
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     bibliotecadigital.exactas.uba.ar

Tesis de Grado

Visión de luz polarizada en el pez
dorado: análisis de la respuesta

comportamental

Aguirre, Cristian Daniel

2017

Este documento forma parte de las colecciones digitales de la Biblioteca Central Dr. Luis
Federico Leloir, disponible en bibliotecadigital.exactas.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the digital collection of the Central Library Dr. Luis Federico Leloir,
available in bibliotecadigital.exactas.uba.ar. It should be used accompanied by the
corresponding citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:

Aguirre, Cristian Daniel. (2017). Visión de luz polarizada en el pez dorado: análisis de la
respuesta comportamental. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos
Aires. https://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO001597_Aguirre

Cita tipo Chicago:

Aguirre, Cristian Daniel. "Visión de luz polarizada en el pez dorado: análisis de la respuesta
comportamental". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
2017. https://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO001597_Aguirre

https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar
https://bibliotecadigital.exactas.uba.ar
https://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO001597_Aguirre
https://hdl.handle.net/20.500.12110/seminario_nBIO001597_Aguirre
mailto:bibliotecadigital.exactas.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Carrera de Ciencias Biológicas

Tesis de Licenciatura

Visión de luz polarizada en el pez dorado:

análisis de la respuesta comportamental

Autor: Cristian Daniel Aguirre

Directora: Violeta Medan

Co-director: Martín Berón de Astrada

Lugar de trabajo:

Laboratorio de Fisiología y Biología Molecular
Departamento de Fisiología y Biología Molecular y Celular

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA

Buenos Aires, Noviembre de 2017



2

Índice

Resumen.................................................................................................................................................. 3

Introducción.............................................................................................................................................4

Naturaleza de la luz..............................................................................................................................5

Polarización de la luz en el ambiente acuático....................................................................................6

Rol biológico de la luz polarizada.........................................................................................................7

Detección de luz polarizada en invertebrados y vertebrados.............................................................9

Detección de luz polarizada en peces dorados................................................................................. 11

Respuesta de escape en peces.......................................................................................................... 12

Antecedentes del uso de la luz polarizada en el contexto de la respuesta de escape..................... 14

Hipótesis y Objetivos............................................................................................................................. 17

Materiales y Métodos............................................................................................................................18

Animales............................................................................................................................................ 18

Dispositivo Experimental................................................................................................................... 19

Estímulos visuales..............................................................................................................................20

Dinámica........................................................................................................................................20

Condiciones óptimas de estimulación para poner a prueba las hipótesis........................................22

a) Estímulo con contraste de intensidad........................................................................................22

b) Estímulo polarizado................................................................................................................... 24

Protocolo experimental.....................................................................................................................27

Análisis de respuestas comportamentales........................................................................................28

Resultados..............................................................................................................................................30

Sección 1. Comparación de la respuesta de escape C-start ante estímulos de contraste de
intensidad y polarizados (ECI y EP)....................................................................................................30

Sección 2. Actividad locomotora antes y después de la estimulación con ECI o EP......................... 39

Definición de los períodos de análisis............................................................................................39

Actividad comportamental previa a la aparición del estímulo looming (Pre stim)...........................44

Actividad comportamental para el periodo Stim on.........................................................................45

Actividad comportamental para el periodo post loom..................................................................... 46

Discusión................................................................................................................................................50

Conclusiones..........................................................................................................................................56

Bibliografía.............................................................................................................................................57



3

Resumen
En el transcurso de la evolución, los animales han desarrollado distintas modalidades

sensoriales que en gran medida están adaptadas al ambiente en que viven. Cada modalidad

sensorial permite obtener información diferente sobre el ambiente y por lo tanto

contribuye en la mejora perceptual.

En esta tesis se estudió el uso de claves de luz polarizada en peces dorados en el

contexto de la detección de movimiento. En particular se estudió la respuesta de escape o

sobresalto, denominada C-start. Si bien estímulos acústicos o visuales intensos son los más

comúnmente utilizados para evocar respuestas de escape, los peces dorados son capaces de

escapar frente a estímulos que presentan únicamente un contraste de polarización contra el

fondo. Dado que el C-start es una respuesta de escape de “último recurso” y de la cual

puede depender la vida del animal, es esperable que cualquier mejora perceptual del

estímulo (por ejemplo su contraste de polarización contra el fondo) sea beneficiosa para el

animal.

Sin embargo, no existía información respecto a si la cinética de los escapes evocados

por estímulos polarizados era igual o difería de los escapes producidos por estímulos con

contraste de intensidad. Por lo tanto, aquí nos propusimos hacer un análisis detallado de la

actividad motora antes, durante y después de la presentación de un estímulo visual de

peligro que presenta un contraste de intensidad o únicamente un contraste de polarización.

Para ello se realizó un registro fílmico a alta velocidad de respuestas de peces frente a estos

dos tipos de estímulo. 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 estímulos polarizados y lo hacen con una mayor latencia, las características de la

respuesta C-start evocada son indistinguibles de aquellas producidas frente a un estímulo de

contraste de intensidad. Además, si bien los animales expuestos a la luz polarizada tienden a

nadar una trayectoria algo menor que cuando están expuestos a condiciones de luz no

polarizada no encontramos otras diferencias en su comportamiento. Los resultados de esta

tesis sugieren que los peces incorporarían la información provista por el plano de

polarización de la luz a los mismos circuitos motores que median las respuestas evocadas

por estímulos con contraste de intensidad.
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Introducción
En el transcurso de la evolución, los animales han desarrollado distintas modalidades

sensoriales sintonizadas, en gran medida, a las características del ambiente en que viven.

Cada modalidad sensorial permite obtener información sobre el ambiente y por lo tanto

contribuye a la detección de presas, evitar predadores, localizar pareja, comunicarse,

navegar y orientarse, entre otras. Asimismo, la posibilidad de combinar la información

procedente de diferentes sentidos reduce la incertidumbre sobre su naturaleza, sobre todo

en contextos donde las claves unimodales podrían ser ambiguas (Stein and Stanford, 2008;

Stein et al., 2014). Así, en condiciones de muy baja intensidad de luz, la información auditiva

podría compensar la reducción en la visibilidad. Por otra parte, la información provista por

diferentes aspectos sensoriales de un dado estímulo son muchas veces complementarias y

su integración mejora la toma de decisiones perceptuales. Por ejemplo, mientras que la

visión provee información espacial precisa, la información auditiva permite una mayor

resolución temporal (Bizley et al., 2016). Incluso dentro de lo que consideramos una única

modalidad sensorial tal como la visión, la combinación de diferentes características del

estímulo mejora su percepción. Tal es el caso del incremento en la detectabilidad de un

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

En particular, la sensibilidad al ángulo del plano en que oscila el vector del campo

eléctrico de la luz (i.e. su ángulo de polarización), está presente tanto en invertebrados como

en vertebrados (Horváth and Varjú, 1995; Marshall and Cronin, 2011). Esta habilidad se ha

visto involucrada en diferentes comportamientos (Labhart T 2016). Distintos insectos utilizan

el patrón de polarización de la luz en la bóveda celeste como una brújula para la navegación,

mientras que la luz polarizada reflejada por los cuerpos de agua los ayuda a localizarlos

(Wehner, 2001; Marshall and Cronin, 2011). En ambientes acuáticos la utilización de claves

de luz polarizada está involucrada en la comunicación en cefalópodos y en la mejora del

contraste en cefalópodos y crustáceos decápodos (Mäthger et al., 2009). Recientemente, ha

ganado fuerza la hipótesis de que estos invertebrados acuáticos así como distintos grupo de

peces utilizarían estas claves para mejorar la detección del movimiento de objetos (How and
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Marshall, 2014; Labhart, 2016). Antes de adentrarnos más en el análisis 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 sí. Para describirla generalmente se hace referencia a la

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

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

Si la orientación del e-vector varía al azar con aproximadamente igual probabilidad

para cualquier orientación se dice que la luz no está polarizada. Si en cambio, todos los e-

vectores tienen exactamente la misma orientación se dice que está totalmente linealmente

polarizada (figura 2, izquierda). Si alguna fracción de los e-vectores tiene una misma

orientación mientras los remanentes e-vectores están orientados al azar, se dice que la luz

está linealmente polarizada en forma parcial. La fracción de los e-vectores con idéntica

orientación es conocida como el porcentaje de polarización (también conocida como

polarización parcial y/o grado de polarización).

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 círculo y este estado se conoce

como polarización 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 polarización elíptica (figura 2, derecha).
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Figura 2: Se esquematizan 3 tipos de polarización de la luz posibles: lineal (izquierda), circular (centro) y elíptica
(derecha). La flecha indica la dirección de propagación de la onda transversal. Abajo se representa la amplitud
del e-vector para los 3 tipos de polarización.

Polarización de la luz en el ambiente acuático

La luz que proviene del sol no está polarizada, es decir que produce e-vectores

oscilando en todos los ángulos perpendiculares a la dirección de propagación de la luz. Sin

embargo, su estado de polarización puede cambiar en función de la dispersión que

experimenta la luz en la atmósfera o en el agua, o bien por reflexión en la interfaz aire-agua,

resultando en todos los casos estar parcialmente polarizada.

En la atmósfera y en el agua la polarización de la luz se produce principalmente por

dispersión o scattering (figura 3A). El scattering es un tipo de dispersión de la luz que resulta

de la interacción de la misma con partículas 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

polarización por absorción (figura 3B). Finalmente, existe la polarización producida por

reflexión de la luz. Por ejemplo, al incidir la luz sobre un cuerpo de agua, dependiendo del

ángulo de incidencia, esta se refleja con distinto grado de polarización. Cuando el haz incide

formando el llamado ángulo de Brewster, la luz reflejada esta polarizada linealmente en

forma horizontal en un 100% (figura 3C). Tanto el ángulo del e-vector como el grado de
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polarización de la luz son atributos centrales para la discriminación de la polarización en

muchos animales (Marshall and Cronin, 2011).

Figura 3: Tres formas en que la luz puede ser polarizada: Dispersión (A), Absorción (B), Reflexión (C).

Rol biológico de la luz polarizada

Como se mencionó, la polarización de la luz solar muchas veces crea patrones

regulares en el cielo que son utilizados por muchos animales para comunicación, navegación,

orientación, etc. (Boal et al., 2004; Lerner et al., 2011; Berenshtein et al., 2014) . Los

patrones de polarización son extremadamente variables y dependientes de una variedad de

factores abióticos y bióticos de notable variación temporal. Esos patrones de polarización

crean un fondo de luz polarizada difusa en el cual los objetos que dispersen o reflejen

diferencialmente la luz podrían ser detectados con más facilidad (Pignatelli et al., 2011).

El patrón de polarización de la bóveda celeste puede ingresar al agua. Allí es visible a

poca profundidad a través de la ventana de Snell, un cono de luz de 97.5o en el que el

hemisferio celeste se comprime debido a la refracción de la luz cuando pasa del aire al agua.

La polarización elíptica disminuye rápidamente con la profundidad por dispersión con las

partículas disueltas en el agua, predominando principalmente la luz con polarización lineal

con orientación horizontal (Sabbah et al., 2005).
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La dispersión 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 fotografías de una escena bajo el agua realizada con filtros polarizadores

dispuestos en forma horizontal (izquierda), vertical (derecha) y 45º (centro). Estas imágenes

presentan diferencias en contraste y claridad producidas por dispersión, mostrando la

preponderancia de la polarización horizontal (imagen más 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 45º (centro) y vertical (derecha). Tomado de Cronin and Marshall,
2011.

El contraste originado en la polarización diferencial de la luz por dispersión

(scattering) podría otorgar múltiples ventajas ya que objetos que dispersen o reflejen

diferencialmente la luz polarizada podrían 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 podrían reducir su contraste respecto del

fondo como forma de camuflaje. Peces de la especie Selene vomer modularían su

reflectancia respecto al ángulo de polarización incidente para camuflarse (Brady et al., 2015).

La información sobre polarización podría servir para romper el camuflaje de animales

transpares como Ctenóforos. Estos animales son muy difíciles de ver en su medio natural.

Sin embargo, ya sea porque reflejan luz polarizada o bien son birrefringentes (cambian el

estado de polarización de la luz que los atraviesa), estos se tornarían visibles para otros

animales que sean sensibles a la polarización (figura 5).
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Figura 5: Al tomar una fotografía considerando únicamente 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).

Detección 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 proteína 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 están presentes en invertebrados como artrópodos y cefalópodos. 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 mayoría de los animales donde se conoce el mecanismo de sensibilidad a la

polarización, esta se da por la disposición de los fotorreceptores con respecto al mundo

exterior, a la distribución de las membranas de esos receptores, y a la orientación de los

pigmentos visuales. En invertebrados, la disposición de los cromóforos en microvellosidades
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paralelas resulta en una mayor absorción de luz con el e-vector de polarización en la misma

dirección que el eje de la microvellosidad.

Figura 6: Esquema generalizado de células fotorreceptoras. A Rabdómeros presentes en artrópodos y
cefalópodos mostrando microvellosidades con cromóforos (pigmentos visuales) orientados paralelos al e-
vector de polarización. B. Células fotorreceptoras bastones y conos ” dobles”. Adaptado de Roberts et al., 2011.

En vertebrados no se conoce cuál es el mecanismo de sensibilidad a la luz polarizada

(Roberts and Needham, 2007). Se especula que en peces, serían los conos y no los bastones

quienes darían sensibilidad a la luz polarizada. En todos los vertebrados a excepción de

mamíferos 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)

que consisten en dos conos fusionados en su membrana externa. Se ha hipotetizado que

cuando estos están dispuestos de manera ortogonal ubicados en la retina (están inclinados

respecto de la superficie de la misma), podrían constituir un mecanismo de sensibilidad a la

luz polarizada (Marshall and Cronin, 2011).

Figura 7: Ejemplo de un pez hamlet (Hypoplectrus indigo) fotografiado con un filtro polarizador lineal orientado
horizontal o verticalmente (izquierda y centro), que podría poseer filtros polarizadores en la córnea indicado
por la reflexión diferencial de los ojos. Derecha: fotografía 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.

Detección 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 estímulos auditivos,

mecanosensoriales y visuales, tanto a nivel comportamental como a nivel electrofisiológico

(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 serían dicroicos. La sensibilidad a la polarización podría

ser resultado de que los segmentos de la membrana externa causan transmisión 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 río abajo de la retina.

Mediante registros extracelulares en el tectum óptico de peces dorados, realizados mientras

se estimulaba con luz linealmente polarizada, se encontraron subpoblaciones de neuronas

que respondían diferencialmente al e-vector de la luz. Estas neuronas mostraban una

frecuencia de disparo modulada de forma sinusoidal de acuerdo a la rotación del plano de

polarización 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 polarización 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 salmónidos, que podrían utilizar esta

clave de polarización 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 más ampliamente estudiada es la respuesta de escape en forma de C (en adelante,

C-start). Presente en prácticamente todos los peces teleósteos, 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 estímulos sensoriales (especialmente estímulos

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 dirección del

escape (figura 8) (Korn and Faber, 2005). El disparo de un único potencial de acción en la

célula Mauthner es suficiente para activar a las redes motoras contralaterales que producen

una torsión rápida y potente del cuerpo del animal (C-start) iniciando la propulsión en

dirección contraria al estímulo aversivo (Eaton and Emberley, 1991).



13

Figura 8: A Esquema muestra las células Mauthner, sus aferencias visuales y estatoacústicas y las redes
inhibitorias que median inhibición aferente y recurrente. Cada célula Mauthner recibe entradas visuales
bilaterales y auditivas ipsilaterales. El esquema muestra sólo las aferencias auditivas izquierdas (rojo) y las
aferencias provenientes del tectum óptico (verde). La vía 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 población de neuronas Php colaterales (coll., Azul) media la inhibición
recurrente (retroalimentación) desencadenada por el disparo de células MC ipsilaterales o contralaterales que
se transmite a través de las neuronas de retransmisión craneal (CR, amarillo). La vía visual transmite
información desde la retina al tectum óptico (OT) que envía aferentes que hacen sinapsis en la dendrita ventral
de la célula Mauthner. El axón 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 estímulo
de peligro visual (estímulo looming) que en el ejemplo consiste en un círculo aproximándose en colisión 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 dirección opuesta del de la

curva C inicial (Liu and Hale, 2014) y se mueve hacia adelante y lejos del estímulo, seguido

de un tercer período más variable de natación rápida. 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 dirección de la trayectoria, la cual está

influenciada por la dirección del estímulo y las obstrucciones del entorno (Eaton and

Emberley, 1991; Foreman and Eaton, 1993). La gran velocidad de ejecución de esta
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respuesta motora es acorde a su importancia para la sobrevida del animal, ya que constituye

una respuesta de último recurso, es decir cuando el peligro es inminente. Por lo tanto, no

sólo las redes motoras involucradas son las más rápidas sino que además integra

información multisensorial. En este contexto, donde pequeñas mejoras preceptúales pueden

significar la diferencia entre la vida y la muerte, resulta natural preguntarse si los peces

dorados también aprovechen las claves de la polarización de la luz para mejorar la detección

visual de estímulos de peligro.

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

Los antecedentes señalados previamente, presentan evidencias de que existiría

sensibilidad a la luz polarizada en peces dorados. Estas incluyen tanto respuestas a nivel de

los fotorreceptores, vías intermedias de procesamiento como el tectum óptico y

comportamentales (Kleerekoper et al., 1973; Waterman and Hashimoto, 1974; Roberts and

Needham, 2007). Si bien parecería que los animales se orientan respecto al ángulo de

polarización de la luz proveniente de su campo visual dorsal, no abundan antecedentes que

exploren su utilización en el contexto de la detección de movimiento. El único antecedente

previo en donde se había evaluado la sensibilidad a estímulos polarizados en movimiento

era el trabajo de (Pignatelli et al., 2011). En este trabajo se utilizó un estímulo que remedaba

un predador (la aproximación en trayectoria de colisión de un disco que se expande,

looming en inglés) usando contraste de intensidad (negro sobre blanco) o contraste de

polarización (un estímulo elípticamente polarizado expandiéndose sobre un fondo

linealmente polarizado). Sin embargo, en esos experimentos no se detectó ningún tipo de

respuesta ante el estímulo que presentaba solamente contraste de polarización 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 sí demostraron una fuerte respuesta de

escape (C-start) cuando el estímulo presentaba contraste negro sobre blanco. Cabe destacar

que para la especie relevante en esta tesis, el pez dorado, se utilizaron tan sólo 5 animales.
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Intrigados por estos resultados negativos, repetimos esos experimentos en nuestro

laboratorio diseñando cuidadosamente los estímulos e incrementando el número de

animales utilizados. En primer lugar se evaluó la eficacia de distintas dinámicas de estímulos

looming en condiciones de máximo grado de contraste de intensidad (estímulo negro sobre

fondo blanco) para que la falta de respuesta a la polarización no pudiera atribuirse a la falta

de efectividad de la dinámica de expansión del estímulo (ver figura 11 en Materiales y

Métodos). Determinada la dinámica más eficaz se estimuló a los animales con tres estímulos

looming distintos: un estímulo con 100% de contraste de intensidad entre objeto y fondo

pero no polarizado (ECI), uno con contraste de polarización (EP, que sólo presenta un 0,5%

de contraste de intensidad) y un estímulo control no polarizado pero con un 1,7% de

contraste de intensidad (Control). El estímulo control, que presenta tres veces más contraste

de intensidad que el EP, se utilizó 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 ejecución de un C-start frente a un EP

es unas 10 veces menor que frente al ECI debido posiblemente a la baja saliencia del

estímulo polarizado. Sin embargo, un estímulo de contraste de intensidad que triplicaba el

de polarización (Control) nunca fue capaz de evocar una respuesta de escape (figura 9,

(Otero Coronel et al., 2016)).

Figura 9: Probabilidad de C-start para estímulos con contraste de intensidad y polarización. Cada animal fue
estimulado tres veces con el mismo estímulo visual con un intervalo entre estímulos de 5 min. N= número de
animales; n número de respuestas totales. (Otero Coronel et al., 2016).
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En estos experimentos sólo se observó la ocurrencia del C-start pero no se realizó

una cuantificación de su direccionalidad o velocidad. Tampoco se estudiaron otras variables

como pueden ser niveles de actividad, trayectorias o utilización de distintos espacios de la

pecera. En los animales que decidieron no escapar con un C-start, podrían existir otras

manifestaciones comportamentales que indicaran que los animales están detectando el

estímulo polarizado. Por ende, en esta tesis se pretende realizar un análisis detallado de la

actividad comportamental antes, durante y después de la presentación de estímulos

looming polarizados y comparar esa actividad con la evocada con un looming con contraste

de intensidad.
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Hipótesis y Objetivos
La hipótesis general de esta tesis es que los peces dorados utilizan la información de

contraste de polarización 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 características del estímulo que la gatilla.

Pese a que la respuesta C-start es altamente estereotipada, se sabe que puede ser modulada

por claves espaciales. Se determinará si las respuestas frente a ECI o EP varían en su

direccionalidad, duración, velocidad. Dado que el EP tendría menor saliencia, podría ocurrir

que alguna de las variables analizadas difiriera entre ambas condiciones.

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

después de la presentación de estímulos looming ECI o EP.

Con este objetivo, se estudiarán estos períodos tanto en animales que escaparon con un C-

start como en los que no lo hicieron. Resultará especialmente importante el análisis de los

animales que no realizaron un C-start dado que allí podrían observarse otras estrategias de

respuesta que revelen sensibilidad frente a los estímulos de polarización.
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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 estándar), adquiridos en acuarios locales. Todos los

experimentos realizados fueron aprobados por la CICUAL (FCEyN-UBA Protocolo Nº70).

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 fotoperíodo (12:12 hs. luz/oscuridad)

controlados. Se realizaron cambios parciales de agua (30%) y monitoreo de su calidad (pH,

dureza, concentración de amonio) en forma semanal. Los animales fueron alimentados tres

veces por semana con pellets flotantes (Sera) y permanecieron al menos una semana

aclimatándose 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 detallará más adelante.

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

rectangular recubierto con paredes opacas para minimizar la estimulación visual no

controlada. La base de la pecera se apoyó sobre una lámina de acrílico transparente que

permitía filmar la actividad del animal con una cámara 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 colocó un soporte de madera, donde se ubicó un monitor Samsung LCD 732N

PLUS (27x34 cm, 1280x1024 px, tasa de refresco de 75 Hz), con el cual se presentaron los

estímulos de contraste de intensidad y contraste de polarización. 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

iluminación de fondo y permitir un mejor seguimiento de la trayectoria de los peces en los

videos, adicionalmente se iluminó la pecera desde arriba de con una lámpara de 100 watt de

potencia anteponiendo una lámina difusora.

Para la administración de estímulos se utilizó el software Matlab (The Mathworks) y

la librería Psychtoolbox en base a las dinámicas que resultaron ser efectivas para producir la

respuesta de escape en experimentos preliminares y bibliografía (Preuss et al., 2006; Otero

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

Con el fin de evitar la alteración de las respuestas debido a estímulos externos no

controlados los experimentos comportamentales se realizaron en una habitación 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.

Estímulos visuales

Para evaluar la respuesta de escape de los peces dorados frente a estímulos de luz

polarizada, se utilizaron estímulos visuales que consistían en la expansión de un disco con

dinámica exponencial (looming en inglés). Esta imagen virtual remeda la imagen de un

objeto en trayectoria directa de colisión hacia el animal (Preuss et al. 2006).

Dinámica

En experimentos previos del laboratorio se diseñaron diferentes estímulos looming

con tamaño inicial y/o velocidad de expansión variable (figura 12). En estos se utilizó un

disco negro expandiéndose sobre un fondo blanco y se evaluó su eficiencia para

desencadenar la respuesta de escape (C-start). En el panel de la izquierda se grafica la

dinámica de los cuatro estímulos utilizados que subtendían inicialmente un ángulo de 4º, 8º

ó 16º y simulaban una velocidad de aproximación de 20 ó 60 cm/s. Cada animal recibió dos

presentaciones aleatorizadas de cada uno de los estímulos. Estas presentaciones fueron

espaciadas por 5 min. En el panel de la derecha se muestra el porcentaje de respuesta para

cada estímulo. Dada la baja saliencia de los estímulos polarizados, se eligió presentar como

estímulo para el experimento de esta tesis la dinámica nº 2, con ángulo subtendido inicial de
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8º, velocidad de aproximación de 60 cm/s y duración de expansión de 221 ms (figura 12) por

ser la dinámica con mayor probabilidad de respuesta asociada.

Figura 12: Diferentes dinámicas de looming generan un porcentaje de respuesta variable. Izquierda: dinámica
de distintos estímulos looming. Derecha: porcentaje de respuesta de escape asociada a cada uno de los
estímulos 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 utilizó una pecera con

una altura levemente menor (22 cm) a la de los experimentos previos, debió recalcularse el

tamaño angular del disco. Este es el ángulo subtentendido por el disco suponiendo que el

pez está en el centro de la pecera. Se recalculó dicho ángulo como se indica en la figura 13 A,

considerando que este se encontraba a una distancia de 15 cm respecto al pez El tamaño

inicial del estímulo resultó finalmente de 8,54º con una velocidad de aproximación de 60

cm/s. En la figura 13 B se grafica la dinámica de expansión del estímulo looming utilizado en

esta tesis. Las flechas indican el comienzo y el final de la expansión del estímulo.
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Figura 13: A Un monitor LCD presenta el estímulo looming. Éste produce una imagen que se expande sobre la
retina del pez. El ángulo subtendido por esta imagen es igual a θ = 2*tan-1 (d/2*l), donde d es el diámetro del
disco presentado en el monitor LCD y l es la distancia del monitor al ojo del pez. B Dinámica de expansión del
estímulo looming, se indica el ángulo subtendido inicial (8.54º) y la velocidad de aproximación del objeto del
que se simula la expansión (60cm/s), además se grafica el diámetro del disco presentado en el monitor en
función el tiempo. Se fijó arbitrariamente t=0 al momento de finalización de la expansión.

Condiciones óptimas de estimulación para poner a prueba las
hipótesis

a) Estímulo con contraste de intensidad

Uno de los objetivos de esta tesis era responder a la siguiente pregunta: ¿los C-start

en respuesta a ECI y EP son iguales o distintos? Para ello realizamos un detallado análisis de

la cinética de movimiento de los animales durante la ejecución de ese tipo de respuesta de

escape frente a ambos tipos de estímulos.

Además de los C-start, los animales podrían 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 exhibían un C-start. Si bien, el looming EP tiene una baja tasa de

respuesta (lo que nos garantiza tener una buena proporción de animales que no

desarrollarán 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 número 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 dinámica.

Resultados previos obtenidos en el laboratorio en condiciones similares a esta tesis

mostraban que la probabilidad de respuesta C-start frente a estímulos looming podía ser

modulada por el grado de contraste entre el estímulo y el fondo. La figura 14 muestra que la

probabilidad de C-start aumenta conforme se aumenta el contraste de intensidad siguiendo

una relación exponencial. Aquí 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 calculó de la siguiente manera:

CI % =IB -Ig2* 100 %/IB -IN Ecuación (1)

Nótese que operativamente normalizamos el contraste al rango de contrastes que podemos

producir con nuestro monitor de estimulación. Para obtener CI%, entonces, medimos con un

fotómetro ubicado debajo de la pecera la irradiancia producida por la pantalla cuando

estaba completamente blanca (código RGB blanco: 255, 255, 255), diversos tonos de gris y

negro (código RGB negro: 0, 0, 0).
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Figura 14: Porcentaje de respuesta C-start en función de la intensidad de contraste. La línea roja muestra el
ajuste a un modelo exponencial de la forma: Y= 82,21 -87e-0.04X. Modificado de (Otero Coronel et al., 2016).

Del ajuste podemos interpolar que se necesita generar un estímulo con un contraste

del 25% para obtener un porcentaje de respuesta del 50%. Sabiendo esto, diseñamos un

estímulo de contraste de intensidad visible que se acercaba a este CI de 25%. En particular,

usamos un estímulo looming gris de código RGB: 235, 235, 235 sobre fondo blanco lo que

produjo un CI del 22 %, bastante cercano al 25%. Fue este estímulo el que se utilizó en el

resto de la tesis y al cual se llamará ECI.

b) Estímulo polarizado

Para estudiar las características de la respuesta de escape frente al EP se utilizó un

monitor LCD modificado que emitía imágenes con contraste de polarización. Para ello se le

retiró la lámina polarizadora externa (Pignatelli et al., 2011; Basnak, 2016; Otero Coronel et

al., 2016; Temple 2012). De esta manera, se pueden emitir imágenes en las que los objetos

no presentan diferencias de intensidad con el fondo (se ve todo igualmente blanco) pero sí

tienen diferencias en el ángulo con que la luz sale polarizada. Esta diferencia de polarización

(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 filtración de la luz polarizada realizada por el filtro polarizador, los humanos vemos un monitor



25

uniformemente blanco. Al colocar un polarizador lineal o recolocar la lámina polarizadora externa que había
sido removida, se hace evidente una imagen con contraste de intensidad.

A continuación se describe brevemente la lógica de funcionamiento de este tipo de

dispositivos. Cuando se aplica una diferencia de potencial a un cristal líquido, las moléculas

que lo conforman cambian la orientación de oscilación 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 imágenes que un observador percibe. Están conformados por una fuente de luz,

una capa de cristal líquido asociada a electrodos, una capa de filtros de color (tres filtros:

rojo, verde y azul, por cada píxel) y dos filtros polarizadores lineales, a 90º uno del otro.

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

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

Como se dijo, el ángulo de polarización de la luz que emite el monitor depende del

voltaje al que se somete el cristal líquido y este parámetro se modifica definiendo el valor en

código RGB que tiene la imagen. En teoría el ángulo de polarización de la luz emitida por un

estímulo con valores RGB 0, 0, 0 (parámetros para que la intensidad de luz emitida en un

monitor sin modificar sea mínima) será aproximadamente ortogonal al de valores RGB 255,

255, 255 (parámetros para luz blanca máxima). En esta tesis se utilizó la mayor diferencia

posible en el ángulo de polarización del estímulo y del fondo. En particular, el objeto en

expansión tuvo un valor RGB de 255, 255, 255, y el fondo un valor RGB de 0, 0, 0.
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Para corroborar que efectivamente existían diferencias en el ángulo de polarización

del estímulo y del fondo, se midió el ángulo de polarización tanto para emisiones RGB 0, 0, 0

como para emisiones RGB 255, 255, 255 del monitor sin la lámina polarizadora. Para realizar

la medición se antepuso un polarizador lineal que puede ser rotado de manera graduada

delante del monitor LCD y se midió con un fotómetro la intensidad de luz al rotar el

polarizador lineal (figura 17) con el fin de encontrar los ángulos ante los que se registraban

el máximo y el mínimo de intensidad. Tomando como referencia la orientación del lado corto

del monitor como la orientación 0° y el sentido dextrógiro de giro como ángulos positivos, el

ángulo de polarización lineal de la luz emitida para valores RGB 0, 0, 0 es de 44° y para

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

Figura 17: Esquema del dispositivo utilizado para medir el ángulo de polarización de la luz emitida por el
monitor. Básicamente, se busca la irradiancia máxima al rotar un polarizador ubicado delante de un fotómetro.

También se midieron las intensidades de luz emitidas por estímulo y fondo en los grupos

experimentales ECI y EP. Para ello, se retiró el filtro polarizador graduado y según

correspondiera, se colocó o sacó el filtro polarizador externo original del monitor. Las

mediciones con el polarizador externo muestran diferencias de 364 mW/m2 entre el

estímulo y el fondo usados en ECI, mientras que para los valores RGB usados en la condición

EP no hay prácticamente diferencias de intensidad entre el estímulo y el fondo (1 mW/m2).

En resumen, diseñamos los estímulos necesarios para estudiar la respuesta de los

peces frente a dos tipos de estímulos, el ECI y el EP (figura 18).
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Figura 18: Diagrama de los estímulos looming utilizados en esta tesis. A Estímulo de contraste de intensidad
(ECI, 22 %) y B estímulo de contraste de polarización (EP). Las flechas en B indican la orientación 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 período de 30 minutos de

aclimatación, cada animal recibió tres presentaciones del mismo tipo de estímulo (ECI o EP)

con un intervalo de tiempo de 5 minutos entre presentaciones. Al menos una semana

después, cada animal recibió una segunda sesión experimental donde fue estimulado con el

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

El comportamiento de los animales fue registrado con una cámara filmando desde

debajo de la pecera lo que permitió adquirir simultáneamente la respuesta del animal y la

imagen del estímulo expandiéndose en el monitor (figura 11). Cuando el estímulo

presentado era un EP se colocó un filtro polarizador delante de la cámara de modo de poder

filmar la expansión del estímulo, que de otra manera sería indetectable.

Inmediatamente luego de terminado el experimento se identificó al animal por

características anatómicas, de pigmentación propia o aplicando subcutáneamente un patrón

de marcas con azul de metileno para mantener control sobre qué sesión experimental había

recibido. Luego se lo transfirió a su pecera de alojamiento.
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Análisis de respuestas comportamentales

Las respuestas comportamentales adquiridas en los videos consisten

aproximadamente en 3500 marcos de 320 x 342 píxeles de aproximadamente 15 s de

duración. Para el análisis inicial de los videos de las respuestas comportamentales se utilizó

el software VirtualDub (VirtualDub.org). Se calculó 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 expansión del estímulo looming para cada respuesta:

● Aparición del looming (Stim on).

● Fin de la expansión del looming (End loom).

● Comienzo del looming: se infirió el comienzo de la expansión del looming sabiendo

que 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

presentación del estímulo con este tipo de respuesta.

Estos tiempos debieron determinarse para cada video en forma individual ya que

existen pequeñas diferencias temporales en los momentos en que inicia el estímulo debidas

fundamentalmente a la tasa de refresco del monitor y las limitaciones del software utilizado.

Se utilizó el programa Tracker (Open Source Physics) para determinar las posiciones x

e y de los animales en función del tiempo. Si bien la respuesta comportamental se adquirió 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 análisis

se realizó en forma semiautomática. Para la parte automática se usó la opción “autotracker”

del programa, que funciona buscando un templado sobre un área de búsqueda rectangular,

registrando las posiciones x e y del animal en relación a ese templado. Se eligió 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 automáticamente fue revisada manualmente y corregida en los casos en que había

errores, que eran más 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

realizó un trackingmanual marco por marco de los 100 ms posteriores al inicio respuesta.
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Como se mencionó, cada marco consiste en 320 x 342 píxeles, el cero de

coordenadas para todos los vídeos analizados se estableció en el ángulo inferior izquierdo de

las imágenes. Luego, las posiciones x, y fueron calibradas en centímetros teniendo en cuenta

el ancho y alto del monitor. Se asumió que el pez está en un plano y que el error por

desplazamiento vertical es pequeño pese a que esto podría producir una subestimación de

la trayectoria de los animales. Para evitar este error podría haberse disminuido la columna

de agua (tener una menor profundidad de agua en la pecera) pero, por otra parte, esto

podría haber afectado el comportamiento de los animales. Otra posibilidad podría haber

sido integrar las filmaciones de dos cámaras, una filmando desde abajo y otra desde un

lateral (Lee et al., 2015) pero no se disponía de una segunda cámara.

Una vez finalizado el tracking, los parámetros de tiempo, número de marco y 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 utilizó el software OriginPro 8

(Origin Labs) para la realización de gráficos y el análisis estadístico. Para la edición de

imágenes y gráficos se utilizó Adobe Illustrator CS3 (Adobe Illustrator Team).
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Resultados

Los resultados presentados en esta tesis se dividirán en 2 secciones. La primera

sección se centrará en el análisis detallado de la respuesta de escape C-start y su cinética con

el objetivo de comparar las respuestas evocadas frente a ECI y EP. En la segunda sección se

analizará la actividad comportamental antes y después de la estimulación con el objetivo de

determinar si los animales muestran un repertorio comportamental distinto frente a ECI y EP.

En base al tracking de las respuestas comportamentales filmadas se analizarán las

trayectorias y velocidades de los peces ante ECI y EP.

Sección 1. Comparación de la respuesta de escape C-start ante

estímulos de contraste de intensidad y polarizados (ECI y EP)

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

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

En primer lugar se determinó la ocurrencia de respuestas C-start. Como se mencionó

en la Introducción, este tipo de respuesta evasiva se caracteriza por tener una muy breve

duración y un desarrollo bastante estereotipado. Típicamente, 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 contracción de la musculatura antagónica, lo que genera un coletazo que

propulsa al animal lejos del peligro. En base al análisis de los videos, sólo se consideró una

respuesta de escape efectiva cuando el pez realizaba el C-start durante la expansión del

estímulo looming o hasta 100 ms posteriores a la finalización del mismo. En la figura 19 se

ejemplifica la dinámica 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

máxima curvatura del C-start. Como se puede observar en el ejemplo de la figura 19 A,

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

de la finalización de la expansión (en t=20 ms).

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 además el fotograma en el que comienza la respuesta de
escape (Inicio C-start) y el de Máxima Curvatura, cuando el animal alcanza ángulo máximo de giro. Los tiempos se indican
respecto al instante de finalización del estímulo looming (t=0).

Luego de contabilizar el número de C-starts evocados ante ECI y el EP se determinó el

porcentaje de respuesta como el cociente de ocurrencia de C-starts sobre el número total de

ensayos por 100. Estos resultados se observan en la figura 20. Los 17 animales recibieron

tres ensayos de cada tipo de estímulo (lo que en total representa 51 ensayos). Para este

análisis se consideró que los ensayos eran independientes (es decir que se desestimó el

factor individuo). Para ECI la probabilidad de C-start fue del 54,9 %, mientras que para EP fue

de 9.8 % o lo que es lo mismo 28/51 y 5/51 de los ensayos (Pearson Chi2 15, GL=4, p= 0,001).
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Estos resultados son concordantes con trabajos previos del laboratorio (Otero Coronel et al.,

2016).

Figura 20: Probabilidad de C-start para ECI y EP. El asterisco indica diferencias significativas entre ECI y EP.

A continuación, nos preguntamos si la ocurrencia de la respuesta de escape podría

estar influenciada por el orden de presentación de los estímulos. Es decir, podría ocurrir que

todas las respuestas hubieran ocurrido en la primera presentación, la última o la segunda de

las tres realizadas para cada tipo de estímulo? Para ello, se analizó 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 Chi2, p = 0,02). Pese que no se indagó adicionalmente

en este fenómeno, hipotetizamos que podría existir un efecto de sensibilización entre la

primera y segunda presentación del ECI.

Por otro lado, para la condición EP no hay diferencias significativas entre los

porcentajes de respuesta por ensayo que permanece constante a lo largo de los estos

(Pearson Chi2, p > 0.05). Sin embargo, esta falta de diferencias podría deberse a la baja

cantidad de respuestas obtenidas ante la presentación del estímulo tipo EP (sólo 5/51

presentaciones).



33

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

A partir de la observación de los videos comportamentales se determinó la latencia

de respuesta al estímulo looming para los ensayos en los cuales hubo escapes C-start. La

latencia de escape es la diferencia de tiempo transcurrido entre la finalización del estímulo

looming y el inicio del C-start, definido como el primer movimiento de la cabeza del animal

(Preuss et al., 2006). Como se mencionó antes, estas latencias pueden ser tanto negativas

como positivas: las primeras indican que el animal respondió antes de finalizar la expansión

del estímulo y las segundas indican lo contrario. Las latencias de respuesta para ECI y EP se

presentan en la figura 20. Para ECI la latencia de respuesta fue significativamente menor que

para el EP (medianas: ECI= -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 expansión del

estímulo al momento en que el animal decide ejecutar el escape. Mientras que ante ECI los

animales en promedio responden cuando el estímulo alcanza el 83% de su tamaño final,

para el EP tienden a responder luego de que el estímulo alcanza el 100% del tamaño final.

Los resultados para el ECI están en línea con resultados previos que muestran que

dependiendo de la dinámica del estímulo los animales responden entre 20 y 60% antes de la

finalización de la expansión (Preuss et al., 2006; Neumeister et al., 2008). Sin embargo, para

el EP, los animales responden con baja probabilidad y luego de que el estímulo terminó de

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

estímulo y por lo tanto arribe a la “decisión” de responder después.

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

Nos preguntamos también, si la cinética de escape era diferente para ambas

condiciones de estimulación. Es decir, una vez que los animales deciden realizar un C-start,

este ¿es igual en ambas condiciones de estimulación o las propiedades del estímulo

condicionan las características 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 típica curva

en C (fase preparatoria), una fase 2, en la cual el pez se propulsa en dirección opuesta del

estímulo 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 análisis, nos centramos en la fase 1. Para ello analizamos los videos

comportamentales de las respuestas efectivas con el programa ImageJ. Como se

esquematiza en la figura 23, primero medimos el ángulo que tenía el pez respecto a la
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orientación del eje largo del monitor, tomando como referencia el centro de masa definido

como la línea media entre la cabeza y el primer par de aletas pectorales (Weiss et al., 2006).

De la misma manera se midió el ángulo cuando el animal llegaba a la máxima curvatura de

giro. La duración en milisegundos de la fase 1 se definió como la diferencia de tiempo entre

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

Figura 23: Esquema representativo de las mediciones de la cinética del C-start. Se indican con líneas rojas el
ángulo inicial y final respecto a la orientación del eje largo del monitor. La diferencia entre estos últimos es el
ángulo máximo de giro.

En la figura 24 se muestra la comparación entre ECI y EP para la amplitud del giro (A)

y la duración de la fase 1 (B). El ángulo de giro máximo promedio (±DE) para las condiciones

ECI y EP obtenido fue muy similar 59º ± 22º y 59º ± 20º respectivamente (test Kolmogorov-

Smirnov, D=0,221, p= 0,947). La duración promedio (±DE) de la fase 1 fue de 25 ± 7 ms y 25 ±

4 ms para ECI y EP respectivamente. Tal como en el caso del ángulo de giro, estas

magnitudes son muy similares para ambas condiciones de estimulación y no muestran

diferencias significativas (Kolmogorov-Smirnov, D=0,224, p=0,961). Estos resultados sugieren

que una vez que los animales detectan el estímulo y deciden escapar, la cinética de la

respuesta motora que se ejecuta sería la misma e independiente de las características del

estímulo que la gatilló.



36

Figura 24: Ángulo de giro máximo (A) y tiempo del estadio 1 de la respuesta C-start (B) frente a ECI y EP. La
lineal horizontal y punto en los gráficos de cajas representan la mediana y media respectivamente y los límites
inferiores y superiores de la caja representan el primer y tercer cuartil de la distribución. Las barras
representan el 1 y el 99% de la distribución. N: número de animales con al menos un C-start, n: número de
escapes.

Luego de inspeccionar los videos de los experimentos comportamentales, resultó

claro que los animales tendían a evitar el centro de la pecera y por lo tanto preferían la

periferia de la misma (bordes, ver Sección 2). Por esto, nos preguntamos ¿La distancia del

animal respecto a la periferia de la pecera afectará la respuesta de escape? Para esto y en

base a las posiciones x e y resultantes del tracking, se calculó la distancia entre la cabeza de

los peces y el centro de la pecera tanto para ECI y EP. Dependiendo si los animales habían

respondido con un C-start o no, la distancia se consideró al momento del inicio del escape o

al momento de la finalización de la expansión respectivamente. Dado que la pecera era

rectangular la distancia máxima (45 cm) correspondería a los animales que estaban contra

una de las esquinas mientras que cero correspondería 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 sí respondieron con un C-start al momento de comenzar el escape. Los puntos

negros corresponden al ECI mientras que los rojos representan la condición 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 condición se presenta la posición de cada pez al

momento de la finalización de la expansión del looming (End loom). En ambas gráficas la

cruz indica el centro de la pecera (punto respecto al cual se calculó la distancia). La línea

punteada indica los límites de la pecera. Como se observa en la figura 25, en ambas

condiciones la mayoría 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 distribución 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 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 análisis realizado ahora para la condición 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

que responden y no responden respectivamente, no habiendo diferencias significativas (Test

Kolmogorov-Smirnov, D= 0,36, p= 0,50). Cabe mencionar aquí que dado que sólo hubo 5

respuestas para el EP, difícilmente podría detectarse una diferencia significativa en esta

distribución. Sin embargo, parecería existir en el caso del EP una leve tendencia a

permanecer aún más 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 símbolos negros corresponden a ECI y los rojos a EP, el
borde punteado representa los límites 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: número de ensayos.
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Sección 2. Actividad locomotora antes y después de la estimulación

con ECI o EP

Definición de los períodos de análisis

En esta sección se presenta el análisis del comportamiento motor de los peces antes

y después de la presentación del estímulo looming ECI o EP.

Como se mencionó en la sección de materiales y métodos, la actividad

comportamental de los animales devenida de la presentación de los tipos de estímulos ECI y

EP fue adquirida con una cámara a una tasa de 240 marcos por segundo, esto implica que

registramos la posición del pez cada 4.17ms. Utilizando el programa Tracker se determinaron

las posiciones x e y de los animales en función del tiempo en uno de cada tres marcos, es

decir cada 12.5 ms (figura 26 A, línea roja punteada). La actividad registrada se dividió en 4

intervalos temporales correspondientes a diferentes fases de progresión del estímulo

looming (figura 26 B):

1) Pre stim: Intervalo que comprende desde el inicio del registro hasta la aparición del estímulo

looming (Stim on, línea verde en 26 B).

2) Stim on: Intervalo que comprende desde la aparición del estímulo looming hasta el inicio de

la expansión (puntos 1 a 2, línea roja en 26 B). Es decir, la aparición y presencia del círculo

que luego se expandirá.

3) Loom: Intervalo que comprende el período de expansión del estímulo looming (puntos 2 a 3,

línea negra en 26 B).

4) Post loom: Intervalo que comprende desde la finalización del looming hasta el final del

registro de la actividad comportamental (línea 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 estímulo EP mientras que en el inferior

recibe el estímulo ECI y no responde. Notar que el color del trazo de la trayectoria se

corresponde con los diferentes períodos de estimulación 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 ejecutó un C-start seguido por una fase de

nado intenso en el que el pez se desplazó al extremo opuesto de la pecera. El recuadro en la

figura es una ampliación de la actividad del animal (prácticamente nula) previa a la ejecución

del C-start.

En el segundo ejemplo el animal no ejecutó una respuesta C-start. Éste se

encontraba nadando por el borde de la pecera durante el período previo a la aparición del

estímulo (línea verde) y durante su presentación estática (Stim on, línea naranja). Luego de

un período donde el animal sigue explorando la esquina de la pecera (y que coincide con el

período de expansión y parte de Post loom (líneas negro y magenta) el animal retrocede su

camino (línea magenta).

Para estudiar la variación de la velocidad de nado en el tiempo, se calculó la

velocidad instantánea como la distancia recorrida entre dos puntos dividido por el intervalo

temporal transcurrido (12.5 ms). Debido al método de tracking de la posición de los

animales, en ocasiones se producen imperceptibles saltos en la trayectoria (no evidentes en

el gráfico) pero que producen picos de velocidad instantánea espurios. Esto era más

frecuente en zonas de bajo contraste de los videos, principalmente en los bordes donde

existía cierta incertidumbre sobre el punto exacto de la posición de la cabeza. Para reducir

este artefacto, se realizó un suavizado de las velocidades instantáneas utilizando la función

de Matlab “smooth” usando el método “rloess” con una ventana de 10 marcos. (Esta

función suaviza los datos usando una ventana móvil que les aplica una regresión polinómica

de grado 2, asignando un bajo peso a los valores muy alejados de la media y peso cero a los

datos que están por fuera de 6 veces el desvío 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 instantánea 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 instantánea de nado era

muy baja durante el período previo y durante la expansión pero que aumenta abruptamente

al realizarse el escape y se mantiene variable pero alta hasta la finalización del registro. El

mismo animal no respondió al estímulo ECI (panel inferior de la figura 26 D) lo que se

evidencia en la ausencia de un incremento brusco de la velocidad instantánea 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.

Figura 26: A Superposición de un marco de filmación con la trayectoria generada a partir de los videos
comportamentales por el programa Tracker (línea roja). B Intervalos en que fue dividido el registro
comportamental, definidos a partir de las diferentes fases de progresión del estímulo. Trayectoria (C) y
velocidad instantánea (D) para un animal que responde a EP (paneles superiores) y que no responde al ECI
(paneles inferiores). En ambos gráficos, el color de la línea se corresponde con los intervalos definidos en B. Las
ampliaciones en C presentan la trayectoria para el periodo circundante a la expansión del looming.
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Además de analizar la ocurrencia o no de una respuesta de escape, el registro de la

actividad comportamental permitió observar una diversidad de respuestas en la pecera

experimental. En la figura 27 se muestran distintas trayectorias y sus correspondientes

velocidades instantáneas para 4 casos distintos. Las figuras 27 A y B corresponden a un

animal que, estimulado con ECI, permaneció quieto hasta el inicio de la expansión, pero

cuando, percibe el estímulo, escapa y nada recorriendo toda la superficie de la pecera.

Cuando el mismo individuo fue estimulado con EP permaneció inmóvil en un lateral de la

pecera (figura 27 C), lo que se refleja en una velocidad instantánea (figura 27 D) con un

promedio de cero cm/s. En la figura 27 E y F se presentan la trayectoria y velocidades

instantáneas para un animal que no responde al ECI 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 instantánea al realizar el C-start pero luego continúa con un nado lento.
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Figura 27: A-H Ejemplos de trayectorias y velocidades instantáneas en función del tiempo para distintas
respuestas de peces a ante ECI y EP. Escala temporal centrada en la aparición del estímulo (Stim on).
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A continuación se realizó el análisis conjunto de los 17 animales, que recibieron cada

uno tres estimulaciones con ECI y tres estimulaciones con EP. Se presentan separadamente

los resultados correspondientes a los períodos previo, posterior a la aparición y posterior a

la expansión de los estímulos.

Actividad comportamental previa a la aparición del estímulo

looming (Pre stim)

Durante Pre stim (1,5 s) el estímulo ni siquiera está presente en la pantalla, pero

podría resultar que incluso sin estímulo ya hubiera diferencias en cuanto a la velocidad

media desplegada por los peces. Esto podría deberse a que la cantidad y calidad de luz fue

distinta en las dos condiciones y por lo tanto podría ocurrir que este hecho por sí solo

produjera cambios en la actividad previa lo que a su vez determinaría que los peces no se

encontraran en iguales condiciones al momento de aparecer el estímulo. 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 lámina polarizadora

colocada para generar el ECI absorbe una porción de la luz. Antecedentes previos señalaban

que los animales sometidos a un alto nivel de iluminación podrían desplegar una respuesta

de freezing, lo que a su vez podría afectar la probabilidad de escape. Por lo tanto, podría

suceder que la baja probabilidad de respuesta a los estímulos polarizados no se debiera a

una menor saliencia si no a que los animales están realizando otra actividad (freezing) que

inhiba la ejecución de un escape.

En la figura 28 se presenta la velocidad instantánea promedio (±DE) previa a la

aparición del estímulo looming dividida en tres intervalos de 500 ms para ambas condiciones

de estimulación. Nótese que a diferencia de las figuras 26 y 27 donde el tiempo cero se

centró en la finalización del estímulo, aquí el tiempo cero se asignó al momento de aparición

del estímulo. Los animales mantuvieron la misma velocidad media para ECI y EP analizada en

esos intervalos y la velocidad instantánea promedio para el período completo (1.5 s) fue de

7,2 ± 4,4 cm/s para ECI y 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

estimulación, no se detectó una diferencia en la actividad motora comportamental de los

peces reflejada en una diferencia de velocidad de locomoción; por lo que la diferencia en la
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probabilidad de escape entre ECI y EP no podría ser explicada por una diferencia en su

velocidad de nado previa. Es importante mencionar que en la observación de los videos

comportamentales tampoco detectamos otras diferencias cualitativas tales como una

diferencia en la ocurrencia de freezing, períodos prolongados de inmovilidad o una

diferencia en el uso del espacio de la pecera.

Figura 28: Velocidad instantánea promedio ±DE durante Pre stim dividida en 3 intervalos de 500 ms para ECI y
EP. N= números de animales totales, n= número de ensayos totales. Escala temporal centrada en Stim- on. Sólo
se indica el inicio del intervalo en la escala temporal.

Actividad comportamental para el periodo Stim on

También nos preguntamos si hubo algún cambio en la actividad motora de los

animales, reflejada en un cambio en la velocidad ante la aparición del estímulo (disco de

8,54º) que luego se mantenía con tamaño fijo por 5 s. En este caso, se analizó

específicamente tanto en los videos como en la velocidad instantánea, si había alguna

respuesta motora reflejo de la detección de la aparición del disco inicial. Por ejemplo, en

ningún caso lo animales desplegaron un C-start ante la mera aparición del estímulo.
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La velocidad instantánea promedio (±DE) para intervalos de 500 ms se muestra en la

figura 29. Durante este periodo los animales a los cuales se les presentó el ECI nadaron a una

velocidad promedio similar que cuando fueron enfrentados al EP: las velocidades promedio

de todo el período (± más su DE) fueron de 8,2 ± 4,8 cm/s para ECI y 6,9 ± 2,6 cm/s para EP.

No encontramos diferencias significativas entre ambas condiciones de estimulación (Test

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

Figura 29: Velocidad instantánea promedio (±DE) durante el período Stim on dividida en intervalos de 500 ms
para ECI y EP. N número de animales, n número de ensayos totales. Escala temporal centrada en Stim-On. Sólo
se indica el inicio del intervalo en la escala temporal.

Actividad comportamental para el periodo post loom

Finalmente, se analizó la velocidad de los animales luego de la finalización de la

expansión (Post loom) con la finalidad de determinar si esta difería entre ECI y EP. Para ello,

se determinó la velocidad instantánea promedio en 13 intervalos de 500 ms centradas en la

finalización del estímulo looming (el tiempo cero corresponde al instante de finalización de

la expansión). En este análisis, además de separar a los grupos experimentales por el tipo de

estímulo recibido se analizó separadamente la respuesta de los animales que realizaron o no

un escape (figura 30). A fines comparativos, se incorpora además un intervalo temporal
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(barra sin relleno) que comprende a los 500 ms previos a la finalización del estímulo looming

(este intervalo incluye la expansión 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 comparación de la velocidad en A y B, muestra que si bien para ECI la velocidad

promedio tendería 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 período. La comparación de la velocidad promedio en

todo el período 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 estimulación (28 vs. 5 respuestas) es difícil detectar diferencias

estadísticamente significativas. Para el ECI se incluyeron todas las respuestas de los animales

(aquéllos que nadaron mucho o nada luego del C-start) lo que probablemente contribuye a

la mayor dispersión de ese grupo. EP muestra una menor dispersión de sus datos pero por

ejemplo, aparenta un desarrollo de la velocidad con picos a 1 y 4s, que sin embargo están

producidos por un único 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

que no realizaron un C-start. En este caso las diferencias en la velocidad Post loom fueron

aún menores (8,6 ± 4 cm/s para ECI y 6,8 ± 4,0 cm/s para EP) y no difirieron entre sí (Test

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

Sí encontramos diferencias significativas al analizar la distancia recorrida en el

periodo (aproximadamente 8 s), entre los animales expuestos a la condición ECI y EP. En

promedio estas distancias recorridas son mayores para ECI 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 estadística en la distancia total recorrida desaparece

si se comparan por separado aquellos animales que responden o no al ECI y al EP.
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Figura 30. Velocidad instantánea promedio ± DE de respuestas de animales que escaparon ante ECI(A) o al EP(B) o que no
escaparon (C y D respectivamente) dividida en intervalos de 500 ms. Escala temporal centrada en End Loom. Sólo se
indica el inicio del intervalo en la escala temporal. Las barras blancas representan el intervalo de 500 ms previo a End-
loom.
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Discusión
En la presente tesis se estudió el uso de la polarización en el contexto de la detección

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 estímulos que

presentan únicamente contraste de polarización con el fondo con una probabilidad de

respuesta baja. En esta tesis nos preguntamos: I) si la cinética del C-start producida por

estímulos visuales polarizados era distinta de la producida por estímulos con contraste de

intensidad y II) si la actividad locomotora antes, durante y después de la presentación de

ambos tipos de estímulos era igual o difería.

Para realizar este estudio pusimos a punto un dispositivo experimental (figura 11) que

permitió 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 realización de los experimentos propiamente dichos consistió en poner

a punto este dispositivo para tener una buena calidad de imágenes 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

cuán factible era trackear a los animales y allí 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 conocíamos cómo el contraste de intensidad entre fondo y

estímulo condiciona la probabilidad de escape, pudimos diseñar un ECI que a priori debía

producir un porcentaje de respuesta cercano al 50%. El haber aprovechado esta información

previa aseguró un número de respuestas positivas y negativas balanceadas para el caso del

ECI.

Los resultados obtenidos en esta tesis corroboran nuestra observación previa de que

los peces dorados son capaces de utilizar la información de contraste de polarización en el

contexto de respuestas de escape (C-start). El haber podido reproducir estos resultados

utilizando una camada de animales diferentes, otra época del año, un dispositivo

experimental levemente diferente y otra persona en la realización de los experimentos

aumenta la robustez del resultado.
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Nuestro protocolo experimental incluía 3 presentaciones del estímulo visual separadas

por 5 minutos. La razón para usar este diseño se debió a que, como los animales nadan

libremente en la pecera no controlamos su posición y la reiteración del estímulo podría dar

más “oportunidades” a que el animal lo perciba. Debido a que los animales cambian

constantemente de posición, en alguna estimulación podría encontrarse en una posición que

permita observar al estímulo de manera más 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 reiteración en la estimulación conduce a

la pregunta de si la probabilidad de C-start podría estar siendo afectada por el orden de

presentación de los ensayos. Para ECI parece haber un efecto en la probabilidad de ejecución

del C-start, ya que la probabilidad de la respuesta en el primer ensayo es mucho más baja que

en el segundo y el tercero (figura 21). Este fue en realidad uno de los últimos análisis

realizados en la tesis. La no independencia de las respuestas en función del orden de

estimulación indica que se deberían reanalizar los resultados presentes utilizando un diseño

estadístico que incluya el factor de medidas repetidas para una futura publicación de los

resultados. En cualquier caso, el aumento en la probabilidad de respuesta para el segundo y

tercer ensayo sugiere que estaría ocurriendo un fenómeno de sensibilización sobre el que no

indagamos en mayor profundidad. Para determinar si efectivamente existe este fenómeno

podría intentarse espaciar aún más las presentaciones de los ensayos. Por otra parte, no

encontramos efecto de los ensayos sobre la probabilidad de C-start para la condición EP. Esto

podría deberse a que dado el bajo número de respuestas positivas, la potencia del análisis

estadístico es baja.

Una ventaja de tener más de una respuesta por animal es que se podría contemplar el

“efecto individuo” en el tratamiento estadístico. Como en nuestro diseño todos los animales

aportaron el mismo número de observaciones a ambos tratamientos decidimos ignorar este

factor en esta primera instancia de análisis. Cabe señalar, de todos modos, que en una

inspección detallada de los datos no observamos que hubiera animales que respondieran en

todas o ninguna condición. Por ejemplo, las respuestas al EP corresponden a 4 animales

distintos que no necesariamente respondieron siempre al ECI. En cualquier caso, un

tratamiento estadístico más riguroso debería incluir también al factor repetido “individuo”.

Técnicas de análisis un poco más sofisticadas, como los Modelos Lineales Generalizados

permitirán mejorar el actual análisis incorporando estas fuentes de variación.
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En relación a la latencia de escape, los animales tienden a responder en promedio

antes de que finalice el estímulo cuando son estimulados con ECI, mientras que cuando son

estimulados con EP la latencia de la respuesta es mayor (figura 22). Una hipótesis que

explicaría la mayor latencia de respuesta para el EP involucra su saliencia. Pese a que

desconocemos los mecanismos específicos de integración sensorial que subyacen a la

decisión de iniciar el escape frente al EP, es posible que un estímulo menos saliente deba ser

integrado por más tiempo para desencadenar una respuesta. Llevado a términos

neurofisiológicos, dado que el C-start es iniciado por un potencial de acción en la célula

Mauthner, se podría pensar que la excitación producida a nivel de la retina y tectum óptico

es conducida hacia la célula Mauthner y si esta, en última instancia se despolariza lo

suficiente, desencadenará un escape. El instante en que ese escape se produzca dependerá

del tiempo que tarde la neurona Mauthner en llegar a su umbral de disparo. Por lo tanto, un

estímulo de mayor contraste podría producir con una pequeña expansión (producida en

poco tiempo) la excitación suficiente en retina-tectum-Mauthner suficiente como para

iniciar el escape. Un estímulo menos saliente como el EP podría requerir de un mayor grado

de expansión (y por ende mayor tiempo) para conseguir el mismo efecto. Bajo este

razonamiento, de hecho, la mayoría de las veces el grado de expansión que alcanza el

estímulo no alcanzaría a llevar a la célula Mauthner a su umbral de disparo, lo que explicaría

la baja probabilidad de respuesta del EP.

El C-start es una respuesta de escape de “último recurso” de la cual puede depender

la vida del animal, por lo que es esperable que cualquier mejora en la detección del estímulo

sea beneficiosa para el este. Podría plantearse que una respuesta tan tardía cómo la que

observamos aquí (luego de la finalización del estímulo o, dicho de otro modo, cuando el

predador está sobre el animal) no sería útil. Aquí hay que tener en cuenta, que en la

naturaleza no existen estímulos que presenten únicamente contraste de polarización como

los aquí usados, si no que esta clave se sumaría a otras con el fin de aumentar la

probabilidad de detectar un estímulo de peligro.

En experimentos previos del laboratorio bajo condiciones similares a las de esta tesis,

pero en los que se utilizó distinto número de animales y un monitor levemente distinto (10

animales por grupo; Hewlett-Packard LI940, 60Hz) se determinó la probabilidad y latencia

del C-start en función del contraste de intensidad de estímulos looming. En estos

experimentos, se encontró que estímulos 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 estímulo 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 expansión, un estímulo de tan sólo 7%

de contraste evoca una respuesta de escape en sólo el 17.9% de los casos y esos animales

responden hacia el final de la expansión. A modo de comparación, las latencias de

respuestas obtenidas para el ECI utilizado aquí (22,5% de contraste de intensidad) evocaron

una probabilidad de respuesta del 56% con una latencia que si bien es un poco más variable

y algo más tardía está en línea con los resultados previos del laboratorio.

Figura 31: Latencias vs contraste de intensidad y probabilidad de C-start. La lineal horizontal y punto en los
gráficos de cajas representan la mediana y media respectivamente y los límites inferiores y superiores de la
caja representan el primer y tercer cuartil de la distribución. Las barras representan el 1 y el 99% de la
distribución. 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

investigación en peces dorados pero utilizando estímulos auditivos en donde la baja

intensidad de estimulación (baja saliencia) se encontró 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 observó que el bajo contraste de estímulos 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 relación a la cinética de los C-start evocados por ECI o EP, no encontramos

diferencias respecto al ángulo de giro ni su duración. Estos resultados sugieren que una vez

que 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 estaría 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, sería muy interesante poder realizar

registros electrofisiológicos en esta célula para determinar si estímulos polarizados

producen una respuesta sináptica en ella.

La respuesta C-start es muy direccional, normalmente los animales escapan

alejándose del estímulo 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 dirección de

expansión) implicaría 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 obstáculos modifica la cinética de la respuesta C-start (Eaton et al.

1991). Por esto, podría ocurrir para ambas condiciones de estimulación que los ángulos de

giro correspondientes a la fase 1 estuvieran influenciados por la ubicación de los animales

en la pecera. Como se mostró en la figura 25 en general, los animales se encontraban en la

periferia al momento de percibir los estímulos. Por lo tanto, como los animales ya estaban

cerca de las paredes, tendían a hacer escapes con ángulos pequeños para evitar colisionar

con la pared de la pecera. Esto también se evidenció a partir de la observación de los videos

comportamentales, donde los animales luego del primer giro hacia la pared realizaban

rápidamente un contragiro en dirección opuesta. Más allá de este efecto de la cercanía con

las paredes, la duración del estadio 1 (correspondiente al C-start) se encuentra en el rango

que se menciona en la bibliografía (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 períodos se

alteraba el comportamiento de los animales. Dado que el estímulo EP tenía menor saliencia,

podrían haber ocurrido cambios en el comportamiento que denoten sensibilidad por este

tipo de estímulos pero que no se manifestara a nivel de la respuesta C-start. Estudiamos con

particular atención, la velocidad de nado.
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Antes de la aparición del estímulo looming los animales estaban en condiciones

diferentes de iluminación en cuanto a la polarización e intensidad de la luz (figura 28).

Además, de estas dos diferencias antecedentes previos indicaban que los peces dorados se

orientan respecto al eje de polarización de la luz lo que también podría haber afectado su

comportamiento posterior y en consecuencia la probabilidad de respuesta ante la

presentación de los estímulos (Kleerekoper et al., 1973). Sin embargo no encontramos un

comportamiento diferencial en el período previo a la estimulación por lo que, en principio,

los animales partirían de una situación comportamental similar al momento de producirse la

aparición del estímulo looming. Tampoco observamos ningún cambio evidente en el

comportamiento de los animales para el período comprendido entre la aparición del disco y

el comienzo de su expansión (Stim on, figura 29). Cabe notar que en ningún caso se

produjeron escapes por la mera aparición del disco inicial del looming. Finalmente, luego de

la expansión, se encontró que los animales nadaron más frente a estímulos ECI que frente a

estímulos EP, aunque este resultado debiera ser reforzado aumentado en el número 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 información provista por el plano de polarización 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 estimulación con un looming.

En este trabajo, corroboramos que estímulos que presentan únicamente contraste

de polarización son capaces de ser detectados, considerados peligrosos y evocar un C-start,

pese a que se arriba a esa decisión con baja probabilidad y tardíamente. Si bien en la

naturaleza no son habituales estímulos que presenten únicamente contraste de polarización,

dado que el C-start es una respuesta de escape de “último recurso” y de la cual puede

depender la vida del animal, es esperable que cualquier mejora en la detección del estímulo

sea beneficiosa para el animal. Dicho de otro modo, un animal que detecte el contraste,

color y velocidad de un estímulo pero que, además, pueda detectar el contraste de

polarización, podría tener una ventaja adaptativa frente a otro que no lo pueda hacer.

Específicamente, respecto a la comparación de la cinética de las respuestas motoras

nuestros resultados sugieren que la información visual provista por estímulos polarizados es

integrada de una manera similar a la información de contraste de intensidad. En particular,

las respuestas C-start, cuyas bases neuronales están muy bien caracterizadas, mostraron ser

indistinguibles. Esto sugiere que la información sobre el plano de polarización de la luz se

sumaría al resto de las propiedades del estímulo contribuyendo potencialmente a

desencadenar la respuesta C-start.
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