expresion de genes asociados a la
sistema circadiano mediante RT-qPCR.
Estos objetivos se abordaron en tres secciones de la tesis. En el capitulo 4 “Vinculo entre el ritmo
diario de temperatura ambiental y la fDOE” se abordaron los objetivos especificos 1 a 3. En el
capitulo 5 “Descripcién de los ritmos de actividad locomotora de G. omarorum” se abordaron los
objetivos especificos 4 a 6. Asimismo, la puesta a punto del protocolo de cuantificacién génica, que
permitird un andlisis a futuro del efecto de la temperatura sobre el sistema melatoninérgico
(incluido en el objetivo especifico 7) se detalla en el Anexo 2.

2.4. Aproximacién Experimental

Para abordar los objetivos planteados en esta tesis, adoptamos un enfoque experimental que
permiti6 integrar el anilisis de ritmos conductuales con las condiciones ambientales que los
modulan, en un modelo que preserva tanto la expresién natural de la conducta como el control

experimental de variables externas. Gymnotus omarorum ofrece la ventaja de permitir el registro no
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invasivo de su comportamiento a través de las descargas de su 6rgano eléctrico (DOEs), incluso en
ausencia de observacidn visual directa.

Nos centramos en el estudio simultineo de dos ritmos conductuales: la locomocién y la frecuencia
de la DOE (fDOE), los cuales presentan una asociacién temporal con maximos nocturnos, pero
cuya relacién causal exclusiva ha sido descartada previamente. Esta aproximacién abre la posibilidad
de explorar cémo ambos ritmos, aunque independientes en su generacién (el ritmo de fDOE es
independiente de la locomocién del animal) (Migliaro y cols. 2018), pueden estar modulados de
forma conjunta por variables ambientales como la temperatura.

Disefiamos asf un esquema experimental basado en registros prolongados de la actividad eléctrica de
los animales bajo condiciones semi-controladas que permitieron cuantificar las dindmicas diarias y

extraer pardmetros ritmicos para su posterior comparacion.
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3. Materiales y métodos
3.1.  Colecta y alojamiento de animales

Individuos de G. omarorum (n=12) fueron colectados en la Laguna de los Cisnes,
Maldonado-Uruguay (34°50” S, 55°07” W). Los animales fueron capturados utilizando un detector
de sefiales eléctricas, segin Silva y cols. 2003. Los animales fueron transportados de forma
individual en bolsas pldsticas y luego alojados en condiciones de semi-naturalidad en piscinas
comunales exteriores de 1 m” de 4drea y 30 cm de altura, ubicadas en el bioterio de poiquilotermos
en el Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable. Dentro de estas piscinas los animales
ocuparon compartimientos individuales que impiden el acceso fisico a los vecinos pero permiten el
intercambio de sefiales eléctricas y quimicas. Las piscinas fueron cubiertas por vegetacién obtenida
del 4rea de captura y cada compartimiento individual conté con un refugio cilindrico de PVC. Los
animales fueron alimentados cada 5 dfas con Tubifex tubifex. Estas condiciones cumplen con la ley
de experimentacién animal (N218611) y se encuentran avaladas por la comisién de Etica para el uso
de animales de experimentacién del Instituto Clemente Estable (CEUA-IIBCE, protocolo ne
001-02-2018). Los animales fueron mantenidos en estas condiciones por al menos 1 mes (y no mds
de 3) previo a los experimentos para permitir la aclimatacién de los individuos. Tras finalizar los
experimentos, los animales fueron devueltos a las piscinas comunales para su posterior uso en otros

proyectos.

3.2.  Disefo experimental

Arena experimental

Las arenas experimentales (Fig. 3.1A) consistieron de piscinas idénticas a las utilizadas para alojar a
los animales y ubicadas en el mismo bioterio, con un volumen de agua aproximado de 1000 L. Cada
piscina contaba con un tubo de PVC a modo de refugio para el animal. A este tubo se le adhirié un
sensor de luz y temperatura (HOBO TM Pendant Temperature/Light Data Logger). El sensor fue
seteado para tomar datos cada 10 o 15 minutos. El sensor cuenta con rango de entre -20 y 70 °C de
temperatura, y 0 y 320.000 lux de luz, y una resolucién y precisiéon de 0,14 y 0,53 °C
respectivamente. El resto de las especificaciones del sensor se encuentran en:

https: .onsetcomp.com/resources/documentation/ua-002-manual.
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Para el registro de las descargas eléctricas (DOEs) se instal6 una grilla de ocho varas de carbono de
30 cm, distribuidas en una matriz de 90 x 90 cm. Los electrodos se posicionaron desde (x=0, y=90)
en pasos de 45 cm, cubriendo uniformemente el drea de la piscina. Los electrodos se conectaron a
un sistema de adquisicién de sefiales basado en un amplificador multicanal (Migliaro y cols. 2025),
comandado por una placa Teensy 4.1, utilizando un script especifico (Migliaro y cols. 2025). Este
sistema permite registrar de forma continua las DOEs, guardando los datos directamente en tarjetas
SD. Los registros se almacenan como archivos de audio WAV con ocho canales y se utilizé una
frecuencia de muestreo de 20000 Hz. La alimentacion se realizé mediante powerbanks de 10,000 o

20,000 mAbh, lo que garantizé autonomia de varios dfas sin intervencion externa.

Protocolo experimental

Cada animal fue trasladado individualmente a su piscina experimental un dia antes de iniciar el
experimento, permitiendo asi un periodo de aclimatacién a las nuevas condiciones. Estas piscinas
eran idénticas a las de alojamiento y se encontraban cubiertas por vegetacién natural (Fig 3.1B).
Una vez comenzado el protocolo se registraron las DOEs de los animales de forma continua
durante al menos cinco dias. En esta fase experimental (condicion descubierta) los peces estuvieron
expuestos a los ritmos ambientales naturales, incluyendo el fotociclo y el termociclo.

Finalizada esta primera etapa, las piscinas fueron completamente cubiertas con una tela black-out,
bloqueando completamente el ingreso de luz ambiental pero permitiendo que la temperatura del
agua continuara fluctuando de forma natural (condicion cubierta). Se continué registrando la
actividad eléctrica durante otros cinco dfas bajo estas nuevas condiciones. Los experimentos en los
que se detect6 ingreso de luz durante esta fase fueron descartados del anilisis. Al finalizar el
protocolo, los peces fueron devueltos a sus piscinas de alojamiento y las arenas experimentales
fueron reacondicionadas para un nuevo grupo de animales. Los experimentos fueron realizados

entre octubre y marzo (n=10), y en julio (n=2).
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Figura 3.1: Resumen grifico del disefio experimental. A. Esquema del disefio de las arenas experimentales. B.

Fotografia de una de las piscinas de registro. C. Protocolo experimental.

3.3. Pr mien nalisi
Los datos obtenidos de los registros eléctricos, de temperatura y de comportamiento de los animales
fueron procesados y analizados para extraer pardmetros que permitieran caracterizar sus ritmos
diarios bajo diferentes condiciones experimentales. A continuacién se describen los procedimientos
aplicados para obtener la frecuencia de descarga del 6rgano eléctrico (fDOE), estimar la actividad
locomotora y el uso del espacio, procesar los datos de temperatura y realizar los distintos anélisis de
ritmicidad. Todo el procesamiento y andlisis de datos fue realizado en Python utilizando cédigos ad

hoc o librerias ya existentes detalladas en el texto.

Obtencion de la fDOE:

En cada archivo WAV correspondiente a 1 minuto de registro se normalizé la amplitud de cada
canal por su amplitud mdxima y se corrigié la linea de base mediante la sustraccién de la mediana
por canal. Luego se combinaron los ocho canales en una dnica sefial compuesta sumando los
cuadrados de cada uno. A esta sefial combinada se le aplicé un filtro de z-score y se identificaron las
DOEs como eventos de alta amplitud con una distancia minima entre picos de 150 muestras. La
frecuencia instantdnea (frecuencia entre cada DOE) fue calculada como el inverso del tiempo entre
una y otra. A esta frecuencia se le aplicé un filtro de pasabanda entre 6 y 70 Hz. Para cada registro
de minuto se obtuvo la mediana y la desviacién estindar de la frecuencia de descarga del érgano
eléctrico (fDOE). Los resultados fueron almacenados en un nico archivo por animal que incluye

la fDOE minuto a minuto, junto con informacién sobre fecha, hora y condicién experimental. A
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estos valores de fDOE se les realiz6 una correccién por los cambios metabélicos dependientes de la
temperatura. Esta correccién (Q10) ajusta los datos a una temperatura estable de 20°C y se realizé

seguin la ecuacién E1, siguiendo a Dunlap y cols. 2000 y Silva y cols. 2002:

20-T(t
fDOE,, (&) = fDOE(®) * 1, 5 0 (1)
Donde fDOE,, es la frecuencia corregida, fDOE la frecuencia original y T la temperatura en cada
tiempo (¢). Estos valores de fDOE,, corregidos fueron los luego utilizados en el andlisis de datos y
serdn a los que nos referimos al hablar de fDOE.
Para realizar el andlisis de Cosinor se utilizaron las medianas de la fDOE por hora. En el resto de los
andlisis de ritmicidad (Lomb-Scargle, Hilbert, Wavelet) y con el objetivo de estudiar los ritmos con
periodos en el rango de interés (12 a 48 hs) se aplicé un filtro pasabanda (Buzterworth de segundo
orden) con frecuencias de corte entre 0,25 y 10 ciclos por dia (equivalente a 1/5760y 1/144 Hz), a
fin de eliminar componentes de muy baja frecuencia y ruido de alta frecuencia en la sefial. Un

ejemplo de la sefial original y filtrada en cada condicién experimental se puede ver en la figura 3.2A.
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Figura 3.2: A. Sefal de fDOE original (linea azul) y filtrada (linea negra discontinua) durante 48hs. B. Temperatura del

agua original (linea rosa) y filtrada (linea negra discontinua) durante 48hs.

24



Estimacion de la actividad locomotora:

Para obtener un pardmetro de movimiento los archivos WAV se segmentaron en ventanas
consecutivas de 5 segundos de duracién. Para cada ventana se calculd la mediana del valor absoluto
de la amplitud de la sefial en cada canal. A partir de estas medianas se identificé el canal con mayor
actividad, interpretado como una estimacién de la posicién del pez dentro de la grilla. Se consideré
que ocurrié un evento de movimiento cuando el canal con mayor amplitud cambiaba respecto a la
ventana anterior, lo que se interpreté como un desplazamiento del animal. La cantidad de eventos
de movimiento para cada minuto de registro se almacenaron en archivos CSV que incluyen la
fDOE, informacién sobre fecha, hora y condicién experimental. Los datos de locomocién se
muestran como el porcentaje de movimiento, que se obtuvo dividiendo el nimero de ventanas con

entre el ndmero de ventanas totales.

Estimacion del uso del espacio:

Los archivos de grabacién fueron segmentados en ventanas consecutivas de 5 segundos de
duracién. Para cada ventana se calcularon los valores de la amplitud absoluta de la sefial en cada
canal. A partir de estos valores, se identificaron los dos electrodos que registraron una mayor
amplitud, asumiendose como los més cercanos a la posicién del animal en ese momento. Con el
objetivo de representar la probabilidad espacial de presencia se asignaron pesos relativos a 3 puntos:
1 para el electrodo de mayor amplitud, 0.25 para el segundo y 0.5 para el punto medio entre ambos.
Estos pesos fueron acumulados para cada posicién espacial en todas las ventanas del archivo.
Finalmente, los conteos acumulados fueron normalizados dividiendo por el total de peso registrado

en cada archivo, resultando en una métrica proporcional de uso del espacio.

Obtencion y procesamiento de informacion de la temperatura:

Los datos de temperatura fueron extraidos de los sensores utilizando el software HOBOware TM.
Los datos se promediaron por hora del dfa para observar patrones diarios en la temperatura del
agua. También se calculé la amplitud térmica de cada experimento y cada condicién. Para esto se
tomaron los valores méximos y minimos de temperatura de cada dia para cada experimento, y se

promediaron. Luego se obtuvo la diferencia entre los maximos y minimos medios. Para calcular la
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estabilidad del termociclo, se utilizé la variabilidad entre dfas (IS, de interdaily Stability, segin Van
Someren y cols. 1999).

La temperatura ambiental presenta fluctuaciones diarias sumadas a otros cambios no-ritmicos (e.g.:
tendencias dadas por cambios en las temperaturas medias, que pueden resultar en cambios de
amplitud no relacionados con el ritmo diario. Estos pueden alterar los resultados obtenidos por los
métodos ritmométricos, por lo que para estudiar la relacién entre el termociclo y el ritmo de fDOE
se optd por realizar un filtro a los datos de temperatura. Para cada pez y condicién experimental se
ajust6 un polinomio P(t) de 6° orden ala serie temporal de temperatura. El orden del polinomio se
eligié como un compromiso entre la fidelidad al ciclo térmico y el suavizado de las fluctuaciones de
mayor frecuencia. Posteriormente, se sustrajo el polinomio ajustado de la sefial original, obteniendo
asf una serie corregida de temperatura, denominada "ft":

ft@®) =T() — P() (2)

La figura 3.2B muestra un e¢jemplo de la serie temporal de temperatura original y los valores

filtrados.

Andlisis de cosinor:

Para evaluar la presencia de ritmos diarios en las series temporales de fDOE y actividad locomotora
se aplicé un andlisis de Cosinor de componentes multiples (Cornelissen 2014) utilizando la librerfa
de Python CosinorPy (Moskon 2020). Este andlisis consiste en ajustar una funcién sinusoidal de la

siguiente forma:

Y(t) = M + § A * cos(F-+ ¢) (3)
i=1

Donde M representa el mesor (media ajustada por el ritmo), A la amplitud del ritmo, ¢ la acrofase
(méximo del ajuste), T el periodo y n el nimero de componentes del modelo. Para testear la
periodicidad diaria se limité el modelo a un periodo de 24 h. Para cada animal se crearon modelos
de 1,2 y 3 componentes sinusoidales. Se seleccioné el modelo con mejor ajuste utilizando el test de
suma de cuadrados extra F:

-1
B SSR —SSR, GL,~GL,
F = ( SSR, * Gl (4)

2
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Donde SSR, y SSR, son las sumas de residuos cuadrados para los dos modelos comparados y GL, y
GL,son los grados de libertad para cada modelo respectivamente.

Se conservé un modelo por pez y por condicién y posteriormente se compararon los parimetros
estimados (acrofase, mesor y amplitud), asi como el ajuste del modelo (R?) entre condiciones
experimentales. Para estudiar diferencias en R’ mesor y amplitud se utilizaron test de t pareados
(R?) y test de Wilcoxon (mesor y amplitud), dependiendo de si los datos segufan una distribucién
normal o no. Para estudiar diferencias en las acrofases se aplicaron test de Rayleigh para evaluar si las
fases se distribufan aleatoriamente o mostraban una agrupacién significativa y se usé la prueba de

Watson-Williams de medias circulares para comparar la acrofase entre condiciones experimentales.

Andlisis de Lomb-Scargle:

Para analizar la periodicidad de los ritmos de fDOE y locomocién se crearon periodogramas de
Lomb-Scargle (Refinetti y cols. 2007, VanderPlas 2018) utilizando la libreria AstroPy (The Astropy
Collaboration 2022). A diferencia de la transformada de Fourier tradicional, el método de
Lomb-Scargle permite estimar la densidad espectral de potencia sin requerir una interpolacién
uniforme de la serie temporal. A su vez, este andlisis permite acotar el rango de frecuencias de
interés con mds facilidad y precisién. Este andlisis consiste en ajustar senos y cosenos de distintas
frecuencias a los datos y medir cudn buena es la correspondencia a cada frecuencia por minimos

cuadrados, de la forma:
1 2 2., 2 2.,
P(w) = - * |A Xcos (wt l,) + B ) sen (wt l,) (5)
i i

Donde P(w) es la potencia espectral para la frecuencia w, A y B son las amplitudes de los
componentes seno y coseno respectivamente y t’ es el tiempo con un corrimiento de fase en caso de
datos que no fueron tomados de forma uniforme en el tiempo.

Para cada combinacién de pez y condicién, se calculé la potencia espectral en un rango de
frecuencias correspondientes a periodos entre 1 y 48 horas muestreadas linealmente con 10.000
puntos, lo que contempla ritmicidad infra, circa y ultradiana. Se identificé el periodo de oscilacién
dominante (aquel asociado a la mayor potencia espectral), asf como el valor de dicha potencia. La

significancia de los perfodos dominantes fue evaluada aproximando la tasa de falsos positivos segtin
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el método de Baluev (Baluev, 2008). A su vez, se determind que un periodograma contaba con un
tnico pico cuando ningtn otro periodo alcanzaba el 50% de la densidad de potencia espectral del

pico mdximo.

Andlisis de fase por transformadas de Hilbert:
Para complementar el andlisis espectral y explorar la relacién temporal entre las oscilaciones de
fDOE y temperatura, se analizaron las fases de ambos ritmos a través de el uso de transformadas de

Hilbert, que permite obtener la fase instantdnea de una sefial oscilatoria. Esta técnica consiste en,

dada una sefial y, construir una sefal /};(t) corrida de fase 90° de la forma:
N © (
_ 1 y(@®)
y(t) =PV * [ =dt (6)
—0

Donde PV es el valor principal de Cauchy y T una variable muda. Con la sefial original y su

transformada se puede construir la sefial analitica:

z®) = y@® + i *y® (7)
Donde la sefial original y es el componente real de la funcién compleja z(t), mientras que la

transformada representa el componente irracional de la funcién. Trabajar con esta sefal analitica

nos permite obtener la fase instantdnea ¢ de la forma:

¢(t) = arg(z(t)) = arctan2(y(t), y(t)) (8)

Para este andlisis se utilizé la funcién hilbert incluida en la librerfa SciPy (Virtanen y cols. 2020). Se
obtuvieron las fases instantdneas de la fDOE de cada animal en cada condicién y de la temperatura
durante esos periodos de tiempo. El desfase entre fDOE y temperatura se calculé como la diferencia
de fase entre ambas sefiales a lo largo del tiempo, promediando luego ese valor para obtener un
desfase medio. Para evaluar la variabilidad en el defasaje medio se utilizé el valor del vector medio o
Mean Resultant Length (MRL). Este consiste en convertir las fases angulares en puntos cartesianos

y sumar los vectores de la forma:

N e
1 i
MRL = 4~ (Ze ) 9)
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[Av))
Donde N es el nimero de valores y e *es la representacién en forma compleja de cada fase en el
circulo unitario. EI vector resultante puede tomar valores de 0 a 1. Valores mds altos de MRL

implican fases mds cercanas entre s y por lo tanto una menor variabilidad en los datos.

Andlisis de Wavelets:

En dltimo lugar, para evaluar la estabilidad de la periodicidad de los ritmos de fDOE de animales
sujetos a termociclos con dindmicas diferentes, se opté por utilizar un andlisis de tiempo-frecuencia
de Transformada de Wavelets Continua (TWC).

La TWC es una convolucién de nuestra sefial original con una wavelet madre de parimetros
conocidos, que permite descomponer una sefial temporal en sus componentes de frecuencia de
forma local en el tiempo, proporcionando asi una representacion tiempo-frecuencia de la serie

analizada. La transformada W(a,b) puede definirse como:
1, —(t-b
W(ab) = —=* [ x(t) $(EL)de 10)
Na o o a

Donde G es el conjugado complejo de la funcién wavelet madre, a es la escala de esta wavelet madre
(un coeficiente inversamente proporcional a la frecuencia) y b es el parimetro de traslacién
temporal. Para cada instante se obtienen la energfa de la sefial para cada escala a, lo que nos permite
observar el aporte de cada componente periodico a la sefial original en cada momento del tiempo.
Luego se identifica, para cada instante de tiempo, la escala a que maximiza la energfa de la sefial.
Para realizar este andlisis se utilizé la librerfa PyWavelets (Lee y cols. 2019). En este andlisis solo se
utilizaron datos de fDOE y temperatura durante la condicién cubierta de cada animal. Como
wavelet madre se utilizé la wavelet compleja de Morlet, que combina una funcién gaussiana con
una oscilacién sinusoidal. Se definieron 300 escalas linealmente espaciadas entre los valores
correspondientes a perfodos de entre 1y 48 h. A partir de la matriz de coeficientes de la TWC, se
identificé para cada tiempo el periodo dominante de oscilacién, correspondiente al valor de escala
de mdxima energfa (7idge o relieve de la wavelet).

Los periodos dominantes de fDOE y temperatura fueron promediados cada 2 horas para suavizar
las series y para cada individuo se calculd la media y el coeficiente de variacién de los periodos

dominantes obtenidos tanto para la fDOE como para la temperatura. Se agruparon los peces segtin
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el ritmo de temperatura bajo el cudl estuvieron sujetos: un termociclo simple con un unico
componente circadiano (TS) y un termociclo complejo con un componente circadiano y un
componente infradiano (T'C). Finalmente se comparé el periodo medio y la variabilidad entre

grupos.

Estadistica general:

Diferentes tests estadisticos fueron utilizados para evaluar significancia dependiendo de las
caracteristicas de los datos. La normalidad de los datos fue testeada utilizando el test de
Shapiro-Wilk. De cumplir normalidad las diferencias entre grupos experimentales fueron evaluadas
utilizando test de t pareados o independientes. Para estudiar el efecto de mdltiples variables en una
variable dependiente se utilizaron ANOVA multivariados seguidos de un test de Tukey (correccién
de Bonferroni) para comparaciones multiples. En estos casos los datos poblacionales se muestran
como media + SEM. De contar con datos distribuidos de forma no uniforme, se trabajé con tests U
de Mann-Whitney (datos no pareados) o tests de Wilcoxon (datos pareados). Para evaluar
diferencias entre mds de 2 grupos de datos no-paramétricos se utilizé el Test de Friedman. En estos

casos los datos se muestran como mediana = CI (95%).
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4. Vinculo entre el ritmo diario de temperatura ambiental y la fDOE
4.1.  Objetivos especificos

1. Validar el disefio experimental para estudiar la relacién entre la conducta y los ritmos
ambientales naturales.
2. Estudiar la expresién del ritmo diario de fDOE en condiciones seminaturales con y sin
acceso al ciclo ambiental de luz y oscuridad.
3. Comparar cuantitativamente los ritmos de fDOE y temperatura.
4.2. Resultados
Este capitulo presenta un andlisis detallado de los ritmos diarios en la frecuencia de descarga del
érgano eléctrico (fDOE) de Gymnotus omarorum. Se examina la expresion de estos ritmos tanto en
condiciones seminaturales bajo la influencia de la luz natural (condicién descubierta) como en
condiciones de oscuridad absoluta (condicién cubierta). Se analiza la presencia de ritmicidad diaria,
su relacién con variables ambientales y cémo la eliminacién de la informacién luminica puede
afectar la sincronizacién de estos ritmos. A través de modelos estadisticos y matemdticos, como el
andlisis de cosinor y periodogramas de Lomb-Scargle, se busca entender la plasticidad y la

estabilidad de los ritmos de fDOE en relacién con el entorno.

Descripcion de las variables ambientales en condiciones seminaturales.

Para caracterizar las condiciones ambientales bajo las cuales se desarrollaron los experimentos, se
registraron simultineamente temperatura y luz en cada una de las piscinas experimentales bajo
ambas condiciones experimentales (Figura 4.1). Durante la condicién descubierta, tanto la
temperatura como la luz mostraron ciclos diarios bien definidos. La temperatura alcanzé valores
méximos hacia la media tarde que coincidieron con los momentos de “atardecer”. La luz en cambio
alcanzd valores mdximos cerca del mediodfa (Fig. 4.1C). Al cubrir las piscinas se eliminé por
completo la entrada de luz al sensor, pero la temperatura continué ciclando. La eliminacién del
ciclo de luz-oscuridad tuvo un efecto amortiguador sobre la amplitud del termociclo (Fig. 4.1D;
test pareado de t: p<0.0001). Durante la condicién descubierta la amplitud térmica fue de 2,0°C +
0,13 °C y al cubrir las piscinas este disminuyé a 1,12°C £ 0,12°C. Sin embargo, esta reduccién de

amplitud no se tradujo en una menor estabilidad del ciclo. La variabilidad entre dias (IS, Fig. 4.1E)
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no present6 diferencias significativas, con valores medianos de 0.23 durante la condicién
descubierta y 0,19 durante la cubierta (test de Wilcoxon: p=0,9). Estos valores parecen ser menores
de los obtenidos para la temperatura del aire durante este periodo de tiempo por el INUMET en la

estacion climdtica més cercana (Ver Anexo 1).
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Figura 4.1: Variacién temporal de temperatura y luz en las arenas experimentales bajo las condiciones experimentales
descubiertas (D) y cubiertas (C). A. Ejemplo representativo de los registros continuos de temperatura e iluminancia en
la condicién D. B. Ejemplo representativo de los registros de temperatura e iluminancia en la condicién C. C.
Promedio por hora de la temperatura y la iluminancia normalizadas para cada condicién. D. Comparacién de la
amplitud diaria de la temperatura entre condiciones (media + SEM). El asterisco indica diferencia significativa (*p <
0.05). E. Comparacién del indice de estabilidad entre dias (IS) de la temperatura entre condiciones (mediana * CI).

“ns” indica que no hubo diferencias significativas.
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Descripcion de los ritmos diarios en fDOE en condiciones seminaturales

Esta primera seccion de resultados describe un aspecto de la conducta eléctrica de G. omarorum, la
regulacién diaria de la fDOE, en las condiciones seminaturales disefiadas para estos experimentos.
La figura 4.2 muestra los valores de fDOE a lo largo del tiempo durante los 5 dias de la condicién
descubierta para un animal representativo. Se observan cambios en la fDOE consistentes a lo largo
de los dias. Estos consisten de un aumento gradual de la fDOE durante el dfa, seguido de un
aumento puntual y pronunciado tras el anochecer. El animal mantuvo su fDOE alta durante la
noche, pero se observa una disminucién gradual al avanzar. Cerca del amanecer se observa una

disminucién pronunciada, opuesto a lo observado durante el anochecer.
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Figura 4.2: Curso temporal de la fDOE de un animal durante 5 dfas consecutivos bajo la condicién descubierta. Los
puntos azules representan las medianas para cada minuto y la linea azul continua muestra la mediana por hora. Las

franjas sombreadas en gris indican el periodo de oscuridad.

Para estudiar la dindmica temporal de cada animal se construyeron grificos que muestran la
frecuencia mediana de fDOE para cada hora del dia, promediando todos los dias que duré el
experimento. La figura 4.3A muestra estos grificos para todos los animales (n=12). Los animales
muestran un patrén global similar, con niveles basales mds bajos durante el dia y un aumento en
algin momento de la tarde. Al observar con mds detalle se evidencia mayor heterogeneidad entre

individuos. Algunos animales presentaron dindmicas rdpidas de aumento al aproximarse el
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atardecer, mientras en otros casos el aumento en fDOE se dié de forma gradual a lo largo del dia,
hasta llegar a un méximo en la tarde. En promedio, la fDOE fue un 34,1% £5,6% mds alta durante
la hora de méxima amplitud (test de t pareado: p<0,0001).

Para cuantificar los cambios se calculé la fDOE mediana de todo el periodo experimental para cada
animal y se comparé la mediana de cada hora contra este valor global. La figura 4.3B muestra una
matriz de diferencias entre la fDOE mediana global y la fDOE mediana de cada hora para todos los
animales. Valores negativos (por debajo de la mediana global) se muestran en azul y positivos (por
encima de la mediana global) en rojo. Se cuantificé mediante tests U de Mann-Whitney y las
diferencias significativas se muestran con asteriscos. 10 de los 12 animales estudiados muestran
valores que se alejan significativamente de la mediana. Estas diferencias se observan tanto en la
manana, con valores significativamente menores, como en la noche, con valores significativamente
mayores. Dos animales (peces 1y 2) no se diferencian estadisticamente de la mediana a ninguna
hora del dia. Esto puede deberse a dos razones: 1) la magnitud del cambio es baja debido a que
ambos animales mantuvieron valores relativamente bajos de fDOE durante todo el periodo, o 2)
hay mds variabilidad en los momentos en los que los animales incrementan o disminuyen su fDOE,
evidenciado también por el error alto mostrado por estos individuos (primeros 2 gréficos) en la

figura 4.3A.
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Figura 4.3: fDOE de todos los animales a diferentes horas del dfa. A. Mediana de la fDOE por hora para cada animal.
La zona bandeada representa el IC. La linea roja marca la fDOE mediana global en cada caso. B. Mapa de calor
mostrando la diferencia entre la mediana de la fDOE calculada por hora y la mediana global. Las columnas marcan las
horas del dfa y cada fila representa un animal. Los asteriscos marcan horas en las que las diferencias son estadisticamente

significativas (test U de Mann-Whitney: umbral de significancia p<0.05)

Este tipo de andlisis es atil para determinar patrones de cambio, pero no es capaz de afirmar ni
descartar la presencia de componentes ritmicos en una serie temporal. Para determinar esto, en

primer lugar se realizé un anilisis de Cosinor. Para analizar el ajuste de los datos a un perfodo de
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EODf (Hz)

24hs, se construyeron modelos de cosinor de 1-3 componentes y con un periodo de 24hs. Todos los
animales ajustaron un modelo de cosinor, cuyos pardmetros se encuentran en la tabla 4.1. La figura
4.4 muestra el modelo de cada animal respectivamente. Este anilisis nos permite afirmar que, en las
condiciones seminaturales aplicadas, G. omarorum expresa un ritmo diario en su fDOE.

Los resultados también revelan ciertas similitudes y diferencias en la expresion de los ritmos entre
animales. En primer lugar, el ajuste (R?) de los modelos fue variable entre individuos. En 10 de estos
animales este fue mayor a 0,4, mientras que en dos de ellos (peces 1y 2) estuvo por debajo de este
valor. El ajuste promedio fue de 0,46 £ 0,065. La acrofase (el punto miximo del modelo) se
encontré entre las 21:34 y las 03:21. Para determinar si las acrofases se encontraban distribuidas de
forma uniforme se realizé un Test de Rayleigh y se confirmé una direccién preferencial (test de
rayleigh: MRL=0,97; p=7.88e-04) con una acrofase media en las 19:54 h. La amplitud mediana del
ritmo fue de 4,63 + 0,52 Hzy el MESOR de 28,93 £ 1,76 Hz.

L 2 3 Figura 4.4: Modelos de cosinor de la

fDOE de cada animal. Se

construyeron modelos con 1, 2y 3

componentes para cada animal y se

conservaron los modelos con mejor

ajuste. En la figura se muestran estos
modelos éptimos. Las lineas azules

muestran el modelo en cada caso y los

@ puntos marcan los datos crudos. El

sombreado representa el intervalo de

confianza

Tiempo (hs)
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n

1
1
2
2
3
2
3
3
3
3
3
3

3

10,03
439
177,35
143,24
339,55
204,39
119,11
185,32
73,75
162,78
447,72
250,90

P<

0,0001
0,01
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001
0,0001

R2

0,07
0,03
0,58
0,53
0,72
0,61
0,48
0,68
0,29
0,39
0,65
0,51

Amplitud
(Hz)
1,35
1,14
6,16
4,81
6,99
4,78
5,24
6,12
3,67
4,26
5,35
5,68

Acrofase
(rad)
1,23
1,47
1,29
1,04
0,96
0,64
-0,88
1,18
2,72
0,77
1,03
0,92

Acrofase
(h)
19,32
18,40
19,08
20,04
20,32
21,57
3,36
19,51
13,60
21,05
20,08
20,47

MESOR
(Hz)
20,44
14,71
33,78
33,04
31,03
31,44
30,23
33,39
26,18
32,86
29,91
30,20

Tabla 4.1: Pardmetros de los modelos de cosinor éptimos para todos los animales. La columna n°® marca el nimero de

componentes cosenoidales del modelo.

Efecto de la eliminacion de la luz en la expresion del ritmo de fDOE

Una vez establecida la ritmicidad de la fDOE en condiciones seminaturales, nos propusimos

analizar si impedir el acceso de los animales al ciclo natural de luz-oscuridad generaba cambios en la

expresion del ritmo. Para ello hicimos una comparacién de las condiciones descubierta y cubierta

para los mismos animales. La figura 4.4 muestra la fDOE en el tiempo para el mismo animal que en

el caso de la figura 4.2, pero esta vez durante el periodo en el cudl la arena experimental se mantuvo

cubierta. Bajo estas condiciones, el animal mantuvo una dindmica en su fDOE muy similar a la

observada durante la condicién descubierta.
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Figura 4.5: Curso temporal de la fDOE de un animal durante 5 dias consecutivos bajo la condicién cubierta. Los

puntos azules representan las medianas para cada minuto y la linea azul continua muestra la mediana por hora.

La dindmica diaria de todo el grupo de individuos bajo la condicién de oscuridad absoluta puede
observarse en la Fig. 4.6A. Cémo en el caso anterior, se comparé la mediana de la fDOE para cada
hora contra la mediana global (Fig. 4.6B). Durante la fase cubierta los 12 animales presentaron
momentos del dfa en el cudl la fDOE diferfa de la mediana (Test U de Mann-Whitney, p<0,05). Se
encontrd una correlacidn positiva fuerte entre las matrices de las condiciones D y C (correlacién de
Spearman: r= 0,76, p < 0,001), lo que sugiere que eliminar la informacién luminica no afecta en

gran medida este pardmetro conductual.
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Figura 4.6: fDOE de todos los animales a diferentes horas del dia durante la fase cubierta. A. fDOE mediana por hora
para cada animal. La zona bandeada representa el intervalo de confianza. La linea roja marca la fDOE mediana global en
cada caso. B. Mapa de calor mostrando la diferencia entre la fDOE mediana a cada hora y la mediana global. Las
columnas marcan las horas del dia y cada fila representa un animal. Los asteriscos marcan horas en las que las diferencias

son estadisticamente significativas (test U de Mann-Whitney, p<0.05).
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Para comparar patrones poblacionales a mayor escala, se opt6 por segmentar las 24 horas del dia en
4 periodos y comparar los niveles de fDOE entre periodos y condiciones. Los periodos definidos
fueron: Dia (10 a 16 h), Dia-noche (16 a 22 h), Noche (22 a 04 h) y Noche-dia (04 a 10 h). La
figura 4.7 muestra los resultados de esta comparacién. Al realizar un modelo de ANOVA, el
momento del dfa fue la variable que explicé la variacién en fDOE en mayor medida (F; 40=41,42;
p<0,0001). También se observé un efecto mds pequefio de la condicién experimental sobre la
fDOE (F40=7,23; p<0.01). Para cuantificar mds precisamente donde se encontraron las
diferencias se realizé un test post-hoc de Tukey. La fDOE fue significativamente mayor en la noche y
en la transicién dia-noche que en el dia (p<0,0001 en ambos casos) y que en la transicién
Noche-Dia (p<0,0001 en ambos casos). No se observaron diferencias entre los periodos Noche y
Dia Noche (p=0,54) ni entre los periodos Dia y Noche-Dia (p=0.82). En cuanto a las diferencias
entre condiciones, estas solo se observaron durante el periodo Noche-Dia. Durante la condicién
cubierta se observé una prolongacién del aumento nocturno generando niveles de fDOE mds altos
que la condicién descubierta (Descubierto vs. Cubierto, p<0,01). No asi para los otros periodos

(Dfa, p=0,93; Noche, p=0,30; Dia-Noche, p= 0,26).
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Figura 4.7: f{DOE normalizada en cuatro periodos del dia para ambas condiciones experimentales. Las 24h del dfa se
subdividieron en Difa (10 a 16 h), Dfa-Noche (16 a 22 h), Noche (22 a 04 h) y Noche-Dia (04 a 10 h). Se realiz6 un Test
de ANOVA y se detect$ un efecto del momento del dia y de la condicién experimental (ver texto). Las letras marcan las

diferencias estadisticas entre conjuntos de datos (Test post-hoc de Tukey, p<0,05).
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Para analizar cambios en la ritmicidad ocasionados por la eliminacién de la informacién luminica se
volvieron a construir modelos de cosinor para cada animal con los mismos parimetros (periodo y n°

de componentes). Adn en condiciones de oscuridad absoluta todos los animales ajustaron un

modelo con p<0.05 (Fig. 4.8 y Tabla 4.2).

EODf (Hz)

Tiempo (hs)

Figura 4.8: Modelos de cosinor de la fDOE de cada animal. Se construyeron modelos con 1, 2 y 3 componentes para
cada animal y se conservaron los modelos con mejor ajuste. En la figura se muestran estos modelos Sptimos. Las lineas

azules muestran el modelo en cada caso y los puntos marcan los datos crudos. El sombreado representa el intervalo de

confianza.
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Amplitud  Acrofase  Acrofase MESOR

n’ F p<

(Hz) (rad) (hs) (Hz)
1 3 23,92 0,0001 0,13 1,55 1,31 18,98 16,27
2 3 22,85 0,0001 0,21 1,00 1,55 18,07 14,10
3 3 156,45 0,0001 0,59 7,11 1,39 18,69 33,95
4 3 198,15 0,0001 0,65 5,95 1,14 19,65 31,81
5 3 89,23 0,0001 0,46 6,00 1,53 18,16 32,16
6 2 240,77 0,0001 0,68 5,57 0,89 20,61 32,30
7 3 75,84 0,0001 0,40 4,03 0,96 20,32 32,94
8 3 129,71 0,0001 0,60 5,79 0,81 20,90 33,44
9 3 199,14 0,0001 0,47 2,32 1,28 19,12 27,73
10 2 36,22 0,0001 0,25 2,21 0,97 20,28 34,58
11 1 33,46 0,0001 0,23 1,76 1,10 19,80 32,86
12 1 24,07 0,0001 0,13 1,48 1,19 19,46 31,97

Tabla 4.2: Pardmetros de los modelos de cosinor éptimos para todos los animales durante la condicién cubierta. La

columna n® marca el nimero de componentes cosenoidales del modelo.

Ademds, eliminar la informacién luminica no tuvo un efecto significativo sobre el ajuste por
cosinor. No se observaron diferencias en el R* (Fig 4.9A, test de t pareado: p=0,32), ni la amplitud
(Fig 4.9B) o el MESOR (Fig. 4.8C) (test de Wilcoxon: p=0,11y p=0,18 respectivamente). Tampoco
en las acrofases de los animales entre condiciones (Fig. 4.9D; Test de Watson Williams para medias
circulares, p=0,39). La acrofase promedio fue a las 19:40hs durante la condicién cubierta y un
rango entre las 18:04 h y las 20:54 h. En este caso también las acrofases se encuentran fuertemente
direccionadas en el tiempo (test de Rayleigh: MRL= 0,77; p<0,0001).

Este andlisis nos permite determinar que 1) las claves luminicas no son necesarias para la expresién
de los ritmos diarios en fDOE y 2) la eliminacién del ritmo luz-oscuridad no afecta en los patrones

globales de ritmicidad de G. omarorum.
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Figura 4.9: Comparacién de los parimetros de los modelos de cosinor entre condiciones experimentales. No se
observaron diferencias en el R* (A), en el mesor (B), ni en la amplitud (C) entre condiciones. D. Acrofases

poblacionales (lineas punteadas) e individuales (puntos) para cada animal en cada condicién experimental.

Vinculo entre el ritmo de fDOE y el ritmo de temperatura ambiental.
Una vez establecida la periodicidad de cada animal en ambas condiciones experimentales, el
siguiente paso consistié en estudiar el vinculo entre el ritmo en la fDOE con el termociclo. La figura

4.10 muestra los periodogramas de Lomb-Scargle (PLS) de la temperatura del agua durante ambas
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condiciones experimentales. El pico en la densidad espectral corresponde con el mdiximo
componente periodico y por lo tanto se toma como el periodo dominante del termociclo durante el
tiempo estudiado.

Dado que la temperatura ambiente varfa naturalmente su ritmo puede contener componentes
periddicos adicionales al periodo circadiano (entre 22 y 26 h). El anilisis de PLS nos permitié
clasificar los termociclos registrados en dos grandes grupos: termociclos simples (TS), cuando sélo
contienen un pico en el rango circadiano y termociclos complejos (TC), cuando aparece un pico
adicional en el rango infradiano (Figura 4.10).

Durante la fase descubierta, en 11 de los 12 casos se observaron TSs. En estos casos el periodo
promedio es de 23.84 h con un rango de entre 23.54 y 24.21 h. En el caso restante el TC di6 lugar a
un periodograma con dos picos: uno en el rango circadiano (22.6 h) y uno con un periodo
infradiano (31 h). Durante la condicién cubierta en 7 de los 12 casos registramos un TS (rango:
23.87 a 24.33 h, promedio: 24.11 h) y en los 5 casos restantes registramos TCs, cuyo pico
circadiano fue en promedio 23,71 h (rango: 22,07-26,82 h) y su pico infradiano fue en promedio
de 33,04 h (rango:28,54-37,44 h).
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Figura 4.10: Densidad de potencia espectral de la temperatura del agua segin andlisis de Lomb-Scargle. Cada panel
muestra la densidad de potencia de registros de temperatura obtenidos en cada experimento durante la condicién
descubierta (rosa) y cubierta (rojo). Los recuadros verdes indican registros categorizados como termociclos simples (TS)

y los recuadros violeta aquellos categorizados como termociclos complejos (TC).
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Para contrastar la ritmicidad en la conducta eléctrica con la del ambiente se construyeron PLS para
la fDOE de los animales en ambas condiciones experimentales, que se muestran en la figura 4.11.
Durante la condicién descubierta 11 de los 12 animales presentaron un tnico pico en sus
periodogramas, que en todos los casos coincidié con el rango circadiano. El periodo poblacional fue
de 24.35 h, con un rango de entre 23.54 y 24.98 h. Un tnico caso (primer grifico de la figura 4.11)
presenté muy baja densidad espectral y un componente en torno a las 40 h de periodo solapado a
un pico dentro del rango circadiano. Al comparar con los periodogramas del termociclo notamos
que este animal, durante la condicién descubierta, estuvo sometido a un ritmo de temperatura con
dos componentes ritmicos (primer grifico de la figura 4.10). Durante la fase cubierta, 9 de los 12
individuos presentaron ritmos de fDOE con un dnico componente. El periodo de esta
subpoblacién fue de 23.54 h, con un rango de entre 22.16 y 23.93 h. Los otros 3 animales
presentaron ritmos de FDOE con un componente circadiano y uno infradiano. Los componentes
circadianos de estos tres estuvieron entre las 23,38 y las 24,04 h y los infradianos entre las 31,94 y las
34,3 h. Cabe destacar que dos de los animales sujetos a un TC presentaron ritmos conductuales

con un tnico componente periodico (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Densidad de potencia espectral de la fDOE del agua segtin anilisis de Lomb-Scargle. Cada panel muestra la

densidad de potencia de registros de fDOE obtenidos en cada experimento durante la condicién descubierta (celeste) y

cubierta (azul). Los recuadros verdes indican registros obtenidos bajo termociclos simples (TS) y los recuadros violeta

aquellos obtenidos bajo termociclos complejos (TC).
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A la luz de los resultados del andlisis de la periodicidad tanto del termociclo como de la fDOE,
optamos por trabajar con los dos subgrupos (TS y TC) por separado. En el subgrupo TS se calculd
la diferencia entre los periodos promedio de la fDOE y el termociclo (Fig. 4.13A). Durante la fase
descubierta el periodo del ritmo de fDOE fue igual de similar al periodo del ciclo luz/oscuridad que
al periodo del termociclo (Fig 4.12B, test de t pareado: p=0,13). En cambio, los periodos de fDOE y
temperatura fueron significativamente mds cercanos (Test de t pareado, p=0,04) durante la

condicién cubierta que durante la condicién descubierta.
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Figura 4.12: Relacién entre los periodos de fDOE y de las variables ambientales. Las diferencias se calcularon como el
periodo de la fDOE menos el periodo de la variable ambiental. Diferencias mayores a 0 significan que el ritmo de f{DOE
es mds largo y viceversa. A. Diferencias entre los perfodos de fDOE y temperatura en ambas condiciones
experimentales. El asterisco marca la significancia p<0,05 (test de t pareado). B. Diferencias entre los periodos de fDOE

y luz durante la condicién descubierta. No se observaron diferencias significativas (test de t pareado, p=0,13).

Trabajando con los mismos animales, se utilizaron transformadas de Hilbert para estudiar la
relacién de fase (es decir, la relacién temporal entre los méximos y los minimos de ambas variables)
entre el ritmo de fDOE y temperatura. La figura 4.13 muestra un ejemplo de este procesamiento en

un animal. La figura 4.13A muestra el componente real (la sefial) e imaginario (la transformada de
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la sefial) de la senal analitica construida para la fDOE durante la condicién descubierta. En la figura
4.13B se muestra lo mismo, en este caso para la temperatura del agua. A partir de esta
representacion se puede obtener la fase (¢) instantinea de cada variable a lo largo del tiempo. Esta se
muestra en las figuras 4.13C. Estos valores son polares y se encuentran envueltos entre -w y 7. De
estos valores se puede obtener la diferencia de fase (A¢) entre la fDOE y la temperatura, mostrada
en la fig. 4.13D. Una diferencia positiva implica un adelanto de la fDOE sobre la temperatura y
valores negativos implican que los cambios en la temperatura anteceden a los cambios en la fDOE.
En este caso, por ejemplo, podemos observar que los cambios de fase de temperatura siempre

anteceden a los de la frecuencia de descarga.
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Figura 4.13: Andlisis de relacién de fase por transformada de Hilbert. A. Ejemplo de sefial de fDOE vy la sefial
transformada (adelantada 90°). B. Ejemplo de la temperatura en el tiempo y la sefial transformada. C. Fases
instantineas de la fDOE y la temperatura. D. Diferencia entre la fase instantdnea de la fDOE y de la temperatura. E.
Diferencia de fase media entre fDOE y temperatura en ambas condiciones experimentales.. F. Variabilidad (Mean

Resultant Length) media de la relacién de fase entre fDOE y temperatura en ambas condiciones experimentales.
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La figura 4.13E muestra los resultados poblacionales de este andlisis. Los animales mantuvieron una
relacién de fase constante entre condiciones experimentales (test de t pareado, p=0,395). La
variabilidad intraindividual medida como la longitud del vector medio resultante o Mean Resultant
Length (MRL), también se mantuvo constante entre condiciones (fig 4.13F, test de t pareado,
p=0,802).

En dltimo lugar se analizaron las diferencias en la periodicidad del termociclo y la fDOE entre los
subgrupos TS (n=7) y TC (n=5). Para esto se utilizé un andlisis de wavelets que permite observar la
potencia relativa de los diferentes componentes de frecuencia a lo largo del tiempo. La figura 4.14
muestra la representacién gréfica del andlisis para un caso de cada subgrupo. La figura 4.14A y B
muestran la potencia relativa de los diferentes periodos (entre 0 y 3000 minutos) para la
temperatura a lo largo del tiempo, para un caso TS (Fig. 4.14C) y otro TC (Fig. 4.14D). Podemos
observar como, en el segundo caso, la temperatura presenta mayor potencia en valores mds altos y
de forma mds variable que en el primer caso. Las figuras 4.14C y D muestran la potencia de la
fDOE a diferentes periodos y de forma similar a lo observado con la temperatura, la fDOE del
animal del grupo TC muestra una potencia mayor en perfodos mds altos y de forma mds variable
que en el caso del animal del grupo TS. Las subfiguras 4.15E y F muestran el “relieve” o r7dge del
andlisis de wavelets, representando el periodo dominante para la temperatura y la fDOE en cada
caso. En el caso TS el periodo dominante tanto de la fDOE como de la temperatura se mantiene de
forma consistente cercano a los 1500 minutos (aproximadamente 24 horas). En el caso TC el
animal estd sujeto a un termociclo cuyo periodo dominante varia durante el periodo de estudio.
Durante el primer tramo se encuentra cercano a las 24hs, pero ripidamente aumenta hasta alcanzar
los 2500 minutos. Durante los siguientes dias el perfodo dominante oscila entre estos dos periodos.
El periodo dominante de la fDOE permanece cercano al de la temperatura, salvo hacia el final del
periodo experimental.

A nivel poblacional, se cuantificé el periodo dominante promedio y el coeficiente de variacién (CV)
de la fDOE y el termociclo y se comparé entre TS y TC. El periodo dominante promedio fue
significativamente mds alto en TC que en TS, tanto para el termociclo como la fDOE (fig 4.15G,
test de t, p= 0,0046 y p=0,0035 respectivamente). Si bien el termociclo complejo presenté un

mayor CV que el simple (test de t, p=0,0288) esto no fue asi en el caso de la fDOE, donde los
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periodos de animales sujetos a termociclos simples y complejos presentaron similares coeficientes de
variabilidad (test de t, p=0,5163)

En resumen, este capitulo presenta evidencia clara de ritmos diarios en la actividad eléctrica de
Gymnotus omarorum. Se describen los patrones observados, su consistencia en distintos contextos y

su modulacién por factores externos como la temperatura, a través de varias aproximaciones

analfticas.
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Figura 4.14: Diferencia entre periodicidad de animales sujetos a termociclos simples y complejos. A. y B. Potencia
relativa de distintos componentes periédicos del termociclo durante un termociclo simple (A.) y uno complejo (B.). C.
y D. Potencia relativa de los distintos componentes periédicos del ritmo de fDOE de un animal sujeto a un termociclo
simple (C.) y complejo (D.) de los animales mencionados anteriormente. E y F. Perfodos dominantes de la temperatura
y la fDOE en el caso de un termociclo simple (E.) y complejo (F). G. Periodo dominante promedio de la fDOE y la
temperatura de ambos grupos experimentales F. CV promedio de la fDOE y la temperatura de ambos grupos

experimentales. En ambos casos, el asterisco marca una diferencia significativa con p<0,05.
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4.3. Discusiéon

Descripcion de las variables ambientales en condiciones seminaturales.

Este capitulo presenta un disefio seminatural novedoso que resulté efectivo para eliminar la
informacién fética, los estimulos sociales y la presencia de predadores caracteristicas del habitat
natural al tiempo que mantiene un termociclo que reproduce las variaciones naturales de
temperatura ambiente. Comparado con registros en condiciones naturales, donde se han reportado
amplitudes tan bajas como 1 °C (Migliaro y cols. 2018) y de 1 a 4 °C (Migliaro y cols. 2025),
nuestros valores durante ambas condiciones experimentales se encuentran dentro del rango natural.
Esto sugiere que las condiciones seminaturales reproducen razonablemente la variabilidad térmica
del medio y que aunque cubrir las piscinas reduce la amplitud térmica diaria, no lo hace por fuera

de los valores esperados en las condiciones naturales.

Descripcion de los ritmos diarios en fDOE en condiciones seminaturales.

Se estudiaron los ritmos diarios de fDOE en individuos aislados de G. omarorum utilizando
diferentes aproximaciones analiticas para series temporales. En primer lugar, todos los individuos
mostraron valores mds altos de fDOE durante la noche, afianzando su caracterizacién como
animales nocturnos, algo observado en peces eléctricos tanto en esta especie (Migliaro y cols. 2018;
2025), como en otras (Mucha y cols. 2022, Henninger y cols. 2020, Vizquez y cols. 2023). Este
ritmo es similar al registrado en poblaciones naturales (Migliaro y cols. 2018; 2025), con momentos
méximos cerca del comienzo del anochecer y una disminucién gradual al progresar la noche. Esto
sustenta la utilizacién de este protocolo seminatural. En este disefio experimental los individuos se
encuentran expuestos a los ciclos ambientales de temperatura y luz-oscuridad. Ademds pueden
existir otras fluctuaciones derivadas de la alternancia dfa/noche como variaciones en presién parcial
de oxigeno en el agua o ritmos de invertebrados presentes en la vegetacién, que son capaces de
sincronizar ritmos circadianos en algunas especies (Adamovich y cols. 2017, Botts y cols. 2020,
Lépez-Olmeda 2017, Sanchez-Vizquez y cols. 1997). Asi, este escenario natural simplificado se
consolida como una estrategia experimental vélida que permite recrear parte de la complejidad del
hibitat de la especie. Dado que cada piscina contenfa un solo individuo logramos registrar la

conducta eléctrica aislada del contexto social. El contexto social es un fuerte sincronizador de los
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ritmos diarios comportamentales (Davidson y Menaker 2003), algo que ya ha sido reportado en
esta especie (Migliaro y cols. 2018).

Para estudiar parimetros ritmicos se construyeron modelos de cosinor, un método cldsico en el
campo de la cronobiologia (Reffineti 2007). Mediante este andlisis mostramos que todos los
animales presentaron un ritmo diario en su conducta eléctrica. Las acrofases individuales (punto
méximo del ajuste del modelo) se ubicaron entre las 18.40 h y las 3.36 h, con una acrofase promedio
de 19:54 h. Nuevamente, estos resultados se condicen con los observados para animales aislados en
Migliaro y cols. 2018. En la mayoria de los casos (n=7) el mejor ajuste requirié un modelo con 3
componentes sinusoidales. En 3 casos el modelo 6ptimo fue de 2 componentes y en los 2 restantes
se utiliz6é un Gnico componente. Esta diferencia en la cantidad de componentes necesarios refleja la
heterogeneidad de la ritmicidad en esta poblacién natural.

A su vez, si bien los modelos fueron significativos en todos los casos, el ajuste tomé valores muy
variables. En algunos casos el modelo explicé los datos con alta fidelidad, mientras que en otros
casos el R* tuvo valores por debajo del 0,1. Estos mismos animales son los que en un primer andlisis
mostraron ritmos diarios de fDOE de menor amplitud. Estos dos casos fueron obtenidos durante
los meses de invierno. Durante estos meses los animales muestran valores de fDOE mds bajos que
durante el verano (Silva y cols. 2008). Serfa interesante en un futuro incorporar mis cantidad de
animales de invierno para estudiar potenciales cambios estacionales en la expresion de los ritmos
bioldgicos como ocurre en otras especies (Cloudsley-Thompson 1966, Kronfeld-Schor y cols. 2008,
Neumann y cols. 2022, Silvério y cols. 2025). La variabilidad del R?también demuestra la fortaleza
y las limitaciones del Cosinor como técnica analitica. Por un lado, permite detectar y modelar
ritmos circadianos de manera sencilla, robusta y cuantificable, lo que la convierte en una
herramienta valiosa para estudios cronobiolégicos. Sin embargo, su capacidad para ajustarse
adecuadamente a los datos depende en gran medida de la forma de la oscilacién (cudnto se acerca a
una sinusoide) y la presencia de ruido o variabilidad arritmica en los valores medios, aspectos més
ficiles de ignorar bajo condiciones controladas de laboratorio. Un R* bajo no refleja necesariamente
la ausencia de un ritmo claro, sino también la inadecuacién del modelo cosenoidal para describir
dindmicas mds complejas o irregulares. Por tanto, la interpretacién del R? en el contexto del cosinor

debe considerar tanto el ajuste estadistico como las caracteristicas bioldgicas subyacentes. Es asi que
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esta técnica se beneficia de la utilizacién de aproximaciones complementarias como las utilizadas en

este trabajo.

Efecto de la eliminacion de la luz en la expresion del ritmo de fDOE

El protocolo de piscinas cubiertas disenado en este trabajo permite registrar las variaciones diarias
de la fDOE sin la influencia temporizadora de la luz y el contexto social. En este marco, mostramos
que los ciclos diarios de fDOE mantienen una ritmicidad y amplitud similar tanto para cada
individuo como para la poblacién.

En Migliaro 2018 se muestra que individuos aislados y en condiciones constantes de laboratorio
(DD y 20°C) mantienen sus ritmos de fDOE por al menos 5 dias. Estas evidencias sefialan un ritmo
endégeno. Esto nos permite plantear que eliminar la informacién luminica podria tener, en
términos generales, dos escenarios posibles: 1) Si los animales tienen un ritmo endégeno pero solo
atienden a claves luminicas, eliminarlas resultaria en que los animales entren en libre curso y 2) si los
animales pueden utilizar ciclos ambientales alternativos, eliminar la luz no generarfa una conducta
de libre curso. En esta especie, colocar a los animales en libre curso lleva a un corrimiento y defasaje
de gran magnitud, obteniendo ritmos de entre 20 y 28 h (Migliaro 2018). Sin embargo, en los
experimentos de esta tesis los animales privados de luz mantienen una conducta con periodo de
24hs y no se observa un corrimiento de fase. Esto es compatible con el segundo escenario
mencionado.

Si bien la eliminacién de la luz no eliminé el ritmo en fDOE si llevé a cambios en su expresion.
Durante la condicidn cubierta, los animales mantuvieron su fDOE alta durante mis tiempo. Esto
nos sugiere que la luz ademds de tener un efecto sincronizador estd modulando la conducta de
forma directa. En G. omarorum la exposicion a la luz promueve una disminucién transitoria en la
fDOE junto con conductas de evitacién, independientemente del momento del dia (Camargo y

cols. 2023).

Vinculo entre el ritmo de fDOE y el ritmo de temperatura ambiental.
En este capitulo también se explora el posible rol de la temperatura como clave sincronizadora de
los ritmos diarios de fDOE. Para ello, se analizé la periodicidad del termociclo y del ritmo de fDOE

en condiciones de seminaturalidad y de oscuridad absoluta. Existe un abanico extenso de técnicas
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analiticas para el estudio de la ritmicidad en series temporales, muchas de las cuales ya han sido
aplicadas al anilisis de ritmos bioldgicos. Conocer las ventajas, limitaciones y supuestos de cada
método es fundamental para una correcta interpretacién de los resultados. Por ejemplo, un
abordaje cldsico para estimar el periodo de una sefial ritmica son los algoritmos de transformadas
ripidas de Fourier (FFT), los periodogramas de Enright (y su adaptacién: Lomb-Scargle), los
periodogramas de chi cuadrado, y las autocorrelaciones (Fossion y cols. 2018, Refinetti y cols.
2007). De todos estos, solo el periodograma de Lomb-Scargle y la autocorrelacién toleran datos
tomados en intervalos irregulares o series temporales en las cuales se perdieron datos, obligando a
imputar datos. Esto nos es relevante, ya que si bien nuestro disefio experimental contemplaba
muestreos equidistantes, a lo largo de los experimentos se registraron ausencias puntuales de datos
por fallos del equipo. Ademis se ha visto que los periodogramas de Enright han mostrado mayor
precision que el andlisis de FFT y las autocorrelaciones en la estimacién de periodos en datos con
un Gnico componente oscilatorio (Mourio y cols. 2014). Es asi que nosotros optamos trabajar por
los periodogramas de Lomb-Scargle, cuyas caracteristicas lo hacen especialmente util para series con
posibles datos faltantes y espaciados irregulares, sin comprometer la estimacién de la periodicidad
(Mourio y cols. 2014, Refinetti y cols. 2007, Van Dongen y cols. 1999).

De este andlisis de LS se desprende la utilizacién de la transformada de Hilbert para obtener valores
de fase de los ritmos, y el andlisis por transformada de wavelets continuas para observar cambios en
la periodicidad en el tiempo. Estas técnicas que emergen del procesamiento de seniales fisicas y han
sido aplicadas con éxito mds recientemente para el andlisis de series temporales con ritmicidad
circadiana (Fossion y cols. 2018, Leise y Harrington 2011). En particular, ambas estrategias son
increiblemente ttiles para el estudio de ritmos que presentan ciertas irregularidades en el tiempo.
Los periodogramas de Lomb-Scargle evidenciaron 2 condiciones experimentales que resultaron de
la variabilidad inherente a los procesos climdticos naturales: termociclos simples con un tnico
componente perfodico y termociclos complejos con dos componentes periddicos. Esta situacién
ilustra la complejidad de los ambientes naturales y un posible desafio que podria implicar para los
animales la interpretacién adecuada de estas sefiales ambientales. Para cuantificar la relacién entre
los ritmos de fDOE y temperatura se optd por trabajar inicialmente con los animales sujetos a un
termociclo simple. Durante la condicién descubierta, el perfodo dominante de los ritmos de fDOE

fue igualmente cercano al del termociclo y al del ciclo de luz/oscuridad. Al eliminar la informacién
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luminica, la diferencia entre los periodos de fDOE y de temperatura disminuyd, mostrando que los
animales acercan su ritmicidad a la del termociclo. Esto sugiere un uso oportunista de las diferentes
variables ambientales disponibles, lo que toma importancia al considerar el contexto natural en el
que viven los animales de esta especie donde el acceso a la luz es reducido pero variable,
dependiendo de cudn cerca del agua abierta se encuentran. Tener una mirada cronobioldgica sobre
el ambiente natural presenta un desaffo al intentar desenlazar el efecto de distintas variables
ambientales cuando estas estdn fuertemente asociadas entre si. Algo que podria estar sucediendo es
que durante la condicién descubierta, tanto la conducta como la temperatura del agua se
encuentren asociadas muy fuertemente con el ciclo de luz-oscuridad. Esto llevarfa a una asociacién
indirecta entre el ritmo de fDOE y temperatura. Si este fuera el caso, esperariamos observar un
aumento en la variabilidad de esta relacién al cubrir las piscinas mientras los ritmos de fDOE y
temperatura se desfasan de forma gradual. Sin embargo, la relacién de fase entre ambas variables se
mantuvo constante entre condiciones experimentales y tampoco se observé un aumento en la
variabilidad de esta relacién. Esta constancia en la relacién de fase, atn teniendo periodos levemente
diferentes a los del termociclo, implica que los animales han de estar incorporando informacién
térmica y re-enfasando su ritmo comportamental de forma continua.

Dado la alta territorialidad y fidelidad de sitio que presenta la especie (Zubizarreta y cols. 2020) asi
como la preferencia por sitios con vegetacién mds espesa (Migliaro y cols. 2025), el acceso a la luz
podrd depender de la jerarquia social y la densidad poblacional. A su vez, la presencia de otros
individuos puede ser una variable sincronizadora por si misma (Migliaro y cols. 2018). La actividad
de los animales mds cerca del agua abierta (que reciben mis luz) puede estar funcionando como
zeitgeber, algo que se ha observado en animales donde la cercanfa a la puerta de la guarida modifica
el acceso a la luz (Marimuthu y cols. 1981, Mellert y cols. 2024).

Cémo vimos antes los ciclos de temperatura ambiente pueden contener componentes ritmicos
adicionales y es posible preguntarse si éstos “compiten” por el rol de sincronizadores con el
componente de 24 horas. O mds adn, si el sistema nervioso de estos animales es capaz de filtrar esa
informacién adicional y mantener un ritmo de 24 horas. Decidimos entonces estudiar el efecto de
los termociclos complejos (de periodicidad maltiple) sobre la expresién de los ritmos de fDOE.
Utilizando andlisis de wavelets, observamos cémo los animales, al cambiar la periodicidad del ritmo

de temperatura en el que se ven inmersos, retrasan o adelantan su ritmo de fDOE acercdndose al
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ritmo ambiental. Este acompasamiento sin embargo tiene limitaciones. En el caso de los animales
sujetos a un termociclo complejo, cudndo el periodo dominante toma valores mis altos (en algunos
casos muy por encima de las 30 h) los animales expresan su ritmo conductual por encima del rango
circadiano pero por debajo del periodo de la temperatura. Esto hace que, al analizar los grupos por
separado, los animales sujetos a estos termociclos complejos presenten un periodo dominante
promedio superior al de los sujetos expuestos a termociclos simples.

Al observar la variabilidad en el tiempo de estos ritmos, tanto conductuales como ambientales, en
ambos grupos observamos un patrén interesante (figura 4.15H). El ciclo de temperatura complejo
es significativamente mds variable que el simple. En el caso del ritmo de fDOE, no se observan
diferencias de variabilidad entre grupos. Un aumento en la variabilidad ambiental, entonces, no
parece estar generando una mayor variabilidad conductual. La periodicidad compleja del ambiente
no se manifiesta de forma refleja en la ritmicidad conductual, sugiriendo la existencia de procesos de
integracién de la informacién sensorial, y no una mera respuesta refleja a los cambios en la

temperatura.
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5. Descripcién de los ritmos de actividad locomotora de G.

omarorum.

5.1.  Obijetivos especificos

1. Describir el ritmo diario de comportamiento locomotor.
2. Comparar la expresion del ritmo diario de actividad locomotora en condiciones
seminaturales con y sin acceso al ciclo ambiental de luz y oscuridad.
3. Realizar un estudio preliminar sobre las preferencias en el uso del espacio.
5.2. Resultados
En este capitulo se describe el patrén de ritmos de actividad locomotora de Gymnotus omarorum
bajo condiciones seminaturales. Para ello, se cuantificé la locomocién de los animales a lo largo del
dfa mediante un andlisis basado en ventanas de 5 segundos: en cada ventana se determiné en qué
electrodos del arreglo estaba mds representada la sefial del 6rgano eléctrico y se evalud si esta
localizacién variaba entre ventanas consecutivas, como una aproximacién al movimiento. Este
método permite estimar el movimiento como cambios en la posicién del animal por unidad de
tiempo y su variacién a lo largo del dia fue utilizada para analizar la ritmicidad del comportamiento
locomotor. En primer lugar, se describen los patrones diarios de locomocién observados durante la
condicién descubierta, seguidos del andlisis de la condicién cubierta, en la que se eliminé la
informacién luminica. Finalmente, se presenta un anilisis preliminar del uso del espacio dentro de

la arena experimental en relacién con el momento del dfa y la presencia de luz.

Descripcion de los ritmos diarios de actividad locomotora bajo condiciones seminaturales.

En un primer lugar se analizé la cantidad de movimiento de cada individuo a diferentes horas del
dfa a lo largo del experimento. La figura 5.1 muestra un ejemplo con los valores de movimiento
medios cada 30 minutos, a lo largo de los 5 dias de la condicién descubierta. En este animal se
observa una clara coincidencia entre los momentos de oscuridad (marcados en gris) y los momentos
de alta actividad locomotora. Este aumento nocturno se asemeja mds a un cambio de fase que a un
aumento gradual, con un momento de actividad locomotora baja y un momento con niveles

estables y altos de actividad locomotora.
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Figura 5.1: Curso temporal de la actividad locomotora de un animal durante la condicién descubierta. En blanco se
marcan los momentos en el cudl el sensor de luz detectd luz, en gris se marcan los momentos en los que la piscina se

encontraba en oscuridad.

De forma similar a lo realizado para analizar los niveles de fDOE a diferentes horas del dia, se
calcul$ el promedio entre dfas de la actividad locomotora a cada hora, para cada individuo (Fig.
5.2A). Podemos observar un claro patrén diario (valores bajos durante el dia y altos durante la
noche) en la mayoria de los animales. En 4 casos se observaron niveles bajos de locomocién a todas
horas. En promedio, la actividad locomotora fue 7,59 veces mayor durante la hora de mdxima
actividad en comparacién con la hora de minima actividad (test pareado de t, p< 0,0001).

Se obtuvo la mediana de actividad locomotora para cada animal y se calcul la diferencia entre este
valor y el movimiento mediano a cada hora (Fig. 5.2B). En cuatro de los animales, el valor mediano
es cero, lo que implica una muy baja locomocién durante el periodo de estudio, con momentos
puntuales de alta actividad. Estos 4 animales, ademds presentan cémo mdximo una tnica hora del
dia en la cudl la cantidad de movimiento se aleja significativamente de la mediana (test U de
Mann-Whitney, p<0,05). Los otros 8 animales, en cambio, parecen mantener transiciones entre

movimiento y reposo mds estables a lo largo de los dfas.
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Figura 5.2: Actividad locomotora de todos los animales a diferentes horas del dfa. A. Actividad locomotora mediana
por hora para cada animal. La zona bandeada representa el intervalo de confianza. La linea roja marca la locomocién
mediana global en cada caso. B. Mapa de calor mostrando la diferencia entre la locomocién mediana a cada hora y la
mediana global. Las columnas marcan las horas del dfa y cada fila representa un animal. Los asteriscos marcan horas en

las que las diferencias son estadisticamente significativas (test U de Mann-Whitney, p<0.05).

Para analizar la ritmicidad se construyeron modelos de cosinor para la actividad locomotora de los
individuos. Los resultados de los ajustes se pueden encontrar en la tabla 5.1. Durante la condicién

descubierta, en 10 de los 12 animales la actividad se ajusté a un modelo de 24 h. El ajuste de los
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modelos fue muy variable como refleja el rango de valores de R? (pez 1, =0,03, pez 10, R’=0,68). La
amplitud media fue de 7,79 £ 1,5 % y el MESOR de 10,1 + 1,97 %. En comparacién con el ritmo de
fDOE el ritmo de actividad locomotora presenté acrofases mucho mds tardias y mds variables entre
individuos. La acrofase promedio fue de 00:52 h y las acrofases se encuentran poblacionalmente

orientadas hacia la madrugada (test de Rayleigh,: MRL=0,688; p<0,05).

, Amplitud Acrofase Acrofase MESOR
Pez n° 3 p< R

(%) (rad) (h) (%)
1 1 4,21 0,05 0,03 1,34 2,50 14,46 1,49
2 1 1,86 0,16 0,01 2,22 -0,79 3,03 8,84
3 1 1,58 0,21 0,01 1,54 -1,86 7,11 8,71
4 3 11674 0,0001 0,47 10,22 0,12 23,54 17,93
5 3 129.98 0,0001 0,50 8,14 -0,82 3,12 9,58
6 3 271,32 0,0001 0,68 10,35 -1,41 5,38 10,34
7 3 130,76 0,0001 0,51 18,23 -0,78 2,98 21,97
8 3 10,31 0,01 0,11 2,24 0,56 21,86 2,8
9 3 247,72 0,0001 0,58 7,04 0,60 21,72 6,68
10 3 431,77 0,0001 0,63 8,21 -0,47 1,78 8,85
11 2 20211 0,0001 0,45 5,67 1,48 18,35 12,1
12 1 122,84 0,0001 0,34 6,54 -0,06 0,24 9,26

Tabla 5.1: Pardmetros de los modelos de cosinor para la serie temporal de movimiento de todos los animales. En negrita

se marcan los animales cuyo ajuste no fué significativo.

Efecto de la eliminacion de la informacion luminica en la actividad locomotora.

La figura 5.3 muestra la actividad locomotora promedio cada 30 minutos del mismo animal que se
mostré en la figura 5.1, esta vez durante los 5 dias de la condicién cubierta. En estas condiciones el
animal contindia alternando entre momentos de alta y baja actividad. y se observa una gran

concordancia entre las horas de alta y baja actividad entre ambas condiciones experimentales.
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Figura 5.3: Curso temporal de la actividad locomotora de un animal durante la condicién cubierta.

La dindmica diaria promedio para todo el grupo se puede observar en la figura 5.4. Unicamente 6
de los 12 animales presentaron una actividad locomotora que se alejé significativamente de su

mediana global a alguna horas del dfa, mientras que en la condicién descubierta esto ocurrié en 8

animales.
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Figura 5.4: Actividad locomotora de todos los animales a diferentes horas del dia durante la fase cubierta. A. Actividad
locomotora mediana por hora para cada animal. La zona bandeada representa el intervalo de confianza. La linea roja
marca la locomocién mediana global en cada caso. B. Mapa de calor mostrando la diferencia entre la locomocién
mediana a cada hora y la mediana global. Las columnas marcan las horas del dfa y cada fila representa un animal. Los

asteriscos marcan horas en las que las diferencias son estadisticamente significativas (test U de Mann-Whitney, p<0.05).
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En forma similar al andlisis de la fDOE se segment6 el dfa en 4 periodos: Dia, Dia-Noche, Noche,
Noche-Dia. Un andlisis de ANOVA mostré un efecto del periodo (F=18,02, p<0,0001) pero no de
la condicién experimental (F=0,016; p=0,898) sobre la actividad locomotora (Fig. S.5). Los
animales presentaron niveles mds bajos de actividad locomotora (test post-hoc de Tukey pareado)
durante el dfa que durante los demds periodos (p,eche < 0,0001, Patanoche <0505, Proche-dia<0-05) . No se

observaron diferencias entre el resto de los periodos.

— Descubierto
— Cubierto Figura 5.5: Actividad locomotora

a b b b normalizada en cuatro periodos
del difa para ambas condiciones
experimentales. Las 24 h del dfa se
subdividieron en Dia (10 a 16hs),
Dia-Noche (16 a 22hs), Noche
(22 a 04hs) y Noche-Dia (04 a
10hs). Se realizé un Test de
ANOVA vy se detecté un efecto
del momento del dia, pero no de
la condicién experimental (ver
texto). Las letras marcan las

diferencias  estadisticas  entre

conjuntos de datos (Test post-hoc

Dia Dia-Noche Noche Noche-Dia e Tykey, p<0.05).

Se realizaron modelos de cosinor durante la condicién cubierta (Tabla 5.2). En 9 de los 12 animales
se ajusté un modelo de forma significativa (Tabla 5.2). En estos animales el R*promedio fue de 0,28

£ 0.07. EEMESOR promedio fue de 45,43 £ 5,54 y la amplitud promedio de 22,4 + 4.63.
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, Amplitud Acrofase Acrofase MESOR

Pez n° F P
(%) (rad) (hs) (%)
1 1 1,21 0,3 0,01 1,24 -2.10 8,02 6,34
2 2 22,73 <0,0001 0,21 7,14 2.84 13,17 5,62
3 1 1,18 0,3 0,01 1,66 1.21 19,36 8,85
+ 2 55,41 <0,0001 0,34 8,44 -1.20 4,56 15,26
5 2 7,03 < 0,001 0,06 3,23 0.62 21,62 5,36
6 2 149,78  <0,0001 0,57 8,46 -1.06 4,04 9,45
7 1 61,77 <0,0001 0,36 12,82 -0.15 0,58 19,97
8 1 0,96 0,4 0,01 0,65 -0.10 0,38 2,52
9 3 87,96 <0,0001 0,28 5,64 0.95 20,37 12,12
10 2 110,77  <0,0001 0,50 6,36 -0.89 3,41 10,68
11 1 15,48 <0,0001 0,12 2,95 -0.62 2,35 14,73
12 1 3,29 <0,05 0,02 1,88 -0.11 0,43 13,42

Tabla 5.2: Pardmetros de los modelos de cosinor para la serie temporal de movimiento de todos los animales. En negrita

se marcan los animales cuyo ajuste no fué significativo.

Para comparar los pardmetros entre condiciones solo se utilizaron los animales que ajustaron al
modelo de cosinor en ambas condiciones experimentales (Fig. 5.6, n=8). El R® fue
significativamente menor en la condicién cubierta que en la descubierta (test de t pareado: p<
0,001). El MESOR no varié significativamente entre condiciones (Test de t pareado: p=0,68), pero
s lo hizo la amplitud (test de t pareado, p<0.001) que disminuyé en la condicién cubierta. La
acrofase promedio durante esta condicién fue a las 1:18 h (test de Rayleigh: MRL=0,75; p<0.01).
No se observaron diferencias significativas en las acrofases entre condiciones (Test de

Watson-Williams: p=0,75).
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Figura 5.6: Comparacién de los pardmetros de los modelos de cosinor entre condiciones experimentales. Se observaron
diferencias en el R* (A) y en la amplitud (C) entre condiciones. No se observaron diferencias en el mesor (B) D.

Acrofases poblacionales (lineas punteadas) e individuales (puntos) para cada animal en cada condicién experimental.

Tras realizar el andlisis de cosinor se optd por continuar la aproximacién metodoldgica utilizada en
el capitulo anterior y generar periodogramas de Lomb-Scargle en ambas condiciones. Estos se
encuentran en la figura 5.7. De los 12 animales 8 cuentan con un pico en su periodograma en el

rango circadiano durante la condicién descubierta. Estos picos representan periodos de entre 23,58
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h 'y 24,86 h, con un promedio de 24,06 h. Durante la condicién cubierta Ginicamente 4 presentan
ritmicidad diaria clara segin este andlisis. El resto de los animales no parece presentar ninguna

ritmicidad dentro del rango estudiado (12 a 48 h).

4s variable y menos robusta que la observada en

La ritmicidad en la actividad locomotora resulta m

en la locomocién que en la fDOE, especialmente durante la condicién cubierta. Dado que s6lo una

la fDOE. Si bien algunos individuos mostraron patrones diarios tanto los modelos de cosinor como
los periodogramas de Lomb-Scargle revelaron una menor consistencia y fuerza del ritmo circadiano

dltimo anlisis, no se continud

te

un €s

i

6 ritmicidad significativa seg
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con la baterfa completa de anilisis utilizada para fDOE.

minorfa de los animales present
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Figura S.7: Periodogramas de Lomb-Scargle de la actividad locomotora de todos los animales durante ambas

condiciones experimentales.
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Estudio preliminar del uso de espacio en G. omarorum

Como ultimo punto en la descripcién de los patrones locomotores de G. omarorum, se
construyeron mapas de calor que muestran el tiempo que los animales permanecieron en diferentes
regiones de la arena. El dfa fue dividido en los cuatro periodos horarios utilizados previamente y se
analizaron posibles diferencias en el uso del espacio segin el momento del dia y la presencia o
ausencia de luz. Debido a los requisitos de resolucidn espacial necesarios para este andlisis, s6lo 6 de
los 12 animales registrados cumplieron con los criterios de inclusién. La Figura 5.8 presenta un
ejemplo de estos mapas para un individuo donde se destaca una aparente diferencia en el uso del
centro de la arena entre las 10 y las 16 h (dia) durante la condicién cubierta en comparacién con el
mismo perfodo de la condicién descubierta, asi como una mayor permanencia en esta regién entre
las 16 y las 4 h (noche) en la condicién descubierta respecto al resto de las horas en la misma

condicidn.

Noche-Dia Dia-Noche

Descubierto

osn ap uololodold

Cubierto

e

0.0

Figura 5.8: Uso diario del espacio en cuatro momentos del dia para un animal durante ambas condiciones

experimentales.

Se calculé la proporcién de tiempo de permanencia en el centro de la arena definido como un drea
de 60x60 cm centrada en la posicidn (x=45, y=45), asi como en la periferia. Al considerar todos los
perfodos horarios en conjunto los animales mostraron una marcada preferencia por las zonas
cercanas a los bordes de la piscina (Fig. 5.9A). Esta preferencia se mantuvo incluso en condiciones
de oscuridad absoluta y no se observé un efecto significativo de la condicién experimental sobre

este patrén. Posteriormente, se desagregaron los datos segin los cuatro periodos horarios
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previamente definidos y se analizaron las diferencias en el uso del centro de la arena alo largo del dia
y en ambas condiciones (Fig. 5.9B). Si bien no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA de medidas repetidas, p>0,3 en todos los casos) entre ninguna de las
combinaciones de periodo y condicién, durante el intervalo entre las 10 y las 16 h (periodo diurno)
se registré un mayor ndmero de animales que utilizaron mds intensamente el centro de la arena
durante la condicién cubierta, lo cual se refleja en una distribucién mds amplia de los valores de

permanencia.

A. B.
1.0 - 7

0.8

0.6

0.4

Proporcién de tiempo

0.2

| |

Centro Periferia Dia Dia-Noche Noche Noche-Dia

Figura 4.9: Cuantificacién de las preferencias del uso de espacio de todos los animales en ambas condiciones
experimentales (verde claro: condicién descubierta, verde oscuro: condicién cubierta). A. Proporcién de tiempo medio
pasado en el centro y en la periferia de la arena. Las letras (a y b) marcan las diferencias estadisticas entre grupos. Los
animales pasaron significativamente mds tiempo en la periferia que en el centro de la arena y no se encontré un efecto

de la condicién sobre esto. B. Proporcién de tiempo medio en el centro de la arena, segmentado por momento del dfa.

En resumen, este capitulo presenta evidencia de ritmos diarios en la actividad locomotora de G.
omarorum bajo condiciones seminaturales. Se describen los patrones diarios de locomocidn,
caracterizados por una mayor actividad durante la noche y una alta variabilidad interindividual.
Mediante andlisis de cosinor y periodogramas de Lomb-Scargle, se confirma la presencia de
ritmicidad circadiana en algunos individuos, aunque de manera menos robusta que en la actividad
eléctrica. Se evidencia también una ausencia de efecto al eliminar la informacién luminica.

Finalmente, se analiza preliminarmente el uso del espacio, revelando una preferencia general por la
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periferia y una posible evitacién del centro bajo presencia de luz lo que sugiere un componente de

evitacién que impacta en el uso del territorio.

5.3. Di ion
Descripcion de los ritmos diarios de actividad locomotora bajo condiciones seminaturales.
Este trabajo presenta el primer estudio de los patrones diarios de actividad locomotora individual
de peces eléctricos fuera del laboratorio. En general los animales mostraron un patrén claro de
mayor actividad durante la noche y menor durante el dfa, con transiciones marcadas entre estos
estados, a diferencia de los cambios mds graduales observados en la conducta eléctrica. Los periodos
de mdxima actividad tendieron a acumularse hacia la medianoche, mientras que los minimos
estuvieron en torno al mediodia. Este patrén nocturno de actividad exploratoria se condice con
observaciones previas en esta (Migliaro y cols. 2018; 2025) y otras especies (Henninger y cols. 2020,
Mucha y cols. 2022) de peces eléctricos.
Dada que la actividad exploratoria tiene asociado un componente de actividad locomotora es
interesante considerar el contexto experimental para la expresién de la conducta natural de la
especie. En su hdbitat natural esta especie presenta una gran fidelidad al sitio y territorios de
aproximadamente 1 m2 (Zubizarreta y cols. 2020). Los animales se desplazan por su territorio e
interactian con coespecificos vecinos durante la noche (Migliaro y cols. 2025). Nuestro diseno
cuenta con dimensiones similares al territorio natural pero sin la presencia de coespecificos. En
condiciones de laboratorio y en un territorio diez veces menor, la cantidad de movimiento en esta
especie es minima (Gascue 2024). Esto refuerza la idea de que la locomocidn, al estar estrechamente
ligada a un comportamiento motivado como la exploracién, es extremadamente sensible a factores
individuales y contextuales. Por eso para evaluar su expresién ritmica de forma significativa resulta
fundamental estudiarla en un ambiente enriquecido y con valor ecoldgico para el animal (Reader
2015).
La conducta exploratoria es fundamental para la explotacién de los recursos de un territorio y en
peces eléctricos el aumento nocturno, tanto de la fDOE como de la actividad locomotora pueden
considerarse en conjunto como un aumento nocturno de la actividad exploratoria. El vinculo entre
estos dos componentes puede analizarse en distintas escalas temporales. En el laboratorio, la

locomocién se ve precedida por un aumento transitorio en la fDOE (Jun y cols. 2014). A su vez,
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aumentos en la fDOE estin asociados con el reconocimiento espacial y con la busqueda de
alimento o con la exploracién predictiva en lugares donde previamente se localizaron estimulos
electrosensoriales (Jun y cols. 2016). Por otra parte, el ritmo diario de fDOE es mayoritariamente
independiente de la locomocidn, ya que animales en reposo presentan este aumento nocturno
caracteristico (Migliaro y cols. 2018). En el marco temporal diario que compete a esta tesis
observamos que la actividad locomotora alcanza valores maximos mds tardfamente que la fDOE. El
ritmo de la fDOE antecede al ritmo locomotor en aproximadamente 4 horas.

La exploracién de un territorio y la explotacién de sus recursos son complementarias: la explotacién
de recursos conocidos ofrece beneficios predecibles, mientras que la exploracién reduce la
incertidumbre sobre la disponibilidad de recursos desconocidos en otras zonas del territorio
(Mehlhorn y cols. 2015, Petzke y Schomaker 2022, Reader 2015). Desde el punto de vista motor la
exploracién se caracteriza por el desplazamiento del individuo en el territorio mientras que la
explotacién implica una permanencia mds prolongada en el sitio del recurso con actividad
locomotora que no implique desplazamiento (Mehlhorn y cols. 2015). En este sentido es
importante considerar que nuestro andlisis se restringe a la locomocién con desplazamiento y no
puede detectar movimientos cuyas trayectorias sean menores a 20 cm. El aumento nocturno en la
fDOE aumenta la informacién sensorial disponible. Su ritmo presenta un desfase respecto al de la
locomocién: la fDOE comienza a incrementarse y alcanza su acrofase antes que la actividad
locomotora. Cuando la fDOE llega a su acrofase, la locomocién estd en aumento. Podrian existir
dos funciones de este aumento nocturno: una primera, independiente del aumento locomotor y
posiblemente vinculada a la explotacién de recursos cercanos, y una segunda, asociada con el

patrullaje y la exploracién del territorio.

Efecto de la eliminacion de la luz en la actividad locomotora

Al impedir el acceso al ciclo de luz-oscuridad los animales continuaron alternando entre momentos
de alta y baja actividad locomotora, como se observa en la figura 5.3 lo que sugiere una persistencia
del patrén diario independientemente del acceso a luz natural.

En la condicién cubierta 9 de los 12 animales mostraron un ritmo de 24 h en el modelo de cosinor.

Se observé una caida en la amplitud del ritmo y en el ajuste de los modelos. Asumiendo que la
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actividad locomotora puede ser modelada como una funcién de escalén con transiciones de fase,
esta caida en el ajuste podria estar indicando una menor robustez del ritmo diario en esta condicién.
Finalmente, los periodogramas de Lomb-Scargle mostraron que durante la condicién descubierta 8
animales presentaban un ritmo diario, mientras que durante la condicién cubierta solo 4 lo
hicieron. El resto no mostré ritmicidad detectable dentro del rango de periodos analizado
(12-48 h). Estos resultados sugieren que, a diferencia del ritmo de la conducta eléctrica, la
locomocién muestra una ritmicidad mds débil y variable, al menos en estas condiciones

seminaturales.

Estudio preliminar del uso de espacio en G. omarorum

Por dltimo se intenté explorar el uso del espacio en G. omarorum alo largo del dia y bajo ambas
condiciones experimentales. Principalmente, nos interesé cuantificar diferencias entre el uso de la
periferia y el centro de la arena ya que los animales podrian preferir la periferia durante el dia.
Entendemos que la periferia podria proveer mds proteccién. Por un lado puede recibir menos luz
cuando las paredes de la piscina proyectan sombra. Por otra parte, la superficie pléstica genera un
efecto amplificador sobre el campo eléctrico del pez favoreciendo la electrolocalizacién (Pereira y
cols. 2005). A su vez, dada la conducta de evitacién de la luz los individuos podrian aventurarse
hacia el centro del territorio durante la noche. En este sentido, cubrir las piscinas eliminaria esta
posible diferencia en el uso del espacio. Los resultados no promueven esta hipétesis. No
encontramos diferencias significativas en el tiempo empleado en centro al cubrir las piscinas en
ninguno de los periodos establecidos, lo que sugiere que la preferencia por la periferia no se
encuentra asociada a la incidencia de luz. Estos resultados son preliminares. Por un lado, el nimero
de individuos es bajo. Por otra parte, se podria refinar la aproximacién utilizada para estimar la

ubicacién de los animales de forma mds precisa.

72



6. Reflexiones finales y perspectivas

Esta tesis avanza en el estudio de los ritmos bioldgicos de los peces eléctricos y su relacién con las
variables ambientales, utilizando una metodologfa experimental que combiné un entorno
seminatural con registros continuos e individuales para caracterizar los ritmos diarios de conducta
en G. omarorum. La inclusién de diversas condiciones experimentales y el seguimiento prolongado
de la conducta permitieron no solo identificar la ritmicidad, sino también analizar su estabilidad,
amplitud y conexién con sefiales ambientales, apoyados por herramientas estadisticas que
enriquecieron los resultados.

Como se menciond extensamente, los ritmos temporales de la conducta suelen analizarse asociados
alos ciclos de luz-oscuridad. Si bien esto sigue la 16gica de que este ciclo es ubicuo, hay animales que
han conquistado nichos ecoldgicos donde la luz pierde esta centralidad como variable ambiental.
En esta tesis demostramos que la temperatura es capaz de sincronizar ritmos conductuales en una
especie que justamente vive en un hédbitat en el que la luz es una variable poco representativa del
estado del mundo exterior (Migliaro y cols. 2018; 2025).

Hay reportes de estudios de laboratorio que comienzan a dar cuenta de la complejidad de los
sistemas circadianos en animales expuestos a diferentes zeitgebers a la vez. Recientemente, el estudio
de cémo el conflicto sensorial afecta la expresién de los ritmos circadianos ha cobrado relevancia. El
conflicto sensorial, en el contexto de la cronobiologfa, ocurre cuando multiples claves sensoriales
que se encuentran temporalmente desalineadas respecto a su presentacién en el hdbitat natural. En
estas condiciones distintos osciladores pueden seguir distintas variables ambientales (Harper y cols.
2017) causando una desincronizacién entre sistemas y reduciendo la ritmicidad comportamental
(Harper y cols. 2016; 2017). En un sistema sincronizado por un nico zeztgeber la simple suma de
una variable con potencial sincronizador puede provocar un cambio global en el comportamiento.
No todos los osciladores del sistema circadiano responden de forma idéntica a las senales del
ambiente. Estas sefiales pueden ejercer efectos de distinta magnitud sobre su ritmicidad. En
consecuencia, los ritmos conductuales que controlan pueden sincronizarse preferentemente con
ciclos de luz-oscuridad, temperatura, disponibilidad de recursos u otras sefiales ecoldgicas relevantes
(Lépez-Olmeda y cols. 2009, Wams y cols. 2017). Esto nos tiene que interpelar sobre la complejidad

de la integracién temporal necesaria para que el sistema nervioso, en un ambiente natural sujeto a
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multiples variables ciclicas (Hifker y Tessmar-Raible 2020), genere patrones ritmicos coherentes y
eficientes. No podemos dejar de sefialar que nuestro disefo seminatural presenta posibles
limitaciones, por ejemplo cubrir las piscinas puede alterar otros parimetros como los niveles de
oxigeno disuelto en el agua (Egg y cols. 2013) y los ritmos diarios de los invertebrados y la
vegetacion presente.

Los resultados de esta tesis también abren una via de discusion particularmente interesante en
torno al fenémeno del enmascaramiento de los ritmos circadianos. Si bien desde la cronobiologfa
cldsica suele hacerse un esfuerzo por distinguir entre los efectos de entrainment (ajuste del reloj
enddgeno al ciclo ambiental) y los de enmascaramiento (modulacién directa de la conducta por el
ambiente), en los escenarios naturales ambos procesos ocurren de forma simultinea y asociada y
ambos cumplen funciones adaptativas relevantes para los organismos. Por lo tanto, los ritmos que
observamos en la naturaleza deben entenderse como el resultado de la conjuncién de procesos
endégenos junto con adaptaciones moduladas directamente por factores ambientales. Estos acttian
en conjunto optimizando la organizacién temporal de la conducta y de la fisiologfa y aumentando
la flexibilidad y eficiencia adaptativa frente a un ambiente variable. La tesis también abre preguntas
acerca del encarrilamiento de distintos ritmos fisiolégicos y comportamentales a diferentes variables
ambientales y a la flexibilidad de los distintos osciladores que forman el sistema circadiano. Esta
flexibilidad diferencial permite a los organismos mantener una organizacién temporal coherente
incluso bajo condiciones cambiantes, pero también implica que los ritmos pueden desfasarse entre
si, generando fenémenos de desincronizacién interna cuya relevancia ecoldgica y funcional atin no

se comprende completamente.

Algunos abordajes metodolégicos que emergen de esta tesis a futuro:

1. Complementar estos resultados con estudios de la sincronizacién de los ritmos de fDOE en
condiciones controladas de laboratorio. Esto permitird testear si los ritmos conductuales se
encarrilan a los ciclos de temperatura (o si es enmascaramiento), analizar su
comportamiento en libre curso y explorar cémo interactian distintos sincronizadores
como la luz y la temperatura cuando se presentan de forma desfasada. Esto a su vez nos

arrojara pistas acerca de los circuitos neurales que subyacen a esta sincronizacién.
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Investigar como se organiza la ritmicidad poblacional en condiciones naturales, integrando
variables sociales y ecoldgicas. Utilizando una grilla de electrodos en la laguna, se podria
buscar determinar como se expresan los ritmos conductuales en la poblacién natural, si
existen individuos clave que actdan como sincronizadores o si los parimetros ritmicos
emergen de forma colectiva. Asi mismo se podria indagar como influyen factores como la
distribucién espacial o las variaciones ambientales locales y estacionales sobre el
comportamiento individual y poblacional.

Avanzar en la caracterizacién molecular de los ritmos y su modulacién mediante andlisis de
expresién génica. Por ejemplo se podria estudiar la expresion de genes reloj y receptores de
melatonina en nucleos de interés (POA, NEB, glindula pineal), evaluando la existencia de
ritmos circadianos a nivel molecular, su posible variacién a lo largo del ciclo anual y su

relacién con el termociclo.
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7. Anexo: Material suplementario sobre variables ambientales

Esta tesis se focaliza en la influencia del termociclo sobre la conducta y en ese marco se describe
extensamente el patrén de variacién de la temperatura del agua en tanto constituye el estimulo que
efectivamente alcanza a los individuos. Esto se complementa con reportes de presencia o ausencia
de luz. Dado que las condiciones registradas en las piscinas derivan de las condiciones ambientales
generales en esta seccidén se presenta informacién complementaria que describe: (i) la variabilidad
térmica general (medida por la temperatura del aire) y (ii) los periodogramas de la intensidad
luminica medida en las piscinas, que permiten evaluar la presencia y robustez de ritmos diarios en

esta variable.

7.1.  Descripcién del termociclo de la temperatura del aire:

Se analizé el patrén diario de temperatura del aire registrado en la estacién meteoroldgica del
Aeropuerto de Melilla (estacién mds cercana, INUMET) durante los meses de febrero y julio
(Figura 7.1). Los datos muestran un marcado ciclo diario, con temperaturas que aumentan
progresivamente durante el dfa y descienden durante la noche. La amplitud térmica fue de
aproximadamente 9°C en ambos meses, y no se observaron diferencias significativas entre
estaciones (test de t: p=0,72). Para comparar la estabilidad del ritmo, se calculé el IS en ventanas de
S dfas y se obtuvo el IS mediano para ambos meses. EI IS fue de 0,62 durante el mes de febrero, y
tomé valores con una mediana de 0,59 durante el mes de julio, aunque esta diferencia no fue

significativa (test de t: p=0,93).
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Figura 7.1: Temperatura del aire durante los meses experimentales de febrero y julio. A. Temperatura del aire registrada
durante un mes en febrero (naranja) y julio (celeste). B. Temperatura media por hora del dfa para cada mes, mostrando

los miximos y minimos diarios caracteristicos.
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Para caracterizar el patrén luminico presente en las arenas experimentales, se construyeron

periodogramas de Lomb-Scargle para los registros de intensidad de luz obtenidos en las piscinas.

Este anilisis mostr6 un pico marcado en torno a las 24 horas en todos los casos, asi como picos del

incluso con variaciones en

segundo armdnico cercanos a las 12 horas. Este resultado confirma que,
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Figura 7.2: Periodogramas de Lomb-Scargle de la intensidad luminica medida en distintas piscinas experimentales.
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8. Anexo: Puesta a punto de la cuantificacion de genes de la via

melatoninérgica via QqPCR

Si bien esta tesis estd fuertemente planteada desde un marco etoldgico, resulta interesante un
segundo plano de aproximacién desde un punto de vista fisiolégico. Dicho de otra manera, el
estudio de los mecanismos subyacentes que regulan la expresiéon de patrones diarios. En lo que
refiere a el vinculo entre la temperatura y los ritmos circadianos, dos claras vias a explorar son los
mecanismos de termorrecepcion (i.e.: cdmo el cerebro adquiere informacién de la temperatura
ambiental) y la sensibilidad de la via melatoninérgica a los cambios de la temperatura ambiente,
entendiendo a la melatonina como principal mensajero circadiano en teledsteos.

La melatonina actda uniéndose a receptores que pertenecen a la superfamilia de receptores
acoplados a la proteina G. Existen cuatro tipos de receptores: MT1 y MT2 (previamente Mel1A y
Mel1B), ubicuos en vertebrados y MT3 y Melld, exclusivos de vertebrados no mamiferos (Denker
y cols. 2019). Los diferentes subtipos de receptores se expresan de forma diferencial en distintos
tejidos. El efecto de la hormona en estos tejidos se va a ver regulado por el subtipo de receptor, la
cantidad de receptor expresado y la afinidad de estos por la hormona (Confente y cols 2010,
Gaildrat y cols. 1998, Lépez-Patifio y cols. 2008, Mufioz-Pérez y cols. 2016, Shin y cols. 2011).

En cudnto a las vias termoreceptoras, en los tltimos afios, los canales TRP han ganado relevancia
como posible mecanismo por el cual diferentes estructuras oscilatorias adquieren informacién
térmica (Poletini y cols. 2015). La familia de canales idnicos TRP (Zransient Receptor Potential)
consiste en un grupo de canales catidnicos que funcionan como sensores de multiples tipos de
estimulos (Damann y cols. 2008). Forman canales permeables a Ca®" y diferentes miembros de la
familia pueden activarse por estimulos mecdnicos, quimicos, nociceptivos y, lo que nos interesa en
este caso, térmicos (Vay y cols. 2012, Zhang y cols. 2023). Varios miembros de la familia TRP en
vertebrados e invertebrados son conocidos por su rol en la transduccién de cambios en la
temperatura ambiental y un subconjunto de estos canales se activa directamente ante cambios de
temperatura como parte de su funcién sensorial. Estos canales se conocen como termoTRPs
(Damann y cols. 2008, Patapoutian y cols. 2003).

La primera evidencia del involucramiento de TRPs en la ritmicidad circadiana fue demostrada por

Shen y colaboradores en 2011. Sus experimentos revelaron que la discriminacién térmica en larvas
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de Drosophila depende del canal TRPA1 (Shen y cols. 2011). En el imago, TRPA1 se expresa en un
subgrupo de neuronas marcapasos del cerebro y la pérdida de TRPA1 afecta la sincronizacién
inducida por temperatura y la expresién del gen reloj Per en algunas de estas neuronas marcapasos
(Lee y Montell 2013, Roessingh y cols. 2019). En tejidos periféricos, los canales Pyx-TRP ubicados
en 6rganos sensoriales son responsables del acoplamiento a termociclos bajos de entre 16 y 20 °C
(Wolfgang y cols. 2013). La sensibilidad de los distintos termoTRPs a la temperatura parece variar
entre especies (Laursen y cols. 2015, Nisembaum y cols. 2015; 2022) y su expresién parece variar
con las estaciones del afio (Nisembaum y cols. 2015).

Cémo una primera aproximacion al estudio de estos mecanismos, se llevé a cabo la puesta a punto
de la cuantificacién génica mediante PCR de componentes del sistema melatoninérgico en dos
dreas clave: el cerebro anterior, implicado en la integracidn de senales relevantes para la organizacién
de la conducta y el nucleo electromotor bulbar (NEB). EI desarrollo de estas herramientas
moleculares en esta especie permitird avanzar hacia un anélisis cuantitativo que vincule cambios en
el sistema melatoninérgico con variaciones en la temperatura ambiental y con los cambios
conductuales observados.

En el presente anexo se detalla el trabajo de puesta a punto de herramientas moleculares para el
estudio del sistema melatoninérgico en Gymnotus omarorum. Este sistema comprende las
estructuras de transduccién de sefales ambientales, los sitios de sintesis de melatonina y los
circuitos que expresan sus receptores. Nos propusimos optimizar la identificacién y cuantificacién
génica de los receptores de melatonina MT1, MT2 y MT3, asi como de la enzima arilalquilamina
N-acetiltransferasa (AANAT), clave en la via de sintesis de melatonina. Ademds, se incluyé en este
abordaje al receptor TRPv1, dada su sensibilidad a la temperatura, variable ambiental de interés en
este trabajo. Este trabajo conté con el apoyo de PEDECIBA mediante una pasantfa de investigacién
en el Departamento de Biologfa Molecular del IIBCE, con la Dra. Astrid Agorio.

8.1. Objetivo especifico

1. Obtener un protocolo eficiente para la cuantificacién de la expresién de genes asociados a la
via melatoninérgica mediante RT-qPCR.
8.2.  Materiales y métodos
Se disecaron cerebros de G. omarorum que fueron inmediatamente congelados y almacenados a -80

°C. Los cerebros fueron cortados con criostato para obtener regiones de interés: el drea pre6ptica
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anterior (POA) y la regién supra-commissural del telencéfalo ventral (Vs), homdlogo del niicleo del
lecho de la estria terminal (BnST) en mamiferos (Ogawa y cols. 2021) y el NEB. Para ello los
cerebros fueron recubiertos en Tissue-Tek® O.C.T. Compound y se realizaron cortes coronales
comenzando por el extremo rostral. Se realizaron cortes de 50 pm para aproximarse a los sitios de
interés y al acercarnos a éstos se realizaron cortes de 100 um hasta llegar a la comisura anterior. Una
vez identificada esta referencia anatdmica, se cortaron rodajas de 200 pm hasta visualizarse el
quiasma Sptico. E1 POA se extiende dentro de la seccién entre la comisura anterior hasta el quiasma
optico, abarcando una longitud rostro-caudal de aproximadamente 800 um, por lo cual se
colectaron 6 rodajas de 200 um para el muestreo de esta drea. Las secciones contienen ademds el Vs.
Una vez extraido el POA y los otros ntcleos de interés se siguié cortando a 100 um hasta observar la
aparicion de las neuronas de relevo del NEB. Se obtuvieron 4 rodajas de 200 um que contienen la
totalidad del NEB. En una primera aproximacién se utilizaron micro-disecciones (bocados) de S00
wm de didmetro para individualizar cada nucleo. En cada rodaja conteniendo al POA (estructura
bilateral) se extrajeron 2 bocados y en de las que contenfan al NEB (estructura Gnica medial) se
extrajo 1 bocado. Por lo tanto para cada animal se obtuvieron una muestra de POA compuesta por
12 bocados y una de NEB compuesta por 4 bocados.

Para la deteccién y cuantificacién de ARN mensajeros se realizé la extracciéon de ARN de las
muestras y su retrotranscripcion a ADN copia, para luego realizar la qPCR que amplifica las
secuencias de ADN utilizando cebadores especificos y finalmente permite obtener la cuantificacién
de los transcriptos originales de ARN. Para extraer el ARN de las muestras de tejido se utilizé el kit
de extraccién Ambion® RNAqueous®-Micro Kit (Thermo Fisher Scientific), disefiado para aislar
ARN total a partir de muestras de poco tejido (<10 mg). La retrotranscripcién del ARN fue
realizada utilizando la enzima SuperScript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Se siguié el
protocolo explicitado en el kit. Se utilizé un volumen total de 20 L por muestra y se utilizaron
oligo(dT) como cebadores. El ADN copia (ADNc) obtenido fue conservado a —80 °C hasta su
posterior uso en qPCR.

Una vez seleccionados los genes de interés, se procedié al diseno de cebadores utilizando
herramientas bioinformdticas. En primer lugar, se buscaron secuencias de referencia de los genes
seleccionados en teledsteos a través del BLAST del NCBI. Las secuencias obtenidas fueron luego

ingresadas en la plataforma EFISH Genomics (https://www.efishgenomics.com), donde se
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compararon con los transcriptomas disponibles de Gymnotus omarorum (Eastman y cols. 2020) y
del gymnotiforme simpétrico Brachyhypopomus gauderio (Tian y cols. 2017). A partir de estas
comparaciones se seleccionaron las secuencias con mayor grado de identidad para cada gen: M T2,
AANAT y TRPV1 mostraron coincidencias con el transcriptoma de G. omarorum, mientras que
MT1y MT3 solo se identificaron en el transcriptoma de B. gauderio.

Las secuencias seleccionadas fueron utilizadas como molde para el disefio de cebadores mediante la
herramienta PrimerQuest (Integrated DNA Technologies). El disefio de estos cebadores (ademds de
ser especificos al gen de interés) debe cumplir ciertos criterios para asegurar una eficiencia éptima
(>95%). Los oligonucleétidos se disefiaron manteniendo una longitud de entre 18 y 22 nucleétidos,
un contenido de GC entre 50 % y 55 %, una temperatura de fusién (Tm) entre 60 °Cy 65 °Cy una
Tm para estructuras secundarias (horquillas) inferior a 32 °C. Los cebadores utilizados se detallan
en la Tabla 3.1.

Las reacciones de qPCR fueron realizadas utilizando SYBR™ Green como agente intercalante
(SYBR Green Master Mix 2X, Bio-Rad). Para cada reaccién se preparé una solucién de reaccién
premezclada con el siguiente contenido por muestra: 10 uL. de SYBR Green 2X, 0.8 uL de primer
forward (10 uM), 0.8 uL de primer reverse (10 uM), 6.4 uL. de agua miliQ y 2 uL de ADN,
alcanzando un volumen final de 20 uL por tubo. En el caso del control negativo (CN), el ADNc
fue reemplazado por agua miliQ.

Contenido  Temp. Melt.
GC (°C)

Especie Fuente Secuencia Largo

L ATCCTGCTGTCACTCTGCAA 20 50 60.5
1
R GATAGTCGCTGCCTTTTGCT 20 50 58.8
MT2 (Mel1B)  G. omarorum Eastman y cols. 2020
L GGTGGTGTATGGACTGCTCA 20 55 63.6
2
R CCCTTGATGTTTCCTGCAGG 20 55 62.9
L CATTTGTTGTGAGCCTGGCC 20 55 63.9
MT1 (MellA)  B. gauderio Tian y cols. 2017 2
R CCACGACACTCAGACCCATC 20 60 63.8
L GGTTGTTGTGGGTTGCCATC 20 55 63.9
MT3 (MellC)  B. gauderio Tian y cols. 2017 2
R CGTGGTGAGTACAAGCGGAT 20 55 64
L TTGTAGAATGGCACGAGACG 20 50 59.1
1
R TTCTGGCTGTACATCGAACG 20 50 59.1
AANAT G. omarorum Eastman y cols. 2020
L GGACAGAGGCTCAGGAAATG 20 55 62
2
R GCTTCACGAGTTCGGTGTAT 20 50 62
L ACATGACTCCAACAGCTCCA 20 S0 60.5

TRPV1 G. omarorum Eastmany cols. 2020 2

81



R AGTCTTCGGTGAACTCCAGG 20 55 61.8

Tabla 8.1: Cebadores diseiados para utilizar en RT-qPCR. La columna N° indica si se utilizaron con el primer o

segundo protocolo de la puesta a punto.

8.3. Resultados
A partir de este protocolo y utilizando 3 individuos (Sabrina Pose, comunicacién personal) se logré
extraer una concentracién promedio de ARN de 11,49 ng/pL por muestra de POA y 6,33 ng/uL
por muestra de NEB. Se realizaron qPCRs para tres genes: 3-actina como gen de referencia,
AANAT y MT2 y se obtuvieron los valores de ciclo umbral sobre el cudl la fluorescencia del agente
intercalante comenzaba a aumentar (7hreshold cycle, Ct) y la temperatura en la cdal el 50% de los
cebadores se desasocian de su amplicén (Melting Temperature, Tm). En ambos tejidos la 3-actina,
tuvo un Ct promedio de 22,87 y 24,04 respectivamente, lo que se condice con los resultados
obtenidos previamente (Guillermo Valifio, comunicacién personal). AANAT y MT2 mostraron
valores de Ct elevados, ubicindose el gen AANAT alrededor del ciclo 31,5 y MT2 en el ciclo 33,7.
Este ciclo umbral indica que el termociclador realizé > 30 ciclos antes de que los valores de
fluorescencia (que indican la cantidad de producto amplificado) superaran el umbral. Valores por
encima de los 30 indican un producto en muy bajas concentraciones y dificultan la cuantificacién
precisa ya que a esa altura comienzan a aparecer interacciones inespecificas en el sistema. En todos
los casos, la curva de disociacién dié un tnico pico a la temperatura esperada para el gen (Figura
8.1B y D). Como paso inequivoco para afirmar que los productos amplificados son de los genes de
interés, las muestras fueron enviadas a secuenciar (Macrogen), donde se confirmd la especificidad
(Tabla 8.2). No obstante, las curvas de amplificacién no alcanzaban una fase de saturacién clara, lo

cual sugerfa una eficiencia subéptima del disefio de cebadores.
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Figura 8.1: Resultados de RT-qPCR utilizando micro-disecciones de 500 wm. A. Curva de amplificacién para los genes
MT2 y AANAT en una muestra de micro-disecciones del POA. B. Curva de desnaturalizacién para A. C. Curva de
amplificacién para los genes B-Actina, MT2 y AANAT en una muestra de micro-disecciones del NEB. D. Curva de

desnaturalizacién para C.
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Porcentaje de

Sec. de productos obtenidos Mayor similitud Especie Valor E
cobertura
Electrophorus
CTTTCCTGCGGAACTCAAGGGGGGGCACAGAACGTAGTAATAAACAGTCACCT . 0
L GGCAATAACAATGAGCAGCAAAAGGCAGCGACTATAAGA melatonin receptor type 1B-A Jectri 2.00E-06 94.00%
ewectricus
1
CTTTTGCAGGTGCTGTTTATTACTACGTTCTGTGCCCCCCCTTGATGTTTCCTG Sz‘no[}/[[o[bez’[u;
R CAGGAAGAGGTGGGGCTTGCAGAGTGACAGCAGGATCGAAAAACGCCGCCAAT  elatonin receptor type 1B-A-like 6.00E-08 86.00%
MT2 caca grabami
(Mel1B)
AATCGCGAGAGTACCGCCGCATCCTGCTGTCACTCTGCAAGCCCCACCTCTTC . . .
L "~ Ao AL RN CARGOaA melatonin receptor type 1B-A-like Carassius auratus ~ 8.00E-05 90.00%
2
R GGTGGTTAATGGGCTGCGAGTGAAGCAGGATGCGGCGGTACTCTCTGCGA 1 . 1B-A Mz’;gumm 0.004 70.00%
AAGTTCTGGTTGAGCAGTCCATACACCACCCG melatonin receptor type 1b- p Wicandat . . ©
}’lgﬂl wan us
GATGAGCGTGCGCGACGCACGTGAGGCAAGCAGTGTAAATACTGCAAGTAGCG Coll z‘cbthyj
L CCACATCACGAGCGGTCCTTTTCCCTGCTGTCGGAACGTTCGATGTACAGCCA Serotonin N_acetyltransferase 3.00E-12 90.00%
GAA lucidus
1
CTGGTAGGACGCTCGTGATGTGGCGCTACTTGCAGTATTTACACTGCTTGCCTC . 0
R ACGTGCGTCGCGCACTGCTCATGTGCGAAGACCGTCTCGTGCCATTCTACAAA serotonin N'acetyltranSferase Salmo salar 2.00E-56 47.00%
GGGGTCAGAGCAGTGCGCGACGCACGTGAGGCAAGCAGTGTAAATACTGCAAG
TAGCGCCACATCACGAGCGGTCCTTTTCCCTGCTGTCGGAACGTTCGATGTACA
GCCAGAAAAACGTCTTGATTGGGCCACACAGACGTGAATTTATATTGGCTTCCG .
[ CCTOC60CCCCCTGETGOCTCTOOGCACTGOGAAGATATAGGGIGTTCIGIGG in N 1 f lik Nematolebias 6.00E-11 29.00%
TGGCGGCCACTGTGTTTGGCGGATTCTCGATGTGTGATCGeGCAcAGTAca A SCTOTONINL IN-acetyltransterase-like .. . - . °
NAT ATCTTGAGTGTCGACAACGGTCGTGGTGCAGCGGTGCCATGTCCATAGGTCCG whitei
AA TGATCGTGACATTCAACAACGCCTACGCCCCCCATGTGTGGTTATATATCGTTAC
AG
CCAGGTAAGGACCGCTCGTGATGTGGCGCTACTTGCAGTATTTACACTGCTTGC
2 CTCACGTGCGTCGCGCACTGCTCATGTGCGAAGACCGTCTCGTGCCATTCTAC
AAAGAGACCATCGAAGGACCCTATGGAACGTGACTTTTATGGTCTGCTCCCGGE
AGAGCCCCCTTCCCGGTGGAAAGGCACTGGACAGATATTAGGAAGTTTTTGATC
CTGCCGCCGOCTCCCGCTTACCTTGTCGGATTTGTCCCCAACACTCTAGCTCT
CATCGCCACACCGTTACCAGTCATAAAAGCGGCTGGGCGCTGGGTACGCTCTC Onmrbymhm
R GTCAGTCGGCGETACCGGAGCGTTGCTCAGCCTATGGCTGGCGCTTTGCCGCG serotonin N_acetyltransferase 3.00E-09 50.00%
GAGAGCTAGGCTACGTCCGGTATCGCATTACCGCAAGTCCTTACCAGTATCCGC nerka
CTTTTTAGGTCACGCGTCGTGTCTAGTGCTACGCAGGCTCATAGTTTAACTAGC

CGCTTCTCGAATCCTTCTAAGCATAGGGTTGTCCAGTTCGCGACAGTTATAGGT

GAACATAGGGCACCTATCTGTTTAGCTACCGAAAAACATTAAAGTTTGACAGGC

CAAACCCTTGTTTCGTCTCTCACTACCTTGCTTATTGCCAGAGAGTTTAAGATT
GCGGTTCGCAGTCACTA

Tabla 8.2: Resultados de la secuenciacién de los amplicones obtenidos por RT-qPCR. Para obtener la identidad de los
amplicones obtenidos se utilizé la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de NCBI. La columna N°
indica si se obtuvieron utilizando el ler o 2do protocolo de la puesta a punto. La columna de mayor similitud implica
cudl fue el gen en la base de datos que mds se acercaba a la secuencia obtenida, ordenado segin el valor E (un menor
valor E indica menor probabilidad de que la alineacién entre la secuencia del amplicén y del gen de referencia se de por
azar). El porcentaje de cobertura indica cudnto de la secuencia del amplicdn estd realmente alineado con la secuencia de

referencia.

Con el objetivo de optimizar la cantidad del ARN, asi como la eficiencia de amplificacién, se
modificé el protocolo de la siguiente forma. En un primer lugar, se sigui6 la estrategia descrita en
Eastman y cols. 2020 y se emplearon 6 rodajas completas de 200 um de mesencéfalo conteniendo el
POA y otras estructuras de la red del cerebro social para maximizar la cantidad de ARN extraido.

Debido a la naturaleza del tejido, mds resistente a la homogeneizacién que otros, se opt6 por afiadir
un paso adicional de triturado de tejido, paso clave inicial para extraer ARN. Para ello se utilizé un

homogeneizador mecdnico acoplado a un taladro eléctrico durante 1 min. Por otro lado, al ser el
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cerebro un tejido muy graso, la cantidad de etanol recomendada por el protocolo llevaba a una
precipitacién de material que disminufa de forma significativa la concentracién de ARN obtenido.
Asi, se utilizé una concentracién de 50 L. EtOH/10 mg en vez de la especificada en el protocolo
(129 uL EtOH/10 mg). Esto permitid la obtencién de una concentracién de ARN de 150 ng/uL,
aproximadamente un orden de magnitud mds que con el protocolo de extraccién de micro
muestreo por sacabocados, lo que proporcioné un mejor punto de partida para analizar variaciones
en la expresién génica. Ademds se sintetizaron nuevos cebadores tanto para los genes de interés,
como para para otros dos receptores de melatonina (MT1y MT3) y un canal TRP (TRPV1). Estos
cebadores se marcan en la tabla 8.1 con un 2 en la columna de N°.

En este segundo enfoque, los valores de Ct obtenidos fueron notablemente mis bajos: AANAT
mostré un Ct de 26,54, MT2 un Ct de 27,05 y f-actina un Ct de 19,17, reflejando una mejora en la
eficiencia del sistema (Figura 8.2A). Se evaluaron los genes MT1 y MT3, pero en ambos casos no se
detecté amplificacién especifica de estos genes (Figura 8.2C), lo que podria sugerir que estos no
estdn siendo expresados en éste nucleo. Para confirmar esto se necesitarfa contar con el genoma de la
especie para lograr construir cebadores especificos para G. omarorum. Las curvas de disociacién
correspondientes a esta serie experimental también mostraron un Gnico pico por gen, confirmando

la especificidad del producto amplificado (Figura 8.2B y D).
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8.4. Discusion

Los resultados aqui presentados representan un avance significativo en la generacién de
herramientas moleculares para el estudio del sistema melatoninérgico en Gymnotus omarorum. La
optimizacién del protocolo de extraccién de ARN y el diseno de nuevos cebadores permitié
mejorar notablemente la eficiencia de amplificacién para los genes AANAT y MT2, lo que
constituye un primer paso fundamental para estudiar de forma confiable la dindmica de este sistema
en relacién a factores ambientales como la temperatura, aunque persisten desafios metodoldgicos
que deben ser abordados.

En particular, se identificé la necesidad de disefiar cebadores especificos para G. omarorum a partir
de informacién gendmica propia de la especie, especialmente para los genes MT1y MT3, dado que
los primers disefiados a partir de transcriptomas de especies afines no mostraron resultados
concluyentes. Si bien las secuencias de estos genes suelen ser altamente conservadas, lo que en
principio permitirfa su deteccién incluso con cebadores no éptimos, la ausencia de amplificacién
especifica impide descartar que esta limitacidn sea de origen técnico y no biolégico. Por otra parte,
un paso clave a futuro serd la puesta a punto de la cuantificacién génica del receptor TRPv1, dada
su relevancia como sensor de temperatura. Finalmente, contar con estos recursos permitird explorar
de forma comparativa la expresion de estos genes en diferentes ntcleos del cerebro, asi como evaluar
su variacién a lo largo del dfa y entre estaciones, en particular para intentar vincular estos

mecanismos moleculares con el termoperiodo natural.
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