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Resumen

En el transcurso de la evolucidn, los animales han desarrollado distintas modalidades
sensoriales que en gran medida estdn adaptadas al ambiente en que viven. Cada modalidad
sensorial permite obtener informacion diferente sobre el ambiente y por lo tanto

contribuye en la mejora perceptual.

En esta tesis se estudid el uso de claves de luz polarizada en peces dorados en el
contexto de la deteccidn de movimiento. En particular se estudié la respuesta de escape o
sobresalto, denominada C-start. Si bien estimulos acusticos o visuales intensos son los mas
comunmente utilizados para evocar respuestas de escape, los peces dorados son capaces de
escapar frente a estimulos que presentan Unicamente un contraste de polarizacién contra el
fondo. Dado que el C-start es una respuesta de escape de “Ultimo recurso” y de la cual
puede depender la vida del animal, es esperable que cualquier mejora perceptual del
estimulo (por ejemplo su contraste de polarizacion contra el fondo) sea beneficiosa para el

animal.

Sin embargo, no existia informacion respecto a si la cinética de los escapes evocados
por estimulos polarizados era igual o diferia de los escapes producidos por estimulos con
contraste de intensidad. Por lo tanto, aqui nos propusimos hacer un andlisis detallado de la
actividad motora antes, durante y después de la presentacién de un estimulo visual de
peligro que presenta un contraste de intensidad o Unicamente un contraste de polarizacion.
Para ello se realizd un registro filmico a alta velocidad de respuestas de peces frente a estos
dos tipos de estimulo. Nuestros resultados confirman la sensibilidad de los peces dorados
por la luz polarizada. Si bien los animales presentan una baja probabilidad de respuesta
frente a estimulos polarizados y lo hacen con una mayor latencia, las caracteristicas de la
respuesta C-start evocada son indistinguibles de aquellas producidas frente a un estimulo de
contraste de intensidad. Ademas, si bien los animales expuestos a la luz polarizada tienden a
nadar una trayectoria algo menor que cuando estan expuestos a condiciones de luz no
polarizada no encontramos otras diferencias en su comportamiento. Los resultados de esta
tesis sugieren que los peces incorporarian la informaciéon provista por el plano de
polarizacidn de la luz a los mismos circuitos motores que median las respuestas evocadas

por estimulos con contraste de intensidad.



Introduccion

En el transcurso de la evolucidn, los animales han desarrollado distintas modalidades
sensoriales sintonizadas, en gran medida, a las caracteristicas del ambiente en que viven.
Cada modalidad sensorial permite obtener informacién sobre el ambiente y por lo tanto
contribuye a la deteccién de presas, evitar predadores, localizar pareja, comunicarse,
navegar y orientarse, entre otras. Asimismo, la posibilidad de combinar la informacién
procedente de diferentes sentidos reduce la incertidumbre sobre su naturaleza, sobre todo
en contextos donde las claves unimodales podrian ser ambiguas (Stein and Stanford, 2008;
Stein et al., 2014). Asi, en condiciones de muy baja intensidad de luz, la informacién auditiva
podria compensar la reduccion en la visibilidad. Por otra parte, la informacién provista por
diferentes aspectos sensoriales de un dado estimulo son muchas veces complementarias y
su integracién mejora la toma de decisiones perceptuales. Por ejemplo, mientras que la
vision provee informacion espacial precisa, la informacidon auditiva permite una mayor
resolucidon temporal (Bizley et al., 2016). Incluso dentro de lo que consideramos una Unica
modalidad sensorial tal como la visidn, la combinacion de diferentes caracteristicas del
estimulo mejora su percepcién. Tal es el caso del incremento en la detectabilidad de un

estimulo visual cuando se mueve o cuando tiene un color contrastante contra el fondo.

En particular, la sensibilidad al dngulo del plano en que oscila el vector del campo
eléctrico de la luz (i.e. su angulo de polarizacién), esta presente tanto en invertebrados como
en vertebrados (Horvath and Varju, 1995; Marshall and Cronin, 2011). Esta habilidad se ha
visto involucrada en diferentes comportamientos (Labhart T 2016). Distintos insectos utilizan
el patrén de polarizaciéon de la luz en la boveda celeste como una brdjula para la navegacion,
mientras que la luz polarizada reflejada por los cuerpos de agua los ayuda a localizarlos
(Wehner, 2001; Marshall and Cronin, 2011). En ambientes acuaticos la utilizacién de claves
de luz polarizada esta involucrada en la comunicacion en cefalépodos y en la mejora del
contraste en cefaldpodos y crustaceos decdpodos (Mathger et al., 2009). Recientemente, ha
ganado fuerza la hipdtesis de que estos invertebrados acuaticos asi como distintos grupo de

peces utilizarian estas claves para mejorar la deteccidn del movimiento de objetos (How and



Marshall, 2014; Labhart, 2016). Antes de adentrarnos mas en el analisis de la sensibilidad a

la luz polarizada, describiremos su naturaleza formalmente.

Naturaleza de la luz

La luz es muchas veces descripta como una onda electromagnética que viaja en el
espacio. Es decir, que puede definirse como una onda eléctrica y una onda magnética que
viajan perpendiculares entre si. Para describirla generalmente se hace referencia a la

orientacion del vector de campo eléctrico (e-vector, figura 1).

Vector de campo electrico

Direccién de propagacién

vector de campo magnetico

Figura 1: Descripcidén ondulatoria de la luz, en la cual se indican los componentes ondulatorios de la misma.
Adaptado de Sabbah et al., 2005.

Si la orientacién del e-vector varia al azar con aproximadamente igual probabilidad
para cualquier orientacién se dice que la luz no estd polarizada. Si en cambio, todos los e-
vectores tienen exactamente la misma orientacién se dice que esta totalmente linealmente
polarizada (figura 2, izquierda). Si alguna fraccién de los e-vectores tiene una misma
orientacién mientras los remanentes e-vectores estan orientados al azar, se dice que la luz
esta linealmente polarizada en forma parcial. La fraccién de los e-vectores con idéntica
orientacion es conocida como el porcentaje de polarizacion (también conocida como
polarizacidn parcial y/o grado de polarizacién).

Si las amplitudes de los componentes vectoriales en las dos direcciones son iguales
pero con una diferencia de fase de 90°, el e-vector dibuja un circulo y este estado se conoce
como polarizacién circular (figura 2, centro). Si la diferencia de fase es constante en el
tiempo pero no igual a 90°, entonces, el e-vector traza una elipse en los planos de fase

constante, lo que se conoce como polarizacion eliptica (figura 2, derecha).



E

Figura 2: Se esquematizan 3 tipos de polarizacién de la luz posibles: lineal (izquierda), circular (centro) y eliptica
(derecha). La flecha indica la direccion de propagacion de la onda transversal. Abajo se representa la amplitud
del e-vector para los 3 tipos de polarizacion.

Polarizacion de la luz en el ambiente acuatico

La luz que proviene del sol no esta polarizada, es decir que produce e-vectores
oscilando en todos los angulos perpendiculares a la direccién de propagacion de la luz. Sin
embargo, su estado de polarizacién puede cambiar en funcién de la dispersiéon que
experimenta la luz en la atmdsfera o en el agua, o bien por reflexion en la interfaz aire-agua,
resultando en todos los casos estar parcialmente polarizada.

En la atmdsfera y en el agua la polarizacion de la luz se produce principalmente por
dispersion o scattering (figura 3A). El scattering es un tipo de dispersidén de la luz que resulta
de la interaccidon de la misma con particulas disueltas en el aire o en el agua. La luz también
se polariza cuando pasa a través de filtros dicroicos (materiales en los cuales algunos e-
vectores son absorbidos mientras que otros los atraviesan), conocida también como
polarizacidon por absorcion (figura 3B). Finalmente, existe la polarizacién producida por
reflexién de la luz. Por ejemplo, al incidir la luz sobre un cuerpo de agua, dependiendo del
angulo de incidencia, esta se refleja con distinto grado de polarizaciéon. Cuando el haz incide
formando el llamado angulo de Brewster, la luz reflejada esta polarizada linealmente en

forma horizontal en un 100% (figura 3C). Tanto el angulo del e-vector como el grado de



polarizacidon de la luz son atributos centrales para la discriminacion de la polarizaciéon en

muchos animales (Marshall and Cronin, 2011).

A
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Figura 3: Tres formas en que la luz puede ser polarizada: Dispersion (A), Absorcién (B), Reflexion (C).
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Rol biologico de la luz polarizada

Como se menciond, la polarizacion de la luz solar muchas veces crea patrones
regulares en el cielo que son utilizados por muchos animales para comunicacién, navegacion,
orientacion, etc. (Boal et al.,, 2004; Lerner et al., 2011; Berenshtein et al., 2014) . Los
patrones de polarizaciéon son extremadamente variables y dependientes de una variedad de
factores abidticos y bidticos de notable variaciéon temporal. Esos patrones de polarizacién
crean un fondo de luz polarizada difusa en el cual los objetos que dispersen o reflejen
diferencialmente la luz podrian ser detectados con mas facilidad (Pignatelli et al., 2011).

El patron de polarizacidén de la béveda celeste puede ingresar al agua. Alli es visible a
poca profundidad a través de la ventana de Snell, un cono de luz de 97.5° en el que el
hemisferio celeste se comprime debido a la refraccién de la luz cuando pasa del aire al agua.
La polarizacion eliptica disminuye rapidamente con la profundidad por dispersién con las
particulas disueltas en el agua, predominando principalmente la luz con polarizaciéon lineal

con orientacion horizontal (Sabbah et al., 2005).



La dispersion por turbidez degrada el contraste entre los objetos y el fondo al
interponer luz difusa entre el observador y el objeto (Lythgoe, 1979). En la figura 4 se
muestran tres fotografias de una escena bajo el agua realizada con filtros polarizadores
dispuestos en forma horizontal (izquierda), vertical (derecha) y 452 (centro). Estas imagenes
presentan diferencias en contraste y claridad producidas por dispersién, mostrando la

preponderancia de la polarizacion horizontal (imagen mas clara).

Figura 4: Escena bajo el agua a 20 m de la Gran Barrera de Coral, Australia. Las fotos fueron tomadas con filtros
polarizadores horizontales (izquierda), a 452 (centro) y vertical (derecha). Tomado de Cronin and Marshall,
2011.

El contraste originado en la polarizacién diferencial de la luz por dispersién
(scattering) podria otorgar mdultiples ventajas ya que objetos que dispersen o reflejen
diferencialmente la luz polarizada podrian ser detectados con mayor facilidad contra un
fondo horizontalmente polarizado (Kamermans and Hawryshyn, 2011; Lerner et al., 2011;
Berenshtein et al., 2014). Al contrario, los animales podrian reducir su contraste respecto del
fondo como forma de camuflaje. Peces de la especie Selene vomer modularian su
reflectancia respecto al angulo de polarizacién incidente para camuflarse (Brady et al., 2015).
La informacidn sobre polarizacion podria servir para romper el camuflaje de animales
transpares como Ctendforos. Estos animales son muy dificiles de ver en su medio natural.
Sin embargo, ya sea porque reflejan luz polarizada o bien son birrefringentes (cambian el
estado de polarizacidon de la luz que los atraviesa), estos se tornarian visibles para otros

animales que sean sensibles a la polarizacién (figura 5).



Figura 5: Al tomar una fotografia considerando Unicamente la intensidad de la luz. Un Ctenoforo (animales
similares a medusas) es casi indistinguible del fondo (recuadro gris). Cuando se coloca al animal entre dos
filtros polarizadores a 90°, las partes birrefringentes de su cuerpo se vuelven visibles (Marshall and Cronin,
2011).

Deteccion de luz polarizada en invertebrados y vertebrados

La luz es captada por células fotorreceptoras presentes en la retina de los animales.
Estas poseen grandes superficies de membrana en donde alojan el pigmento fotosensible, el
retinal, asociado a la proteina denominada opsina. El retinal es un pigmento dicroico, es
decir que absorbe luz con mayor probabilidad si el e-vector oscila en un plano en particular.
Existen dos tipos principales de células fotorreceptoras en el reino animal: las rabdoméricas
y las ciliadas que a su vez se dividen en conos y bastones (figura 6). Los fotorreceptores
rabdoméricos estan presentes en invertebrados como artrépodos y cefalépodos. Los
fotorreceptores ciliados presentes en vertebrados, se diferencian de las células
rabdoméricas en que mientras que en éstas el fotopigmento se encuentra en la membrana
de microvellosidades tubulares (figura 6A), en las ciliadas el fotopigmento se ubica en
estructuras de membrana aplanadas (figura 6B).

En la mayoria de los animales donde se conoce el mecanismo de sensibilidad a la
polarizacion, esta se da por la disposiciéon de los fotorreceptores con respecto al mundo
exterior, a la distribucion de las membranas de esos receptores, y a la orientacidon de los

pigmentos visuales. En invertebrados, la disposicion de los cromdéforos en microvellosidades



paralelas resulta en una mayor absorcién de luz con el e-vector de polarizacién en la misma

direccién que el eje de la microvellosidad.

] (B Plegamiento de la
membrana plasmatica

Segmento Externo
Membrana \
formando discos |
aplanados I‘.,\ > Segmento interno
B —
Segrn;n (e} Ill
Bastdn Cono Doble

Figura 6: Esquema generalizado de células fotorreceptoras. A Rabddmeros presentes en artropodos vy
cefaldopodos mostrando microvellosidades con cromoforos (pigmentos visuales) orientados paralelos al e-
vector de polarizacion. B. Células fotorreceptoras bastones y conos ” dobles”. Adaptado de Roberts et al., 2011.

En vertebrados no se conoce cual es el mecanismo de sensibilidad a la luz polarizada
(Roberts and Needham, 2007). Se especula que en peces, serian los conos y no los bastones
qguienes darian sensibilidad a la luz polarizada. En todos los vertebrados a excepcion de
mamiferos placentarios, elasmobranquios y bagres (Walls, 1942; Ebrey and Koutalos, 2001),
existen un tipo de conos conocido como conos dobles (figura 6B; figura 7, panel derecho)
gue consisten en dos conos fusionados en su membrana externa. Se ha hipotetizado que
cuando estos estan dispuestos de manera ortogonal ubicados en la retina (estdn inclinados
respecto de la superficie de la misma), podrian constituir un mecanismo de sensibilidad a la

luz polarizada (Marshall and Cronin, 2011).

4 S

Figura 7: Ejemplo de un pez hamlet (Hypoplectrus indigo) fotografiado con un filtro polarizador lineal orientado
horizontal o verticalmente (izquierda y centro), que podria poseer filtros polarizadores en la cérnea indicado
por la reflexién diferencial de los ojos. Derecha: fotografia de la retina del pez hamlet revelando el
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ordenamiento ortogonal de conos dobles. Se esquematizan en blanco para mayor claridad. Adaptado de
Marshall and Cronin, 2011.

Deteccion de luz polarizada en peces dorados

Los animales utilizados en esta tesis (Carassius auratus) se encuentran domesticados,
usualmente utilizados como peces ornamentales. Las poblaciones naturales se encuentran
en Asia oriental (China). En la naturaleza se los encuentra habitando en lagos de aguas
claras y de frias a atempladas. Estos peces pertenecen a la familia de
las Carpas ( Cyprinidae ). Han sido utilizados ampliamente como modelo experimental en
el estudio de la respuesta de escape ante diversos tipos de estimulos auditivos,
mecanosensoriales y visuales, tanto a nivel comportamental como a nivel electrofisiolégico
(Zottoli, 1977; Korn and Faber, 2005; Fetcho et al., 2008, Preuss et al., 2006; Temizer et al.,
2015; Eaton et al., 2001; Preuss and Faber, 2003; Preuss et al., 2006; Medan and Preuss,
2014).

En base a mediciones de absorbancia axial en fotorreceptores de peces dorados se
ha reportado que sus conos dobles serian dicroicos. La sensibilidad a la polarizacién podria
ser resultado de que los segmentos de la membrana externa causan transmision diferencial
de haces de luz polarizada ortogonales (Roberts and Needham, 2007). La sensibilidad a la luz
polarizada ha sido evaluada también en neuronas del sistema visual rio abajo de la retina.
Mediante registros extracelulares en el tectum dptico de peces dorados, realizados mientras
se estimulaba con luz linealmente polarizada, se encontraron subpoblaciones de neuronas
gue respondian diferencialmente al e-vector de la luz. Estas neuronas mostraban una
frecuencia de disparo modulada de forma sinusoidal de acuerdo a la rotacién del plano de

polarizacion de la luz (Waterman and Hashimoto, 1974).

Finalmente, a nivel comportamental se ha descrito que los peces dorados se orientan
preferencialmente paralelos al e-vector de polarizacién de la luz (Kleerekoper et al., 1973).
Sin embargo se desconoce el rol funcional de este comportamiento pese a que existen
sugerencias reveladas en otros grupos de peces, como salmdnidos, que podrian utilizar esta

clave de polarizacidn durante sus migraciones (Sabbah et al. 2013).
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Respuesta de escape en peces

Pese a que los peces presentan una diversidad de respuestas evasivas, la respuesta
de escape mas ampliamente estudiada es la respuesta de escape en forma de C (en adelante,
C-start). Presente en practicamente todos los peces teledsteos, el C-start es un
comportamiento muy robusto y claramente observable cuyas bases celulares se conocen
muy bien (Zottoli, 1977; Korn and Faber, 2005; Fetcho et al., 2008). La respuesta tipo C-start
puede ser evocada por una variedad de estimulos sensoriales (especialmente estimulos
intensos y abruptos) que pueden ser visuales (Preuss et al., 2006; Temizer et al., 2015; Dunn
et al.,, 2016) o mecanosensoriales (auditivas) (Eaton et al., 2001; Preuss and Faber, 2003;
Preuss et al., 2006; Medan and Preuss, 2014) y es iniciada por un par de neuronas
reticuloespinales, las células Mauthner, que deciden la probabilidad, latencia y direccién del
escape (figura 8) (Korn and Faber, 2005). El disparo de un Unico potencial de accién en la
célula Mauthner es suficiente para activar a las redes motoras contralaterales que producen
una torsién rapida y potente del cuerpo del animal (C-start) iniciando la propulsidon en

direccion contraria al estimulo aversivo (Eaton and Emberley, 1991).

12



tectum

apitico
aferentes
éptices Looming visual
}\\. c&lula '
i pilosa
. w Php cemburi - ]

aferentes Celula Mautner
-

auditivos
[remo ooty

C-START

bulbo raquides
(czrebre postariorn)

médula espinal

Figura 8: A Esquema muestra las células Mauthner, sus aferencias visuales y estatoacusticas y las redes
inhibitorias que median inhibicién aferente y recurrente. Cada célula Mauthner recibe entradas visuales
bilaterales y auditivas ipsilaterales. El esquema muestra sélo las aferencias auditivas izquierdas (rojo) y las
aferencias provenientes del tectum 6ptico (verde). La via auditiva es directa, ya que las células ciliadas activan
las aferentes del nervio auditivo con sinapsis en la dendrita lateral de las células Mauthner y también excitan a
las células comisurales Php (azul). La poblacién de neuronas Php colaterales (coll., Azul) media la inhibicidn
recurrente (retroalimentacion) desencadenada por el disparo de células MC ipsilaterales o contralaterales que
se transmite a través de las neuronas de retransmision craneal (CR, amarillo). La via visual transmite
informacién desde la retina al tectum 6ptico (OT) que envia aferentes que hacen sinapsis en la dendrita ventral
de la célula Mauthner. El axdn sale del bulbo a través de la médula espinal para hacer contacto directo con
motoneuronas primarias (MN). B Vista dorsal a un C-start evocado por un pez cuando este detecta un estimulo
de peligro visual (estimulo looming) que en el ejemplo consiste en un circulo aproximandose en colision directa
hacia él.

La cinética del C-start se divide en 3 etapas. Una primera etapa preparatoria, donde
el cuerpo del pez se curva en forma de “C” y desplaza su cabeza respecto del centro de
masas, seguido por una segunda etapa propulsiva. Durante esta segunda etapa, el cuerpo
del animal genera un movimiento en forma axial que gira en direccion opuesta del de la
curva C inicial (Liu and Hale, 2014) y se mueve hacia adelante y lejos del estimulo, seguido
de un tercer periodo mds variable de nataciéon rdpida. Los estadios 1 y 2 pueden ser
completados en aproximadamente 20-30 ms (Foreman and Eaton, 1993; Liu and Hale, 2014).
El estadio 2 del C-start determina usualmente la direccién de la trayectoria, la cual esta
influenciada por la direccion del estimulo y las obstrucciones del entorno (Eaton and

Emberley, 1991; Foreman and Eaton, 1993). La gran velocidad de ejecucién de esta
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respuesta motora es acorde a su importancia para la sobrevida del animal, ya que constituye
una respuesta de Ultimo recurso, es decir cuando el peligro es inminente. Por lo tanto, no
sélo las redes motoras involucradas son las mdas rapidas sino que ademds integra
informacidn multisensorial. En este contexto, donde pequefias mejoras preceptuales pueden
significar la diferencia entre la vida y la muerte, resulta natural preguntarse si los peces
dorados también aprovechen las claves de la polarizacidn de la luz para mejorar la deteccién

visual de estimulos de peligro.

Antecedentes del uso de la luz polarizada en el contexto de la
respuesta de escape

Los antecedentes sefialados previamente, presentan evidencias de que existiria
sensibilidad a la luz polarizada en peces dorados. Estas incluyen tanto respuestas a nivel de
los fotorreceptores, vias intermedias de procesamiento como el tectum o&ptico y
comportamentales (Kleerekoper et al., 1973; Waterman and Hashimoto, 1974; Roberts and
Needham, 2007). Si bien pareceria que los animales se orientan respecto al angulo de
polarizacion de la luz proveniente de su campo visual dorsal, no abundan antecedentes que
exploren su utilizacion en el contexto de la deteccion de movimiento. El Unico antecedente
previo en donde se habia evaluado la sensibilidad a estimulos polarizados en movimiento
era el trabajo de (Pignatelli et al., 2011). En este trabajo se utilizé un estimulo que remedaba
un predador (la aproximacién en trayectoria de colisiéon de un disco que se expande,
looming en inglés) usando contraste de intensidad (negro sobre blanco) o contraste de
polarizacion (un estimulo elipticamente polarizado expandiéndose sobre un fondo
linealmente polarizado). Sin embargo, en esos experimentos no se detecté ningun tipo de
respuesta ante el estimulo que presentaba solamente contraste de polarizacién para
ninguna de cuatro especies de peces evaluadas: dorados (Carassius auratus, orden
Cypriniformes, familia Cyprinidae), cebra (Danio rerio, orden Cypriniformes, familia
Cyprinidae), damisela verde (Chromis viridis, orden Perciformes, familia Pombacentridae ) y
damisela de Ambon (Pomacentrus amboinensis, orden Perciformes, familia
Pombacentridae ). En cambio, los mismos animales si demostraron una fuerte respuesta de
escape (C-start) cuando el estimulo presentaba contraste negro sobre blanco. Cabe destacar

gue para la especie relevante en esta tesis, el pez dorado, se utilizaron tan sélo 5 animales.
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Intrigados por estos resultados negativos, repetimos esos experimentos en nuestro
laboratorio disefiando cuidadosamente los estimulos e incrementando el numero de
animales utilizados. En primer lugar se evalud la eficacia de distintas dindmicas de estimulos
looming en condiciones de maximo grado de contraste de intensidad (estimulo negro sobre
fondo blanco) para que la falta de respuesta a la polarizacién no pudiera atribuirse a la falta
de efectividad de la dinamica de expansion del estimulo (ver figura 11 en Materiales y
Métodos). Determinada la dinamica mas eficaz se estimuld a los animales con tres estimulos
looming distintos: un estimulo con 100% de contraste de intensidad entre objeto y fondo
pero no polarizado (ECI), uno con contraste de polarizacion (EP, que sélo presenta un 0,5%
de contraste de intensidad) y un estimulo control no polarizado pero con un 1,7% de
contraste de intensidad (Control). El estimulo control, que presenta tres veces mas contraste
de intensidad que el EP, se utilizé para determinar que el contraste de intensidad del EP no

era suficiente para evocar la respuesta C-start.

Nuestros resultados mostraron que, efectivamente, los peces dorados son capaces
de responder a EP con un C-start. La probabilidad de ejecucién de un C-start frente a un EP
es unas 10 veces menor que frente al EClI debido posiblemente a la baja saliencia del
estimulo polarizado. Sin embargo, un estimulo de contraste de intensidad que triplicaba el
de polarizacién (Control) nunca fue capaz de evocar una respuesta de escape (figura 9,

(Otero Coronel et al., 2016)).
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Figura 9: Probabilidad de C-start para estimulos con contraste de intensidad y polarizacion. Cada animal fue
estimulado tres veces con el mismo estimulo visual con un intervalo entre estimulos de 5 min. N= nimero de
animales; n nimero de respuestas totales. (Otero Coronel et al., 2016).
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En estos experimentos sélo se observé la ocurrencia del C-start pero no se realizd
una cuantificacidon de su direccionalidad o velocidad. Tampoco se estudiaron otras variables
como pueden ser niveles de actividad, trayectorias o utilizaciéon de distintos espacios de la
pecera. En los animales que decidieron no escapar con un C-start, podrian existir otras
manifestaciones comportamentales que indicaran que los animales estan detectando el
estimulo polarizado. Por ende, en esta tesis se pretende realizar un analisis detallado de la
actividad comportamental antes, durante y después de la presentacion de estimulos
looming polarizados y comparar esa actividad con la evocada con un looming con contraste

de intensidad.
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Hipotesis y Objetivos

La hipdtesis general de esta tesis es que los peces dorados utilizan la informacién de
contraste de polarizacién en su toma de decisiones en el contexto de la respuesta de escape.

En particular, en este trabajo planteamos dos objetivos:

Objetivo 1. Comparar la cinética de la respuesta C-start de peces dorados frente a ECI con
la de la respuesta frente a EP para determinar si, una vez iniciada, la respuesta motora es

independiente de las caracteristicas del estimulo que la gatilla.

Pese a que la respuesta C-start es altamente estereotipada, se sabe que puede ser modulada
por claves espaciales. Se determinard si las respuestas frente a ECl o EP varian en su
direccionalidad, duracién, velocidad. Dado que el EP tendria menor saliencia, podria ocurrir

gue alguna de las variables analizadas difiriera entre ambas condiciones.

Objetivo 2. Caracterizar el comportamiento locomotor general de los peces antes y

después de la presentacion de estimulos looming ECI o EP.

Con este objetivo, se estudiardn estos periodos tanto en animales que escaparon con un C-
start como en los que no lo hicieron. Resultara especialmente importante el analisis de los
animales que no realizaron un C-start dado que alli podrian observarse otras estrategias de

respuesta que revelen sensibilidad frente a los estimulos de polarizacién.
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Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron peces dorados (Carassius auratus, figura 10), de ambos sexos (no
sexados), de 8-10 cm (largo estandar), adquiridos en acuarios locales. Todos los

experimentos realizados fueron aprobados por la CICUAL (FCEyN-UBA Protocolo N270).

Los peces fueron mantenidos en el acuario del laboratorio en tanques de 100 litros
en grupos de 10 individuos, a temperatura (18-22 C) y fotoperiodo (12:12 hs. luz/oscuridad)
controlados. Se realizaron cambios parciales de agua (30%) y monitoreo de su calidad (pH,
dureza, concentracion de amonio) en forma semanal. Los animales fueron alimentados tres
veces por semana con pellets flotantes (Sera) y permanecieron al menos una semana
aclimatandose a las condiciones del laboratorio antes de ser utilizados en los experimentos

comportamentales.

Los experimentos comportamentales se realizaron en los meses de marzo y abril de
2017, en el horario comprendido entre las 10 hs. y 17 hs. en un cuarto acondicionado como

se detallard mas adelante.

.

Figura 10 : Vista lateral de un pez dorado (Carassius auratus)

18



Dispositivo Experimental

Las respuestas comportamentales fueron evaluadas en una pecera de vidrio de
48x36x22 cm (ancho, profundidad, alto; figura 11), llena con agua declorada hasta llegar a
una altura de 14 cm. La pecera se encontraba ubicada sobre un soporte estructural metalico
rectangular recubierto con paredes opacas para minimizar la estimulaciéon visual no
controlada. La base de la pecera se apoyd sobre una ldmina de acrilico transparente que
permitia filmar la actividad del animal con una camara de alta velocidad (240 marcos por
segundo, Casio EX ZR100) ubicada a 55 cm por debajo de la pecera (figura 11). Por arriba de
la pecera se colocd un soporte de madera, donde se ubicé un monitor Samsung LCD 732N
PLUS (27x34 cm, 1280x1024 px, tasa de refresco de 75 Hz), con el cual se presentaron los
estimulos de contraste de intensidad y contraste de polarizacién. Los laterales exteriores de
la pecera fueron cubiertos con cartulina blanca con la finalidad de maximizar la cantidad de
luz disponible durante las filmaciones de la actividad comportamental. Para aumentar la
iluminacién de fondo y permitir un mejor seguimiento de la trayectoria de los peces en los
videos, adicionalmente se ilumind la pecera desde arriba de con una ldmpara de 100 watt de

potencia anteponiendo una lamina difusora.

Para la administracién de estimulos se utilizé el software Matlab (The Mathworks) y
la libreria Psychtoolbox en base a las dindmicas que resultaron ser efectivas para producir la
respuesta de escape en experimentos preliminares y bibliografia (Preuss et al., 2006; Otero

Coronel et al., 2016). El mismo programa se utilizd para gatillar la adquisicién de los videos.

Con el fin de evitar la alteracion de las respuestas debido a estimulos externos no
controlados los experimentos comportamentales se realizaron en una habitacién que se

mantuvo a oscuras y en silencio durante el transcurso de todo el experimento.
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Figura 11: Esquema del dispositivo experimental utilizado para evaluar la respuesta comportamental de los
peces dorados.

Estimulos visuales

Para evaluar la respuesta de escape de los peces dorados frente a estimulos de luz
polarizada, se utilizaron estimulos visuales que consistian en la expansién de un disco con
dinamica exponencial (looming en inglés). Esta imagen virtual remeda la imagen de un
objeto en trayectoria directa de colisién hacia el animal (Preuss et al. 2006).

Dinamica

En experimentos previos del laboratorio se disefiaron diferentes estimulos looming
con tamafio inicial y/o velocidad de expansién variable (figura 12). En estos se utilizé un
disco negro expandiéndose sobre un fondo blanco y se evalué su eficiencia para
desencadenar la respuesta de escape (C-start). En el panel de la izquierda se grafica la
dinamica de los cuatro estimulos utilizados que subtendian inicialmente un dngulo de 49, 82
6 162 y simulaban una velocidad de aproximacion de 20 6 60 cm/s. Cada animal recibid dos
presentaciones aleatorizadas de cada uno de los estimulos. Estas presentaciones fueron
espaciadas por 5 min. En el panel de la derecha se muestra el porcentaje de respuesta para
cada estimulo. Dada la baja saliencia de los estimulos polarizados, se eligié presentar como

estimulo para el experimento de esta tesis la dindmica n2 2, con dngulo subtendido inicial de
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89, velocidad de aproximacidn de 60 cm/s y duracidn de expansion de 221 ms (figura 12) por

ser la dindmica con mayor probabilidad de respuesta asociada.
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Figura 12: Diferentes dindmicas de looming generan un porcentaje de respuesta variable. Izquierda: dindmica
de distintos estimulos looming. Derecha: porcentaje de respuesta de escape asociada a cada uno de los
estimulos mostrados en el panel de la izquierda. Tomado de (Otero Coronel et al., 2016).

Debido a que en los experimentos realizados en esta tesis se utilizd una pecera con
una altura levemente menor (22 cm) a la de los experimentos previos, debid recalcularse el
tamano angular del disco. Este es el angulo subtentendido por el disco suponiendo que el
pez estd en el centro de la pecera. Se recalculé dicho dngulo como se indica en la figura 13 A,
considerando que este se encontraba a una distancia de 15 cm respecto al pez El tamafio
inicial del estimulo resulté finalmente de 8,542 con una velocidad de aproximaciéon de 60
cm/s. En la figura 13 B se grafica la dinamica de expansion del estimulo looming utilizado en

esta tesis. Las flechas indican el comienzo y el final de la expansion del estimulo.
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Figura 13: A Un monitor LCD presenta el estimulo looming. Este produce una imagen que se expande sobre la
retina del pez. El 4ngulo subtendido por esta imagen es igual a & = 2*tan™ (d/2*1), donde d es el didmetro del
disco presentado en el monitor LCD y / es la distancia del monitor al ojo del pez. B Dindmica de expansién del
estimulo looming, se indica el dangulo subtendido inicial (8.542) y la velocidad de aproximacién del objeto del
que se simula la expansion (60cm/s), ademas se grafica el diametro del disco presentado en el monitor en
funcidn el tiempo. Se fijé arbitrariamente t=0 al momento de finalizacion de la expansidn.

Condiciones Optimas de estimulacion para poner a prueba las
hipbtesis

a) Estimulo con contraste de intensidad

Uno de los objetivos de esta tesis era responder a la siguiente pregunta: élos C-start
en respuesta a ECl y EP son iguales o distintos? Para ello realizamos un detallado andlisis de
la cinética de movimiento de los animales durante la ejecucion de ese tipo de respuesta de

escape frente a ambos tipos de estimulos.

Ademads de los C-start, los animales podrian realizar otro tipo de respuestas frente a
los ECI y EP. Para ello nos propusimos analizar su comportamiento también en los casos
donde los animales no exhibian un C-start. Si bien, el looming EP tiene una baja tasa de
respuesta (lo que nos garantiza tener una buena proporcién de animales que no
desarrollaran C-start) en el caso de los ECI con un looming negro expandiéndose sobre un
fondo blanco la probabilidad de respuesta es muy alta (figura 12). Por lo tanto, para obtener

un looming de menor “eficiencia” y contar con un buen nimero de animales que no realicen
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respuestas C-start, optamos por reducir el contraste entre el looming y el fondo

manteniendo constante su dinamica.

Resultados previos obtenidos en el laboratorio en condiciones similares a esta tesis
mostraban que la probabilidad de respuesta C-start frente a estimulos looming podia ser
modulada por el grado de contraste entre el estimulo y el fondo. La figura 14 muestra que la
probabilidad de C-start aumenta conforme se aumenta el contraste de intensidad siguiendo
una relacion exponencial. Aqui definimos contraste como una diferencia de irradiancias
entre objeto y fondo. En particular entre tonos de gris (objetos) y el blanco emitido por la

pantalla (fondo sobre el que se expanden los objetos) y se lo calculd de la siguiente manera:
CI % =|B _IgZ* 100 %/IB 'IN ECUGCIén (1)

Noétese que operativamente normalizamos el contraste al rango de contrastes que podemos
producir con nuestro monitor de estimulacion. Para obtener CI%, entonces, medimos con un
fotdmetro ubicado debajo de la pecera la irradiancia producida por la pantalla cuando
estaba completamente blanca (cédigo RGB blanco: 255, 255, 255), diversos tonos de gris y

negro (cédigo RGB negro: 0, 0, 0).
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Figura 14: Porcentaje de respuesta C-start en funcidn de la intensidad de contraste. La linea roja muestra el
ajuste a un modelo exponencial de la forma: Y= 82,21 -87e°%%¥. Modificado de (Otero Coronel et al., 2016).

Del ajuste podemos interpolar que se necesita generar un estimulo con un contraste
del 25% para obtener un porcentaje de respuesta del 50%. Sabiendo esto, disefiamos un
estimulo de contraste de intensidad visible que se acercaba a este Cl de 25%. En particular,
usamos un estimulo looming gris de cédigo RGB: 235, 235, 235 sobre fondo blanco lo que
produjo un Cl del 22 %, bastante cercano al 25%. Fue este estimulo el que se utilizé en el

resto de la tesis y al cual se llamard ECI.

b) Estimulo polarizado

Para estudiar las caracteristicas de la respuesta de escape frente al EP se utilizé un
monitor LCD modificado que emitia imagenes con contraste de polarizacién. Para ello se le
retird la lamina polarizadora externa (Pignatelli et al., 2011; Basnak, 2016; Otero Coronel et
al., 2016; Temple 2012). De esta manera, se pueden emitir imagenes en las que los objetos
no presentan diferencias de intensidad con el fondo (se ve todo igualmente blanco) pero si
tienen diferencias en el angulo con que la luz sale polarizada. Esta diferencia de polarizacién
(y ausencia de contraste de intensidad) puede revertirse volviendo a colocar un polarizador

lineal por delante del monitor (figura 15).

Figura 15: Foto del monitor LCD modificado visto de frente con un filtro polarizador cubriéndolo parcialmente.
De no mediar la filtracidn de la luz polarizada realizada por el filtro polarizador, los humanos vemos un monitor
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uniformemente blanco. Al colocar un polarizador lineal o recolocar la ldmina polarizadora externa que habia
sido removida, se hace evidente una imagen con contraste de intensidad.

A continuacion se describe brevemente la logica de funcionamiento de este tipo de
dispositivos. Cuando se aplica una diferencia de potencial a un cristal liquido, las moléculas
qgue lo conforman cambian la orientacion de oscilacién del e-vector de la luz que los
atraviesa (Ortiz-Gutierrez et al., 2003). Los monitores LCD se basan en este principio para
generar las imagenes que un observador percibe. Estdn conformados por una fuente de luz,
una capa de cristal liquido asociada a electrodos, una capa de filtros de color (tres filtros:
rojo, verde y azul, por cada pixel) y dos filtros polarizadores lineales, a 902 uno del otro.

Estos elementos estdn dispuestos de acuerdo a lo esquematizado en la figura 16.

Luz blanca no
polarizada

Luz coloreada

Vidrio posterior f——|

Filtro polarizador f———on-—
Cristal liquido =

Filtro polarizador

Filtro de color

Figura 16: Esquema de funcionamiento de un monitor LCD. El monitor que usamos en esta tesis no tenia un
vidrio frontal por lo que se puede remover y recolocar sencillamente el filtro polarizador externo.

Como se dijo, el dngulo de polarizacién de la luz que emite el monitor depende del
voltaje al que se somete el cristal liquido y este parametro se modifica definiendo el valor en
codigo RGB que tiene la imagen. En teoria el angulo de polarizacion de la luz emitida por un
estimulo con valores RGB 0, 0, 0 (parametros para que la intensidad de luz emitida en un
monitor sin modificar sea minima) sera aproximadamente ortogonal al de valores RGB 255,
255, 255 (parametros para luz blanca maxima). En esta tesis se utilizé la mayor diferencia
posible en el angulo de polarizacidon del estimulo y del fondo. En particular, el objeto en

expansién tuvo un valor RGB de 255, 255, 255, y el fondo un valor RGB de 0, 0, O.
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Para corroborar que efectivamente existian diferencias en el angulo de polarizacién
del estimulo y del fondo, se midié el angulo de polarizacién tanto para emisiones RGB 0, 0, 0
como para emisiones RGB 255, 255, 255 del monitor sin la lamina polarizadora. Para realizar
la medicidn se antepuso un polarizador lineal que puede ser rotado de manera graduada
delante del monitor LCD y se midid con un fotémetro la intensidad de luz al rotar el
polarizador lineal (figura 17) con el fin de encontrar los angulos ante los que se registraban
el maximo y el minimo de intensidad. Tomando como referencia la orientacion del lado corto
del monitor como la orientacién 0° y el sentido dextrdgiro de giro como angulos positivos, el
angulo de polarizacidon lineal de la luz emitida para valores RGB 0, 0, 0 es de 44° y para

valores RGB 255, 255, 255, es de -36°.

Monitor LCD
l Polarizador lineal

i Fotémetro

|
a

Figura 17: Esquema del dispositivo utilizado para medir el dngulo de polarizacién de la luz emitida por el
monitor. Basicamente, se busca la irradiancia maxima al rotar un polarizador ubicado delante de un fotometro.

También se midieron las intensidades de luz emitidas por estimulo y fondo en los grupos
experimentales ECI y EP. Para ello, se retir6 el filtro polarizador graduado y segun
correspondiera, se colocé o saco el filtro polarizador externo original del monitor. Las
mediciones con el polarizador externo muestran diferencias de 364 mW/m? entre el
estimulo y el fondo usados en ECI, mientras que para los valores RGB usados en la condicién

EP no hay practicamente diferencias de intensidad entre el estimulo y el fondo (1 mW/m?).

En resumen, disefiamos los estimulos necesarios para estudiar la respuesta de los

peces frente a dos tipos de estimulos, el ECl y el EP (figura 18).
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Figura 18: Diagrama de los estimulos looming utilizados en esta tesis. A Estimulo de contraste de intensidad
(ECI, 22 %) y B estimulo de contraste de polarizacion (EP). Las flechas en B indican la orientacidn del e-vector de
campo eléctrico.

Protocolo experimental

Se utilizaron 17 animales en total. Los animales fueron transferidos desde su pecera
de alojamiento a la pecera experimental. Luego de un periodo de 30 minutos de
aclimatacidn, cada animal recibié tres presentaciones del mismo tipo de estimulo (ECI o EP)
con un intervalo de tiempo de 5 minutos entre presentaciones. Al menos una semana
después, cada animal recibié una segunda sesion experimental donde fue estimulado con el

otro estimulo. El orden de las sesiones experimentales (ECI o EP) fue aleatorio.

El comportamiento de los animales fue registrado con una camara filmando desde
debajo de la pecera lo que permitié adquirir simultdneamente la respuesta del animal y la
imagen del estimulo expandiéndose en el monitor (figura 11). Cuando el estimulo
presentado era un EP se colocé un filtro polarizador delante de la cdmara de modo de poder

filmar la expansién del estimulo, que de otra manera seria indetectable.

Inmediatamente luego de terminado el experimento se identificd al animal por
caracteristicas anatémicas, de pigmentacién propia o aplicando subcutdneamente un patrén
de marcas con azul de metileno para mantener control sobre qué sesion experimental habia

recibido. Luego se lo transfirié a su pecera de alojamiento.

27



Analisis de respuestas comportamentales

Las respuestas comportamentales adquiridas en los videos consisten
aproximadamente en 3500 marcos de 320 x 342 pixeles de aproximadamente 15 s de
duracién. Para el analisis inicial de los videos de las respuestas comportamentales se utilizé
el software VirtualDub (VirtualDub.org). Se calculd la probabilidad de respuesta de C-start
tanto para las condiciones ECI como EP. También se determinaron los tiempos exactos de

ocurrencia de las distintas fases de expansion del estimulo looming para cada respuesta:

° Aparicion del looming (Stim on).
° Fin de la expansion del looming (End loom).
° Comienzo del looming: se infirid el comienzo de la expansidn del looming sabiendo

gue ocurre 221 ms antes del final del looming. (loom)
° Inicio del escape o C-start para aquellos videos en que los animales respondieron a la

presentacién del estimulo con este tipo de respuesta.

Estos tiempos debieron determinarse para cada video en forma individual ya que
existen pequeiias diferencias temporales en los momentos en que inicia el estimulo debidas
fundamentalmente a la tasa de refresco del monitor y las limitaciones del software utilizado.

Se utilizd el programa Tracker (Open Source Physics) para determinar las posiciones x
e y de los animales en funcién del tiempo. Si bien la respuesta comportamental se adquirid a
240 marcos/s (es decir, que el tiempo entre marcos es de 4,17 ms), las posiciones de los
animales se determinaron en uno de cada tres marcos (es decir a cada 12.5 ms). Este analisis
se realizé en forma semiautomatica. Para la parte automatica se usé la opcidn “autotracker”
del programa, que funciona buscando un templado sobre un area de busqueda rectangular,
registrando las posiciones x e y del animal en relacién a ese templado. Se eligi6 como
referencia la cabeza del animal dado que no presenta cambios de forma con el movimiento y
es la primera parte del cuerpo que se desplaza al iniciarse el C-start. Cada trayectoria
generada automaticamente fue revisada manualmente y corregida en los casos en que habia
errores, que eran mas frecuentes cuando el contraste entre el animal y el fondo era muy
bajo. En los casos en que los animales realizaron una respuesta de escape tipo C-start, se

realizé un tracking manual marco por marco de los 100 ms posteriores al inicio respuesta.
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Como se menciond, cada marco consiste en 320 x 342 pixeles, el cero de
coordenadas para todos los videos analizados se establecio en el angulo inferior izquierdo de
las imagenes. Luego, las posiciones x, y fueron calibradas en centimetros teniendo en cuenta
el ancho y alto del monitor. Se asumié que el pez esta en un plano y que el error por
desplazamiento vertical es pequefo pese a que esto podria producir una subestimacion de
la trayectoria de los animales. Para evitar este error podria haberse disminuido la columna
de agua (tener una menor profundidad de agua en la pecera) pero, por otra parte, esto
podria haber afectado el comportamiento de los animales. Otra posibilidad podria haber
sido integrar las filmaciones de dos camaras, una filmando desde abajo y otra desde un

lateral (Lee et al., 2015) pero no se disponia de una segunda camara.

Una vez finalizado el tracking, los parametros de tiempo, nimero de marco vy las
posiciones x e y, se exportaron en formato de planilla Excel para luego ser analizadas en
Matlab (MathWorks). Para ello, se escribieron rutinas que permitieron analizar las
trayectorias de los animales, velocidades, posiciones, etc. Se utilizd el software OriginPro 8
(Origin Labs) para la realizacién de gréficos y el andlisis estadistico. Para la edicién de

imagenes y graficos se utilizé Adobe lllustrator CS3 (Adobe Illustrator Team).
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Resultados

Los resultados presentados en esta tesis se dividiran en 2 secciones. La primera
seccion se centrara en el andlisis detallado de la respuesta de escape C-start y su cinética con
el objetivo de comparar las respuestas evocadas frente a ECl y EP. En la segunda seccién se
analizara la actividad comportamental antes y después de la estimulacion con el objetivo de
determinar si los animales muestran un repertorio comportamental distinto frente a ECl y EP.
En base al tracking de las respuestas comportamentales filmadas se analizaran las

trayectorias y velocidades de los peces ante ECl y EP.

Seccion 1. Comparacion de la respuesta de escape C-start ante

estimulos de contraste de intensidad y polarizados (ECIl y EP)

Como se dijo, cada animal tuvo un periodo de aclimatacion de 30 minutos, seguido

de 3 presentaciones del mismo estimulo con intervalos de 5 minutos entre ensayos.

En primer lugar se determiné la ocurrencia de respuestas C-start. Como se menciond
en la Introduccion, este tipo de respuesta evasiva se caracteriza por tener una muy breve
duraciéon y un desarrollo bastante estereotipado. Tipicamente, el animal realiza una
curvatura pronunciada de su cuerpo donde lo que primero se desplaza es la cabeza (hacia el
costado derecho o izquierdo) generando la mencionada forma en letra C. Luego de esa
primera fase en la que se contrae la musculatura axial de uno de los lados del cuerpo, se
produce la contraccién de la musculatura antagénica, lo que genera un coletazo que
propulsa al animal lejos del peligro. En base al andlisis de los videos, sélo se considerd una
respuesta de escape efectiva cuando el pez realizaba el C-start durante la expansion del
estimulo looming o hasta 100 ms posteriores a la finalizacién del mismo. En la figura 19 se
ejemplifica la dindmica de esta respuesta presentando dos secuencias de fotogramas
correspondientes a C-starts de un mismo pez evocadas por el ECI (A) o el EP (B). En las
secuencias de los fotogramas se indica la actividad previa al C-start, el inicio del mismo y la
maxima curvatura del C-start. Como se puede observar en el ejemplo de la figura 19 A,

frente al estimulo ECI el pez comienza su respuesta C-start antes de la finalizacion de la
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expansién del looming (en t=-80 ms) mientras que con el EP, el pez inicia su escape después

de la finalizacion de la expansion (en t=20 ms).

Inicio C-start

“-

[]

Maxima Curvatura’

Figura 19: A y B fotogramas de respuesta comportamental de un mismo pez ante ECI o EP. El primer fotograma mostrado
corresponde al anterior al inicio de la respuesta C start. Se indica ademas el fotograma en el que comienza la respuesta de
escape (Inicio C-start) y el de Maxima Curvatura, cuando el animal alcanza dngulo maximo de giro. Los tiempos se indican
respecto al instante de finalizacion del estimulo looming (t=0).

Luego de contabilizar el nimero de C-starts evocados ante ECl y el EP se determiné el
porcentaje de respuesta como el cociente de ocurrencia de C-starts sobre el nimero total de
ensayos por 100. Estos resultados se observan en la figura 20. Los 17 animales recibieron
tres ensayos de cada tipo de estimulo (lo que en total representa 51 ensayos). Para este
anadlisis se considerd que los ensayos eran independientes (es decir que se desestimé el
factor individuo). Para ECI |a probabilidad de C-start fue del 54,9 %, mientras que para EP fue
de 9.8 % o lo que es lo mismo 28/51y 5/51 de los ensayos (Pearson Chi? 15, GL=4, p= 0,001).
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Estos resultados son concordantes con trabajos previos del laboratorio (Otero Coronel et al.,

2016).
100
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Figura 20: Probabilidad de C-start para ECl y EP. El asterisco indica diferencias significativas entre ECl y EP.
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A continuacién, nos preguntamos si la ocurrencia de la respuesta de escape podria
estar influenciada por el orden de presentacién de los estimulos. Es decir, podria ocurrir que
todas las respuestas hubieran ocurrido en la primera presentacion, la uUltima o la segunda de
las tres realizadas para cada tipo de estimulo? Para ello, se analizé el porcentaje de
respuestas ocurridas en el primero, segundo o tercer ensayo (figura 21). En la figura 21 A se
observa que la probabilidad de C-start aumenta significativamente desde el primer al
segundo ensayo para el ECI (Pearson Chi?, p = 0,02). Pese que no se indagé adicionalmente
en este fendmeno, hipotetizamos que podria existir un efecto de sensibilizacién entre la

primera y segunda presentacién del ECI.

Por otro lado, para la condicién EP no hay diferencias significativas entre los
porcentajes de respuesta por ensayo que permanece constante a lo largo de los estos
(Pearson Chi?, p > 0.05). Sin embargo, esta falta de diferencias podria deberse a la baja
cantidad de respuestas obtenidas ante la presentacién del estimulo tipo EP (sélo 5/51

presentaciones).
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Figura 21: Probabilidad de C-start por nimero ensayo (E1-E2-E3 indica el nimero de ensayo) para ECI (A) y EP (B). El
asterisco indica diferencias significativas.

A partir de la observacion de los videos comportamentales se determind la latencia
de respuesta al estimulo looming para los ensayos en los cuales hubo escapes C-start. La
latencia de escape es la diferencia de tiempo transcurrido entre la finalizacion del estimulo
looming y el inicio del C-start, definido como el primer movimiento de la cabeza del animal
(Preuss et al., 2006). Como se mencioné antes, estas latencias pueden ser tanto negativas
como positivas: las primeras indican que el animal respondié antes de finalizar la expansién
del estimulo y las segundas indican lo contrario. Las latencias de respuesta para ECl y EP se
presentan en la figura 20. Para ECI la latencia de respuesta fue significativamente menor que
para el EP (medianas: ECl= -33 ms; EP = 16 ms; test Kolmogorov-Smirnov, D= 0,065, p=

0,022).

Otra manera de ver este mismo resultado es considerar el grado de expansién del
estimulo al momento en que el animal decide ejecutar el escape. Mientras que ante ECI los
animales en promedio responden cuando el estimulo alcanza el 83% de su tamafio final,
para el EP tienden a responder luego de que el estimulo alcanza el 100% del tamafio final.
Los resultados para el ECl estdn en linea con resultados previos que muestran que
dependiendo de la dindmica del estimulo los animales responden entre 20 y 60% antes de la
finalizacién de la expansioén (Preuss et al., 2006; Neumeister et al., 2008). Sin embargo, para
el EP, los animales responden con baja probabilidad y luego de que el estimulo terminé de

expandirse. Una posible explicacién para esta mayor latencia es que si el EP tuviera mucha
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menor “saliencia” que el ECI podria suceder que al animal le tome mas tiempo analizar ese

estimulo y por lo tanto arribe a la “decisidon” de responder después.

100 =

] ECIN=16n=28
[ EP N=4 n=5

Figura 22: Latencias de respuestas C-start ante ECl y EP. La lineal horizontal y punto en los graficos de cajas
representan la mediana y media respectivamente y los limites inferiores y superiores de la caja representan el
primer y tercer cuartil de la distribucidn. Las barras representan el 1y el 99% de la distribucidn. N: nimero de
animales con al menos un C-start, n: nimero de escapes.

Nos preguntamos también, si la cinética de escape era diferente para ambas
condiciones de estimulaciéon. Es decir, una vez que los animales deciden realizar un C-start,
este ¢es igual en ambas condiciones de estimulacién o las propiedades del estimulo

condicionan las caracteristicas de la respuesta desplegada?

La cinética del C-start en peces es descripta por 3 fases diferentes: la fase 1,
correspondiente al giro del animal alrededor de su centro de masa formando la tipica curva
en C (fase preparatoria), una fase 2, en la cual el pez se propulsa en direccidon opuesta del
estimulo y, en algunos casos un contragiro, también visto en nuestros experimentos y una
fase 3 variable, donde el animal se aleja nadando que puede o no ocurrir (Domenici and
Blake, 1997). En nuestro analisis, nos centramos en la fase 1. Para ello analizamos los videos
comportamentales de las respuestas efectivas con el programa Imagel. Como se

esquematiza en la figura 23, primero medimos el angulo que tenia el pez respecto a la
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orientacién del eje largo del monitor, tomando como referencia el centro de masa definido
como la linea media entre la cabeza y el primer par de aletas pectorales (Weiss et al., 2006).
De la misma manera se midié el angulo cuando el animal llegaba a la maxima curvatura de
giro. La duracion en milisegundos de la fase 1 se definid como la diferencia de tiempo entre

el comienzo de C-start y el tiempo de mdxima curvatura.

Figura 23: Esquema representativo de las mediciones de la cinética del C-start. Se indican con lineas rojas el
angulo inicial y final respecto a la orientacidon del eje largo del monitor. La diferencia entre estos ultimos es el
angulo maximo de giro.

En la figura 24 se muestra la comparacién entre ECl y EP para la amplitud del giro (A)
y la duracion de la fase 1 (B). El angulo de giro maximo promedio (+DE) para las condiciones
ECl y EP obtenido fue muy similar 592 + 2292 y 5992 + 209 respectivamente (test Kolmogorov-
Smirnov, D=0,221, p= 0,947). La duracién promedio (+DE) de la fase 1 fuede 25+ 7msy 25 +
4 ms para ECl y EP respectivamente. Tal como en el caso del angulo de giro, estas
magnitudes son muy similares para ambas condiciones de estimulacién y no muestran
diferencias significativas (Kolmogorov-Smirnov, D=0,224, p=0,961). Estos resultados sugieren
gue una vez que los animales detectan el estimulo y deciden escapar, la cinética de la
respuesta motora que se ejecuta seria la misma e independiente de las caracteristicas del

estimulo que la gatillo.
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Figura 24: Angulo de giro maximo (A) y tiempo del estadio 1 de la respuesta C-start (B) frente a ECl y EP. La
lineal horizontal y punto en los gréficos de cajas representan la mediana y media respectivamente y los limites
inferiores y superiores de la caja representan el primer y tercer cuartil de la distribucidon. Las barras
representan el 1 y el 99% de la distribucion. N: nimero de animales con al menos un C-start, n: nimero de
escapes.

Luego de inspeccionar los videos de los experimentos comportamentales, resultd
claro que los animales tendian a evitar el centro de la pecera y por lo tanto preferian la
periferia de la misma (bordes, ver Seccidén 2). Por esto, nos preguntamos ¢La distancia del
animal respecto a la periferia de la pecera afectard la respuesta de escape? Para esto y en
base a las posiciones x e y resultantes del tracking, se calculd la distancia entre la cabeza de
los peces y el centro de la pecera tanto para ECl y EP. Dependiendo si los animales habian
respondido con un C-start o no, la distancia se considerd al momento del inicio del escape o
al momento de la finalizacion de la expansién respectivamente. Dado que la pecera era
rectangular la distancia mdxima (45 cm) corresponderia a los animales que estaban contra
una de las esquinas mientras que cero corresponderia a animales que se encontraban
exactamente en el centro de la pecera. En la figura 25 A se grafican las posiciones x e y de los
animales que si respondieron con un C-start al momento de comenzar el escape. Los puntos
negros corresponden al EClI mientras que los rojos representan la condicion EP. En la figura
25 B, se muestran para ECI (negro) y EP (rojo) las posiciones de los animales que no
respondieron con un C-start. En esta condicidn se presenta la posicion de cada pez al
momento de la finalizacién de la expansion del looming (End loom). En ambas gréficas la
cruz indica el centro de la pecera (punto respecto al cual se calculé la distancia). La linea
punteada indica los limites de la pecera. Como se observa en la figura 25, en ambas

condiciones la mayoria de los animales se encontraban cerca de los bordes de la pecera al
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momento de producir (o no) la respuesta de escape pero distribuidos en forma

relativamente homogénea en la pecera.

En la figura 25 C se compara la distribucidén de frecuencias de distancias de los peces
respecto al centro de la pecera entre respuestas y no respuestas C-start. En ambos casos los
animales se distribuyeron en forma similar ya sea que respondieran o no. Las medianas de
las distribuciones son 24 y 20 c¢cm para los animales que responden y no responden
respectivamente, no habiendo diferencias significativas entre grupos (Test Kolmogorov-

Smirnov D=0,32, p = 0,12).

La figura 25 D muestra el mismo andlisis realizado ahora para la condicion EP.
Nuevamente, los animales se distribuyen por toda la pecera pero tienden a ubicarse
cercanos a la periferia. Las medianas de las distribuciones son 32 y 29 cm para los animales
gue responden y no responden respectivamente, no habiendo diferencias significativas (Test
Kolmogorov-Smirnov, D= 0,36, p= 0,50). Cabe mencionar aqui que dado que sélo hubo 5
respuestas para el EP, dificilmente podria detectarse una diferencia significativa en esta
distribucién. Sin embargo, pareceria existir en el caso del EP una leve tendencia a

permanecer aln mas cerca de los bordes de la pecera que cuando son expuestos al ECI.
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Figura 25: En A y B se grafican las posiciones de la cabeza de los animales tanto para aquellos ensayos donde
hubo respuestas C-start (A) y no respuestas (B). Los simbolos negros corresponden a ECI y los rojos a EP, el
borde punteado representa los limites de la pecera. En C y D se grafican las distribuciones de frecuencias de
distancias al centro de la pecera para ECI (C) y EP (D). Las barras negras y rojas representan las respuestas
positivas mientras que las barras rayadas representan los casos en que no se produjo un C-start. Las barras
comprenden un bin de 5 cm. n: nimero de ensayos.
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1)

2)

3)

4)

Seccion 2. Actividad locomotora antes y después de la estimulacién
con ECl o EP

Definicidén de los periodos de analisis

En esta seccion se presenta el analisis del comportamiento motor de los peces antes

y después de la presentacién del estimulo looming ECI o EP.

Como se menciond en la seccion de materiales y métodos, la actividad
comportamental de los animales devenida de la presentacion de los tipos de estimulos ECl y
EP fue adquirida con una camara a una tasa de 240 marcos por segundo, esto implica que
registramos la posicién del pez cada 4.17ms. Utilizando el programa Tracker se determinaron
las posiciones x e y de los animales en funcion del tiempo en uno de cada tres marcos, es
decir cada 12.5 ms (figura 26 A, linea roja punteada). La actividad registrada se dividié en 4
intervalos temporales correspondientes a diferentes fases de progresion del estimulo

looming (figura 26 B):

Pre stim: Intervalo que comprende desde el inicio del registro hasta la aparicion del estimulo
looming (Stim on, linea verde en 26 B).

Stim on: Intervalo que comprende desde la aparicidn del estimulo looming hasta el inicio de
la expansion (puntos 1 a 2, linea roja en 26 B). Es decir, la aparicidon y presencia del circulo
qgue luego se expandira.

Loom: Intervalo que comprende el periodo de expansién del estimulo looming (puntos 2 a 3,
linea negra en 26 B).

Post loom: Intervalo que comprende desde la finalizacién del looming hasta el final del

registro de la actividad comportamental (linea magenta en 26 B).

La figura 26 C muestra dos ejemplos de trayectorias correspondientes a un mismo
animal. En el panel superior el animal responde al estimulo EP mientras que en el inferior
recibe el estimulo ECI y no responde. Notar que el color del trazo de la trayectoria se
corresponde con los diferentes periodos de estimulacion antes definidos. En el ejemplo del

panel superior, el animal estaba relativamente quieto y cercano a uno de los bordes de la
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pecera pero al ser estimulado con el looming ejecuté un C-start seguido por una fase de
nado intenso en el que el pez se desplazé al extremo opuesto de la pecera. El recuadro en la
figura es una ampliacién de la actividad del animal (practicamente nula) previa a la ejecucion

del C-start.

En el segundo ejemplo el animal no ejecuté una respuesta C-start. Este se
encontraba nadando por el borde de la pecera durante el periodo previo a la aparicién del
estimulo (linea verde) y durante su presentacién estatica (Stim on, linea naranja). Luego de
un periodo donde el animal sigue explorando la esquina de la pecera (y que coincide con el
periodo de expansidn y parte de Post loom (lineas negro y magenta) el animal retrocede su

camino (linea magenta).

Para estudiar la variacion de la velocidad de nado en el tiempo, se calculé la
velocidad instantdnea como la distancia recorrida entre dos puntos dividido por el intervalo
temporal transcurrido (12.5 ms). Debido al método de tracking de la posicién de los
animales, en ocasiones se producen imperceptibles saltos en la trayectoria (no evidentes en
el grafico) pero que producen picos de velocidad instantanea espurios. Esto era mas
frecuente en zonas de bajo contraste de los videos, principalmente en los bordes donde
existia cierta incertidumbre sobre el punto exacto de la posicién de la cabeza. Para reducir
este artefacto, se realizd un suavizado de las velocidades instantaneas utilizando la funcién
de Matlab “smooth” usando el método “rloess” con una ventana de 10 marcos. (Esta
funcidén suaviza los datos usando una ventana mavil que les aplica una regresion polindmica
de grado 2, asignando un bajo peso a los valores muy alejados de la media y peso cero a los
datos que estan por fuera de 6 veces el desvio medio absoluto.) De esta manera logramos

reducir picos de velocidad que se debieran a artefactos en el tracking.

En la figura 26 D se muestra la velocidad instantdnea correspondiente a la trayectoria
de la respuesta ilustrada en 26 C. En el panel superior, correspondiente al animal que
responde con un C-start frente al EP, se observa que la velocidad instantanea de nado era
muy baja durante el periodo previo y durante la expansion pero que aumenta abruptamente
al realizarse el escape y se mantiene variable pero alta hasta la finalizacién del registro. El
mismo animal no respondié al estimulo ECI (panel inferior de la figura 26 D) lo que se

evidencia en la ausencia de un incremento brusco de la velocidad instantdnea mientras que,
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por el contrario esta se mantuvo en un promedio de 11 + 7 cm/s a lo largo de toda la

trayectoria.
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Figura 26: A Superposicion de un marco de filmacién con la trayectoria generada a partir de los videos
comportamentales por el programa Tracker (linea roja). B Intervalos en que fue dividido el registro
comportamental, definidos a partir de las diferentes fases de progresion del estimulo. Trayectoria (C) y
velocidad instantanea (D) para un animal que responde a EP (paneles superiores) y que no responde al ECI
(paneles inferiores). En ambos graficos, el color de la linea se corresponde con los intervalos definidos en B. Las
ampliaciones en C presentan la trayectoria para el periodo circundante a la expansién del looming.
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Ademas de analizar la ocurrencia o no de una respuesta de escape, el registro de la
actividad comportamental permitié observar una diversidad de respuestas en la pecera
experimental. En la figura 27 se muestran distintas trayectorias y sus correspondientes
velocidades instantaneas para 4 casos distintos. Las figuras 27 A y B corresponden a un
animal que, estimulado con ECI, permanecié quieto hasta el inicio de la expansién, pero
cuando, percibe el estimulo, escapa y nada recorriendo toda la superficie de la pecera.
Cuando el mismo individuo fue estimulado con EP permanecié inmévil en un lateral de la
pecera (figura 27 C), lo que se refleja en una velocidad instantdnea (figura 27 D) con un
promedio de cero cm/s. En la figura 27 E y F se presentan la trayectoria y velocidades
instantaneas para un animal que no responde al ECl y que nada fundamentalmente por el
centro de la pecera a una baja velocidad por lo que su desplazamiento es mucho menor
comparado con el de la figura 27 A. Finalmente, en 27 G y H se presenta el ejemplo de un
animal estimulado con EP que nada por los bordes de la pecera y muestra un pico en su

velocidad instantanea al realizar el C-start pero luego contindia con un nado lento.
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Figura 27: A-H Ejemplos de trayectorias y velocidades instantaneas en funcidn del tiempo para distintas
respuestas de peces a ante ECl y EP. Escala temporal centrada en la aparicion del estimulo (Stim on).
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A continuacidn se realizé el analisis conjunto de los 17 animales, que recibieron cada
uno tres estimulaciones con ECl y tres estimulaciones con EP. Se presentan separadamente
los resultados correspondientes a los periodos previo, posterior a la aparicidn y posterior a

la expansion de los estimulos.

Actividad comportamental previa a la aparicion del estimulo

looming (Pre stim)

Durante Pre stim (1,5 s) el estimulo ni siquiera estd presente en la pantalla, pero
podria resultar que incluso sin estimulo ya hubiera diferencias en cuanto a la velocidad
media desplegada por los peces. Esto podria deberse a que la cantidad y calidad de luz fue
distinta en las dos condiciones y por lo tanto podria ocurrir que este hecho por si solo
produjera cambios en la actividad previa lo que a su vez determinaria que los peces no se
encontraran en iguales condiciones al momento de aparecer el estimulo. En efecto, en las
condiciones iniciales la irradiancia del monitor para el EP era de 658 mW/m2 mientras que
para el ECI era de 408 mW/m2. Esta diferencia es producto de que la lamina polarizadora
colocada para generar el ECl absorbe una porcidn de la luz. Antecedentes previos sefialaban
gue los animales sometidos a un alto nivel de iluminacién podrian desplegar una respuesta
de freezing, lo que a su vez podria afectar la probabilidad de escape. Por lo tanto, podria
suceder que la baja probabilidad de respuesta a los estimulos polarizados no se debiera a
una menor saliencia si no a que los animales estan realizando otra actividad (freezing) que

inhiba la ejecucion de un escape.

En la figura 28 se presenta la velocidad instantanea promedio (*DE) previa a la
aparicién del estimulo looming dividida en tres intervalos de 500 ms para ambas condiciones
de estimulaciéon. Nétese que a diferencia de las figuras 26 y 27 donde el tiempo cero se
centré en la finalizacién del estimulo, aqui el tiempo cero se asigné al momento de aparicion
del estimulo. Los animales mantuvieron la misma velocidad media para ECl y EP analizada en
esos intervalos y la velocidad instantanea promedio para el periodo completo (1.5 s) fue de
7,2 +4,4 cm/s para ECly 6,8 + 2,8 cm/s para EP, no siendo significativamente diferentes (Test
Wilcoxon para muestras pareadas, W=75, p= 0,481). Es decir que en nuestras condiciones de
estimulaciéon, no se detectd una diferencia en la actividad motora comportamental de los
peces reflejada en una diferencia de velocidad de locomocién; por lo que la diferencia en la
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probabilidad de escape entre ECl y EP no podria ser explicada por una diferencia en su
velocidad de nado previa. Es importante mencionar que en la observacién de los videos
comportamentales tampoco detectamos otras diferencias cualitativas tales como una
diferencia en la ocurrencia de freezing, periodos prolongados de inmovilidad o una

diferencia en el uso del espacio de la pecera.
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Figura 28: Velocidad instantanea promedio +DE durante Pre stim dividida en 3 intervalos de 500 ms para ECl y
EP. N= nimeros de animales totales, n= nimero de ensayos totales. Escala temporal centrada en Stim- on. Sdlo
se indica el inicio del intervalo en la escala temporal.

Actividad comportamental para el periodo Stim on

También nos preguntamos si hubo algin cambio en la actividad motora de los
animales, reflejada en un cambio en la velocidad ante la aparicién del estimulo (disco de
8,542) que luego se mantenia con tamano fijo por 5 s. En este caso, se analizé
especificamente tanto en los videos como en la velocidad instantanea, si habia alguna
respuesta motora reflejo de la deteccién de la aparicién del disco inicial. Por ejemplo, en

ningun caso lo animales desplegaron un C-start ante la mera aparicién del estimulo.
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La velocidad instantanea promedio (xDE) para intervalos de 500 ms se muestra en la
figura 29. Durante este periodo los animales a los cuales se les presenté el ECl nadaron a una
velocidad promedio similar que cuando fueron enfrentados al EP: las velocidades promedio
de todo el periodo (+ mas su DE) fueron de 8,2 + 4,8 cm/s para ECl y 6,9 + 2,6 cm/s para EP.
No encontramos diferencias significativas entre ambas condiciones de estimulacidon (Test

Wilcoxon para muestras pareadas, W= 61, p=0,243).

B ECI N=17n=51

Bl EP N=17n=51

Velocidad Instantdnea Promedio (cm/s)

1000 2000 3000 4000
Tiempo (ms)

Figura 29: Velocidad instantanea promedio (+DE) durante el periodo Stim on dividida en intervalos de 500 ms
para ECl y EP. N numero de animales, n nimero de ensayos totales. Escala temporal centrada en Stim-On. Sélo
se indica el inicio del intervalo en la escala temporal.

Actividad comportamental para el periodo post loom

Finalmente, se analizd la velocidad de los animales luego de la finalizacién de la
expansién (Post loom) con la finalidad de determinar si esta diferia entre ECl y EP. Para ello,
se determind la velocidad instantdnea promedio en 13 intervalos de 500 ms centradas en la
finalizacion del estimulo looming (el tiempo cero corresponde al instante de finalizacién de
la expansion). En este andlisis, ademas de separar a los grupos experimentales por el tipo de
estimulo recibido se analizé separadamente la respuesta de los animales que realizaron o no

un escape (figura 30). A fines comparativos, se incorpora ademds un intervalo temporal
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(barra sin relleno) que comprende a los 500 ms previos a la finalizacién del estimulo looming
(este intervalo incluye la expansidn del looming (221 ms)). En la figura 30 A, correspondiente
a las 28 respuestas de escape obtenidas con el ECI, se ve el incremento en la velocidad

promedio producto del C-start, que no resulta tan evidente para el EP (figura 30 B).

La comparacién de la velocidad en A y B, muestra que si bien para ECI la velocidad
promedio tenderia ser algo mayor (15,9 + 15 cm/s vs. 11,2+ 8,8 cm/s para EP) en ambos
casos tiende a decaer hacia el final del periodo. La comparacién de la velocidad promedio en
todo el periodo no muestra diferencias significativas (Test Kolmogorov- Smirnov, D=0,35,
p=0,58). Es importante aclarar que dado la gran disparidad en la probabilidad de respuesta
entre ambas condiciones de estimulacion (28 vs. 5 respuestas) es dificil detectar diferencias
estadisticamente significativas. Para el ECI se incluyeron todas las respuestas de los animales
(aguéllos que nadaron mucho o nada luego del C-start) lo que probablemente contribuye a
la mayor dispersién de ese grupo. EP muestra una menor dispersiéon de sus datos pero por
ejemplo, aparenta un desarrollo de la velocidad con picos a 1 y 4s, que sin embargo estdn

producidos por un Unico animal y no representan a la actividad del conjunto.

En La figura 30 C y D se muestran los resultados para las respuestas de los animales
gue no realizaron un C-start. En este caso las diferencias en la velocidad Post loom fueron
aun menores (8,6 + 4 cm/s para ECl y 6,8 + 4,0 cm/s para EP) y no difirieron entre si (Test

Kolmogorov- Smirnov, D=0,28, p =0,16).

Si encontramos diferencias significativas al analizar la distancia recorrida en el
periodo (aproximadamente 8 s), entre los animales expuestos a la condiciéon ECI y EP. En
promedio estas distancias recorridas son mayores para ECl 112,3+ 98,7 cm (+DE) respecto a
EP 63,8 + 38,5 (Test Wilcoxon para muestras pareadas, W=0,87 p= 0,002). Si bien la
tendencia se mantiene, esta diferencia estadistica en la distancia total recorrida desaparece

si se comparan por separado aquellos animales que responden o no al ECl y al EP.
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Discusion

En la presente tesis se estudid el uso de la polarizacion en el contexto de la deteccién
de movimiento y, en particular, de una respuesta anti predatoria como es el C-start.
Experimentos previos mostraron que los peces dorados escapan frente a estimulos que
presentan Unicamente contraste de polarizacion con el fondo con una probabilidad de
respuesta baja. En esta tesis nos preguntamos: 1) si la cinética del C-start producida por
estimulos visuales polarizados era distinta de la producida por estimulos con contraste de
intensidad y Il) si la actividad locomotora antes, durante y después de la presentacién de
ambos tipos de estimulos era igual o diferia.

Para realizar este estudio pusimos a punto un dispositivo experimental (figura 11) que
permitid registrar y analizar la actividad comportamental mediante tracking para, luego
analizar las trayectorias, velocidades, uso de la pecera, etc. Es importante destacar que parte
del trabajo previo a la realizacion de los experimentos propiamente dichos consistié en poner
a punto este dispositivo para tener una buena calidad de imagenes manteniendo siempre
como prioridad que las manipulaciones experimentales alteraran lo menos posible la
conducta normal de los animales. En particular, se aprovecharon videos preexistentes para ver
cuan factible era trackear a los animales y alli se hizo evidente la necesidad de iluminar el
dispositivo experimental desde arriba con una luz adicional a la provista por la pantalla.

También en base a que conociamos cdmo el contraste de intensidad entre fondo vy
estimulo condiciona la probabilidad de escape, pudimos disefiar un ECI que a priori debia
producir un porcentaje de respuesta cercano al 50%. El haber aprovechado esta informacién
previa asegurd un numero de respuestas positivas y negativas balanceadas para el caso del
ECI.

Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran nuestra observacién previa de que
los peces dorados son capaces de utilizar la informacién de contraste de polarizacion en el
contexto de respuestas de escape (C-start). El haber podido reproducir estos resultados
utilizando una camada de animales diferentes, otra época del afo, un dispositivo
experimental levemente diferente y otra persona en la realizacién de los experimentos

aumenta la robustez del resultado.
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Nuestro protocolo experimental incluia 3 presentaciones del estimulo visual separadas
por 5 minutos. La razén para usar este diseno se debié a que, como los animales nadan
libremente en la pecera no controlamos su posicion y la reiteracion del estimulo podria dar
mas “oportunidades” a que el animal lo perciba. Debido a que los animales cambian
constantemente de posicion, en alguna estimulacion podria encontrarse en una posicién que
permita observar al estimulo de manera mds o menos directa. Otro factor que puede afectar
la respuesta es que el animal esté realizando una actividad distractora (como explorar la arena
para tratar de encontrar una salida de la pecera). La reiteracion en la estimulacién conduce a
la pregunta de si la probabilidad de C-start podria estar siendo afectada por el orden de
presentacién de los ensayos. Para ECI parece haber un efecto en la probabilidad de ejecucidn
del C-start, ya que la probabilidad de la respuesta en el primer ensayo es mucho mas baja que
en el segundo y el tercero (figura 21). Este fue en realidad uno de los ultimos analisis
realizados en la tesis. La no independencia de las respuestas en funcidon del orden de
estimulacién indica que se deberian reanalizar los resultados presentes utilizando un disefio
estadistico que incluya el factor de medidas repetidas para una futura publicacién de los
resultados. En cualquier caso, el aumento en la probabilidad de respuesta para el segundo y
tercer ensayo sugiere que estaria ocurriendo un fenédmeno de sensibilizacion sobre el que no
indagamos en mayor profundidad. Para determinar si efectivamente existe este fenémeno
podria intentarse espaciar aun mas las presentaciones de los ensayos. Por otra parte, no
encontramos efecto de los ensayos sobre la probabilidad de C-start para la condicion EP. Esto
podria deberse a que dado el bajo numero de respuestas positivas, la potencia del analisis
estadistico es baja.

Una ventaja de tener mas de una respuesta por animal es que se podria contemplar el
“efecto individuo” en el tratamiento estadistico. Como en nuestro disefio todos los animales
aportaron el mismo nimero de observaciones a ambos tratamientos decidimos ignorar este
factor en esta primera instancia de andlisis. Cabe sefalar, de todos modos, que en una
inspeccién detallada de los datos no observamos que hubiera animales que respondieran en
todas o ninguna condicién. Por ejemplo, las respuestas al EP corresponden a 4 animales
distintos que no necesariamente respondieron siempre al ECI. En cualquier caso, un
tratamiento estadistico mas riguroso deberia incluir también al factor repetido “individuo”.
Técnicas de andlisis un poco mas sofisticadas, como los Modelos Lineales Generalizados
permitirdn mejorar el actual andlisis incorporando estas fuentes de variacién.

51



En relacidén a la latencia de escape, los animales tienden a responder en promedio
antes de que finalice el estimulo cuando son estimulados con ECI, mientras que cuando son
estimulados con EP la latencia de la respuesta es mayor (figura 22). Una hipdtesis que
explicaria la mayor latencia de respuesta para el EP involucra su saliencia. Pese a que
desconocemos los mecanismos especificos de integraciéon sensorial que subyacen a la
decisién de iniciar el escape frente al EP, es posible que un estimulo menos saliente deba ser
integrado por mas tiempo para desencadenar una respuesta. Llevado a términos
neurofisiolégicos, dado que el C-start es iniciado por un potencial de accién en la célula
Mauthner, se podria pensar que la excitacidon producida a nivel de la retina y tectum dptico
es conducida hacia la célula Mauthner y si esta, en ultima instancia se despolariza lo
suficiente, desencadenara un escape. El instante en que ese escape se produzca dependerd
del tiempo que tarde la neurona Mauthner en llegar a su umbral de disparo. Por lo tanto, un
estimulo de mayor contraste podria producir con una pequefia expansidon (producida en
poco tiempo) la excitacidon suficiente en retina-tectum-Mauthner suficiente como para
iniciar el escape. Un estimulo menos saliente como el EP podria requerir de un mayor grado
de expansién (y por ende mayor tiempo) para conseguir el mismo efecto. Bajo este
razonamiento, de hecho, la mayoria de las veces el grado de expansion que alcanza el
estimulo no alcanzaria a llevar a la célula Mauthner a su umbral de disparo, lo que explicaria
la baja probabilidad de respuesta del EP.

El C-start es una respuesta de escape de “Ultimo recurso” de la cual puede depender
la vida del animal, por lo que es esperable que cualquier mejora en la deteccién del estimulo
sea beneficiosa para el este. Podria plantearse que una respuesta tan tardia cémo la que
observamos aqui (luego de la finalizacién del estimulo o, dicho de otro modo, cuando el
predador estd sobre el animal) no seria atil. Aqui hay que tener en cuenta, que en la
naturaleza no existen estimulos que presenten Unicamente contraste de polarizacion como
los aqui usados, si no que esta clave se sumaria a otras con el fin de aumentar la
probabilidad de detectar un estimulo de peligro.

En experimentos previos del laboratorio bajo condiciones similares a las de esta tesis,
pero en los que se utilizd distinto numero de animales y un monitor levemente distinto (10
animales por grupo; Hewlett-Packard LI940, 60Hz) se determind la probabilidad y latencia
del C-start en funcidon del contraste de intensidad de estimulos looming. En estos
experimentos, se encontré que estimulos de bajo contraste traen asociada una baja
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probabilidad de C-start y latencias de respuesta altas (figura 31). Por ejemplo, mientras que
un estimulo negro sobre fondo blanco (contraste de intensidad 100%) produce un C-start en
el 88% de los casos unos 75 ms antes del final de la expansién, un estimulo de tan sélo 7%
de contraste evoca una respuesta de escape en sélo el 17.9% de los casos y esos animales
responden hacia el final de la expansién. A modo de comparacién, las latencias de
respuestas obtenidas para el ECI utilizado aqui (22,5% de contraste de intensidad) evocaron
una probabilidad de respuesta del 56% con una latencia que si bien es un poco mas variable

y algo mas tardia estd en linea con los resultados previos del laboratorio.
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Figura 31: Latencias vs contraste de intensidad y probabilidad de C-start. La lineal horizontal y punto en los
graficos de cajas representan la mediana y media respectivamente y los limites inferiores y superiores de la
caja representan el primer y tercer cuartil de la distribucidn. Las barras representan el 1 y el 99% de la
distribucion. La caja resaltada en gris muestra las latencias obtenidas para el ECI utilizado en esta tesis.

Estos resultados también son coherentes con los obtenidos por otros grupos de
investigacién en peces dorados pero utilizando estimulos auditivos en donde la baja
intensidad de estimulacién (baja saliencia) se encontrd asociada a una baja probabilidad de
escape (Neumeister et al., 2008). En el mismo sentido, experimentos realizados en larvas de
pez cebra (Danio rerio), se observd que el bajo contraste de estimulos visuales da lugar a
bajas probabilidades de escape mientras que altos contrastes a altas probabilidades de

respuesta (Troconis et al., 2017).
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En relacidon a la cinética de los C-start evocados por EClI o EP, no encontramos
diferencias respecto al angulo de giro ni su duracién. Estos resultados sugieren que una vez
gue los animales percibieron el EP y deciden escapar, la cinética de la respuesta motora es la
misma que para ECI. Por lo tanto hipotetizamos que la respuesta al EP estaria mediada por
el mismo circuito neuronal y motor que media la respuesta de escape para ECI, es decir el
circuito de la célula Mauthner. En este contexto, seria muy interesante poder realizar
registros electrofisiolégicos en esta célula para determinar si estimulos polarizados
producen una respuesta sinaptica en ella.

La respuesta C-start es muy direccional, normalmente los animales escapan
alejandose del estimulo de peligro. Dado que en nuestro caso el looming se expande desde
el centro a la periferia de la pecera, un escape direccional (en contra de la direccién de
expansion) implicaria escapar hacia las paredes de la pecera. Cuando los animales se
encontraban en el centro de la misma, efectivamente escapaban hacia la periferia. Sin
embargo, la presencia de obstaculos modifica la cinética de la respuesta C-start (Eaton et al.
1991). Por esto, podria ocurrir para ambas condiciones de estimulacion que los angulos de
giro correspondientes a la fase 1 estuvieran influenciados por la ubicacion de los animales
en la pecera. Como se mostré en la figura 25 en general, los animales se encontraban en la
periferia al momento de percibir los estimulos. Por lo tanto, como los animales ya estaban
cerca de las paredes, tendian a hacer escapes con angulos pequefios para evitar colisionar
con la pared de la pecera. Esto también se evidencié a partir de la observacién de los videos
comportamentales, donde los animales luego del primer giro hacia la pared realizaban
rapidamente un contragiro en direccién opuesta. Mds alla de este efecto de la cercania con
las paredes, la duracién del estadio 1 (correspondiente al C-start) se encuentra en el rango
gue se menciona en la bibliografia (Eaton and Emberley, 1991; Weiss et al., 2006).

Finalmente, la actividad comportamental locomotora fue dividida en tres periodos
(Pre stim, Stim on y Post loom) con el fin de determinar si durante estos periodos se
alteraba el comportamiento de los animales. Dado que el estimulo EP tenia menor saliencia,
podrian haber ocurrido cambios en el comportamiento que denoten sensibilidad por este
tipo de estimulos pero que no se manifestara a nivel de la respuesta C-start. Estudiamos con

particular atencion, la velocidad de nado.
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Antes de la aparicion del estimulo looming los animales estaban en condiciones
diferentes de iluminaciéon en cuanto a la polarizacién e intensidad de la luz (figura 28).
Ademas, de estas dos diferencias antecedentes previos indicaban que los peces dorados se
orientan respecto al eje de polarizacion de la luz lo que también podria haber afectado su
comportamiento posterior y en consecuencia la probabilidad de respuesta ante la
presentacion de los estimulos (Kleerekoper et al., 1973). Sin embargo no encontramos un
comportamiento diferencial en el periodo previo a la estimulacién por lo que, en principio,
los animales partirian de una situacion comportamental similar al momento de producirse la
aparicion del estimulo looming. Tampoco observamos ninglin cambio evidente en el
comportamiento de los animales para el periodo comprendido entre la aparicion del disco y
el comienzo de su expansion (Stim on, figura 29). Cabe notar que en ningln caso se
produjeron escapes por la mera aparicién del disco inicial del looming. Finalmente, luego de
la expansidn, se encontrd que los animales nadaron mas frente a estimulos ECI que frente a
estimulos EP, aunque este resultado debiera ser reforzado aumentado en el nimero de

animales que responden al EP (figura 30).
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Conclusiones

En esta tesis se plantearon dos objetivos relacionados con el uso que los peces
dorados hacen de la informacion provista por el plano de polarizaciéon de la luz en el
contexto de respuestas de escape. El primero estaba directamente relacionado con la
cinética del C-start mientras que el segundo se planteaba explorar el comportamiento de los

animales antes y después de la estimulacion con un looming.

En este trabajo, corroboramos que estimulos que presentan Unicamente contraste
de polarizacidon son capaces de ser detectados, considerados peligrosos y evocar un C-start,
pese a que se arriba a esa decisién con baja probabilidad y tardiamente. Si bien en la
naturaleza no son habituales estimulos que presenten Unicamente contraste de polarizacién,
dado que el C-start es una respuesta de escape de “Ultimo recurso” y de la cual puede
depender la vida del animal, es esperable que cualquier mejora en la deteccidon del estimulo
sea beneficiosa para el animal. Dicho de otro modo, un animal que detecte el contraste,
color y velocidad de un estimulo pero que, ademas, pueda detectar el contraste de

polarizacidn, podria tener una ventaja adaptativa frente a otro que no lo pueda hacer.

Especificamente, respecto a la comparacion de la cinética de las respuestas motoras
nuestros resultados sugieren que la informacién visual provista por estimulos polarizados es
integrada de una manera similar a la informacion de contraste de intensidad. En particular,
las respuestas C-start, cuyas bases neuronales estdn muy bien caracterizadas, mostraron ser
indistinguibles. Esto sugiere que la informacidn sobre el plano de polarizacion de la luz se
sumaria al resto de las propiedades del estimulo contribuyendo potencialmente a

desencadenar la respuesta C-start.
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