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RESUMEN 

   Los comportamientos sociales, entre ellos la agresión, se observan en una gran variedad de 

grupos de animales. Por ejemplo, diversas especies de peces teleósteos constituyen grandes 

modelos para el estudio de las bases fisiológicas y neuroendocrinas que regulan la agresión. 

En particular en el pez cebra, Danio rerio, a través de despliegues agresivos surgen un individuo 

dominante y otros subordinados. Al observarse en esta especie altos niveles de agresión en 

ambos sexos, resulta sorprendente que exista poca evidencia que profundice en la agresión en 

hembras. La epidermis presenta club cells que, al ser dañadas, liberan una sustancia de alarma 

(SA) que provoca en los conespecíficos cambios comportamentales, como una “respuesta de 

miedo” y aumento en el freezing, y fisiológicos, como un aumento de los niveles de cortisol. Si 

bien la SA está asociada a una respuesta de estrés, resta aun estudiar su efecto sobre el 

comportamiento agonístico. En este trabajo se utilizó como modelo experimental a hembras 

adultas del pez cebra, con el objetivo de evaluar si el comportamiento de agresividad puede ser 

modulado por el estado reproductivo y/o por las señales químicas de alarma. Para ello, se 

realizaron encuentros agonísticos entre dos hembras de pez cebra en el mismo estado 

reproductivo (Pre o Postpuesta de huevos), y en presencia o no, de SA obtenida mediante el 

raspado de piel de hembras. En todos los casos, se analizó la modulación del comportamiento 

agresivo a través de la medición de la latencia y el tiempo total de agresión en cada uno de los 

encuentros diádicos en días sucesivos, así como también el comportamiento de freezing.  Se 

realizaron también técnicas histológicas con el fin de observar los distintos estadios de la 

oogénesis y observar también club cells en la epidermis de D. rerio. Los resultados sugieren 

que ni la agresividad ni el freezing varían entre los distintos estados reproductivos. Además, si 

bien los resultados en ausencia de SA sugieren que la agresividad no se modifica en días 

sucesivos, en presencia de SA disminuye el tiempo total de agresión al segundo día de 

encuentros agresivos. Sin embargo, tanto en ausencia como en presencia de SA, no se 

observan diferencias estadísticas significativas en el freezing en los encuentros en días 

sucesivos. Por último, se observa un aumento de la latencia en los encuentros en presencia de 

SA. Los resultados de esta tesis sugieren que, si bien la agresión entre hembras no está 

modulada por el estado reproductivo, podría estar modulada por la SA. La SA modifica la 

dinámica temporal de las contiendas al disminuir la motivación por iniciar un encuentro agresivo, 

lo cual podría deberse al sensado de un posible peligro en el ambiente. La disminución del 

tiempo total de agresión al segundo día en presencia de SA podría deberse a un efecto 

acumulativo de la SA y una menor inversión de energía en despliegues agresivos. 
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Aggression and alarm substance response in females of zebrafish, Danio rerio 

ABSTRACT 

   Social behaviors, for example aggression, are common in a wide variety of animal groups. 

Teleost fishes represent great models for the study of neuroendocrine as well as physiological 

basis that modulate aggression. In zebrafish, (Danio rerio), a dominant individual will emerge 

through aggressive displays, while the others remain as subordinates. Surprisingly, although this 

species shows high levels of aggression, females remain understudied. Zebrafish´s epidermis 

shows club cells, which when damaged release an alarm substance (SA) which generates 

behavioral changes on individuals of the same species, such as a fear response and increase 

of the freezing behavior, and physiological changes, as an increase in cortisol levels. The SA 

has been associated with a stress response, but still further research needs to be done on the 

effect over agonistic behavior. In this study we used zebrafish adult females as the experimental 

model, with the objective of evaluating if aggressive behavior can be modulated by the 

reproductive status of the females, and/or by the alarm substance. Agonistic encounters were 

performed between two females of the same reproductive status (pre- or post-spawning), and in 

presence or absence of SA, which was obtained from scraping the skin of a female. Measures 

of latency and total time of aggression, along with the freezing time, were determined to analyze 

behavioral modulation on dyadic encounters on successive days. Furthermore, histological 

techniques were performed in order to confirm the reproductive status of the females, and skin 

was sampled to observe club cells in the epidermis of D.rerio. The results suggest that neither 

the aggression, nor the freezing vary among the different reproductive status. Moreover, even 

though the results in absence of SA suggest that the aggression is not modified in successive 

days of agonistic encounters, when SA is present the total time of aggression decreases on the 

second day of encounters. However, in presence of SA, as when SA is absent, there are no 

significant differences on the freezing. Finally, there is a significant increase in the latency on 

the encounters with SA. The results of this work suggest that, even though aggression between 

females is not modulated by their reproductive status, it can vary in presence of SA. The temporal 

dynamic of the encounters is modified by the alarm substance, due to a reduction in the 

motivation to start an aggressive encounter, which probably relates to the sensing of latent 

danger in the environment. The SA may have an accumulative effect which translates in a 

decrease in the total time of aggression on the second day of encounters, leading to a reduced 

investment of energy on aggressive displays. 



7 

1 INTRODUCCION 

1.1 Comportamiento social y agresión 

   El comportamiento social puede entenderse como el despliegue de determinados 

comportamientos de interacción entre individuos de una misma especie. Ciertos 

comportamientos sociales se encuentran muy conservados en distintos grupos de vertebrados. 

Por ejemplo, en especies jerárquicas, los individuos suelen emprender encuentros agonísticos 

durante los cuales intentan mostrar su dominancia mediante despliegues de agresión. En estas 

contiendas se determina el estatus social de los individuos, emergiendo así un dominante y al 

menos un subordinado. La dominancia, para una especie social, se traduce directamente en 

una mayor posibilidad de acceder a recursos como territorio, alimento y pareja (Pandolfi et al. 

2021), lo cual refuerza la mayor posibilidad de seguir ocupando un lugar de dominancia. Por 

otro lado, la exposición a un conflicto social supone un aprendizaje, donde los individuos 

ganadores incrementan sus posibilidades de ganar el próximo encuentro, otra vez, reforzando 

su estatus dominante (Dugatkin, 1997; Hsu et al. 1999; Oliveira et al. 2009; Oliveira et al. 2011). 

Por lo tanto, la agresión animal es plástica y los niveles de agresión expresados dependerán de 

muchos factores que interactúan entre sí, como por ejemplo de diversas vías fisiológicas y 

hormonales, experiencias previas y los estímulos externos que estén sensando los animales.  

   En una jerarquía social se suelen encontrar individuos dominantes y también subordinados. 

En el contexto de una pelea entre dos individuos, cuando el conflicto se resuelve, emerge un 

ganador y un perdedor, donde los comportamientos más característicos de los perdedores son 

descriptos como escapes y elevados niveles de freezing. Al contrario de lo que sucede con los 

ganadores de las contiendas, los subordinados refuerzan su rol sumiso al perder una contienda, 

aumentando sus chances de continuar siendo subordinados en una posible contienda futura a 

la vez que pierden las probabilidades de acceso a los recursos. Este fenómeno, conocido como 

efecto ganador/perdedor, fue observado en el pez cebra por Oliveira et al. (2011).  

   Sin embargo, existen distintos tipos de comportamientos sociales, y particularmente, distintos 

tipos de comportamientos agresivos. Algunas especies establecen jerarquías sociales 

solamente durante épocas reproductivas, ya que de esta manera los individuos que mejor 

resuelven un conflicto social y tienen más acceso a recursos, son los que tienen mayor acceso 

a reproducirse (Dewsbury, 1982). Los conflictos sociales pueden ser de al menos tres tipos 

diferentes: entre individuos subordinados y dominantes (Clement et al. 2005), entre 

subordinados (Alonso et al. 2012), y entre vecinos territoriales (Muller y Manser, 2007). 
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   Dependiendo del grupo de vertebrados, en algunas especies los comportamientos agresivos 

suelen ser más frecuentes y comunes entre machos que en hembras y estas diferencias entre 

sexos se suelen atribuir a la acción de hormonas esteroideas (Gatewood et al. 2006). Sin 

embargo, en la gran mayoría de los casos existe un sesgo en el modo en que se encaran los 

estudios sobre la agresión ya que la agresión en machos es más estudiada que en hembras. 

Esto resulta muy particular si se tiene en cuenta que en todas estas especies ambos sexos 

exhiben comportamientos agonísticos (Been et al. 2019). Históricamente la agresión entre 

hembras fue atribuida casi exclusivamente a la protección de las crías y/o los huevos, pero la 

evidencia muestra que existen múltiples razones por las cuales dos hembras pueden verse 

involucradas en una contienda agonística, como, por ejemplo, por recursos, pareja o territorio 

(Woodley y Moore, 1999; Hau et al. 2004; Scaia et al. 2018a, 2023). Lo que suele llamar la 

atención en términos evolutivos, además de la agresión intrasexual entre hembras, es la 

existencia de agresión intersexual, que fue observada en distintos grupos de vertebrados, pero 

particularmente en muchas especies de peces (Pandolfi et al. 2021). 

1.2 Agresión en peces teleósteos 

1.2.1 Modelos para el estudio del comportamiento social 

    Los peces teleósteos son el grupo de vertebrados más diverso con 31.000 especies 

descriptas, lo que a su vez genera que en este grupo de peces se presente un amplio repertorio 

de comportamientos sociales, convirtiéndolos en excelentes modelos para el estudio de la 

agresión, de jerarquías sociales y de los mecanismos fisiológicos subyacentes a este tipo de 

comportamientos (Arnott y Elwood, 2009).   

    Dentro de los peces teleósteos, un modelo recurrente en lo que respecta a comportamiento, 

son los cíclidos africanos, incluyendo un abordaje de su ecología y comportamiento en su 

hábitat natural (Fernald y Hirata, 1977a, b). También se realizaron numerosos estudios en 

cíclidos bajo condiciones experimentales, con el objetivo de caracterizar los mecanismos 

moleculares y fisiológicos subyacentes a la dominancia social, y discernirlos de otros factores 

que podrían estar modulando la agresión en peces como por ejemplo el sexo y el estado 

reproductivo (Maruska, 2014, Renn, et al. 2012) 

   Otros ejemplos de modelos dentro de los peces cíclidos son los cíclidos neotropicales, en 

particular la especie Sudamericana Cichlasoma dimerus, localmente conocida como chanchita. 

Cichlasoma dimerus es una especie monógama secuencial, que presenta un repertorio de 
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comportamientos agresivos fácilmente distinguibles. Estos comportamientos consisten en una 

serie de despliegues agresivos y sumisos que culminan en el establecimiento de un individuo 

dominante, o pareja dominante en el caso de acuarios sociales, mientras que los demás 

individuos ocupan lugares de subordinados dentro de la jerarquía social (Ramallo et al. 2014). 

Estos comportamientos se observaron también en encuentros agonísticos diádicos, donde 

luego del conflicto emerge un ganador y un perdedor, tanto en machos como en hembras 

(Morandini et al. 2019; Scaia et al. 2018a).  

    Sin embargo, especies como Carassius auratus, más conocida como goldfish, son también 

ampliamente utilizadas en el estudio de comportamiento en laboratorio. Carassius auratus es 

un pez de agua dulce que pertenece a la familia Cyprinidae, del orden de los Cypriniformes, al 

igual que el pez cebra, siendo ambos nativos del este de Asia. Una de las principales ventajas 

que tienen estas especies para el estudio del comportamiento, frente a algunos cíclidos adultos, 

es que son especies fáciles de manipular debido a su pequeño tamaño, lo que facilita también 

a su vez el mantenimiento en laboratorio. Por otro lado, son modelos genéticos muy importantes 

por lo que se cuenta con vasto material acerca de estas especies (Blanco et al. 2017). Además, 

también se realizaron numerosos estudios sobre el comportamiento sexual de C. auratus en 

machos y hembras (Partridge et al. 1976), en particular evaluando las bases neuroendocrinas 

y la bipotencialidad sexual que regulan los comportamientos masculinos y femeninos en esta 

especie (Saoshiro et al. 2013; Shinohara y Kobayashi, 2020; para una revisión ver Munakata y 

Kobayashi, 2010). Por otro lado, la especie Betta splendens, perteneciente a la familia de 

los Osphronemidae en el orden de los Perciformes, constituye otro modelo muy utilizado en 

comportamiento, particularmente en el estudio de comportamientos agresivos (Castro et al. 

2006; Halperin et al. 1998; McGregor et al. 2001; Oliveira et al. 1998). Esta especie defiende su 

territorio de forma muy agresiva y utilizando una serie de comportamientos altamente 

estereotipados y visualmente conspicuos (Simpson, 1968), por lo que resulta relativamente 

sencillo analizar los despliegues comportamentales.  

  Además, los peces teleósteos son un modelo muy utilizado para el estudio de la relación entre 

el contexto social y distintos ejes neuroendocrinos (Filby et al. 2010). Por ejemplo, se estudió la 

relación entre agresión y el metabolismo serotoninérgico en el cerebro, evidenciando diferencias 

crónicas en este sentido entre individuos subordinados y dominantes (Cubitt et al. 2008; 

Dahlbom et al. 2012; Loveland et al. 2014; Winberg y Thörnqvist 2016). Otro de los principales 

ejes estudiados en relación con la agresión es el eje hipotálamo-hipófisis-gonadal, 

encontrándose que los individuos dominantes y subordinados suelen presentar distintos niveles 

https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Osphronemidae
https://es.wikipedia.org/wiki/Orden_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Perciformes
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de andrógenos y/o estrógenos en circulación (Maruska y Fernald, 2013; Ramallo et al. 2015; 

Scaia et al. 2020). Por otro lado, los niveles de cortisol suelen estar íntimamente relacionados 

con las respuestas al estrés. Esto se debe a que en situaciones de estrés ocurre una activación 

del eje hipotálamo-hipófisis-interrenal, activando la cascada de distintas hormonas como CRH 

(corticotropin releasing hormone), ACTH (adrenocorticotropic hormone) y cortisol. Por lo tanto, 

en zebrafish, similar a lo que ocurre en humanos, el cortisol constituye la principal hormona de 

respuesta a estrés (Barcellos et al. 2007). En distintas especies de peces se observa una 

asociación entre situaciones que son consideradas factores de estrés, como por ejemplo podría 

significar el establecimiento de una jerarquía social o un encuentro agonístico diádico, con los 

niveles de cortisol (Alonso et al. 2012; DiBattista et al. 2005; Earley et al. 2006; Fox et al. 1997; 

Gilmour et al. 2005; Sørensen et al. 2011, 2012). En este sentido, niveles aumentados de 

cortisol en sangre suelen ser indicador de estrés.  

1.2.2 Agresión en peces y ciclo reproductivo 

    La plasticidad comportamental representa una gran ventaja adaptativa, sin embargo, esta 

característica, acompañada de plasticidad fisiológica, resulta particularmente importante para 

especies que pueden tener muchas puestas con un bajo éxito reproductivo ya que riesgos como 

predación o pérdida de territorio pueden tener un impacto muy importante al nivel de la 

población para estas especies. Por estas razones es crítico que en los individuos de especies 

con jerarquías sociales haya una coordinación entre el estatus que les permita la reproducción, 

con el momento fisiológico adecuado para que se dé un evento reproductivo exitoso. De este 

modo, una sincronización entre la maduración de las gametas y una posibilidad de ascenso en 

la jerarquía social aumenta la probabilidad de una reproducción exitosa. La gametogénesis es 

regulada por diversas enzimas, entre las cuales se puede mencionar la enzima aromatasa que 

se encuentra en las gónadas y que debido a una síntesis local de estrógenos produce la 

maduración de las gametas, tanto en machos (Schulz y Miura, 2002), como en hembras 

(Cardinali et al. 2004; Nagahama et al. 1995). 

    Al igual que en muchos otros aspectos, la dominancia adquirida por despliegues agresivos y 

enfrentamientos con otros individuos de la misma especie social supone una ventaja 

reproductiva. Por ejemplo, los machos dominantes del cíclido africano Astatotilapia burtoni, 

mantienen los territorios empleando comportamientos agresivos, los cuales también son 

utilizados en el cortejo a las hembras. Además, estos individuos tienen un mayor éxito 
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reproductivo debido, en parte, a que poseen elevados niveles de testosterona y 11-KT, y en 

concordancia con esto, presentan una espermatogénesis continua y gran disponibilidad de 

espermatozoides. En cambio, los machos subordinados no tienen un territorio delimitado ni 

niveles tan altos de hormonas sexuales, y con relación a esto presentan gónadas más pequeñas 

e inmaduras (Maruska, 2014; Maruska et al. 2022). Cuando las hembras poseen huevos 

maduros, listos para desovar, lo hacen junto a los machos dominantes que los fertilizan. Luego 

de fertilizados, la hembra incuba a los huevos en su cavidad bucal por varias semanas durante 

las cuales no ingieren alimento. Después de este periodo, la hembra permanece defendiendo 

el territorio y sigue realizando cuidados maternales por un corto periodo de tiempo (Fernald y 

Hirata, 1977a; Renn et al. 2009). Con respecto al comportamiento de agresión, históricamente 

se consideraba que las hembras de A. burtoni presentan comportamientos muy similares a los 

de los machos subordinados de esta misma especie, es decir, que presentan bajos niveles de 

agresión. Sin embargo, estudios más recientes sugieren que existen diferencias 

comportamentales entre individuos que han sido endocriados en laboratorio respecto de 

individuos recientemente colectados de poblaciones naturales, mostrando que las hembras de 

poblaciones recientemente colectadas presentan elevados niveles de agresión en defensa de 

sus crías frente a machos intrusos (Renn et al. 2009). Estos estudios plantean la importancia 

de estudiar animales de poblaciones naturales en su condición más natural posible para evitar 

sesgos en las observaciones comportamentales. 

    En el cíclido neotropical C. dimerus la dominancia en la jerarquía social involucra a ambos 

miembros de la pareja, siendo esta además una especie con comportamiento de cuidado 

biparental. La puesta de huevos se realiza sobre un sustrato como puede ser una laja y esta es 

defendida muy agresivamente por parte de ambos parentales dominantes, dentro de la jerarquía 

social. La puesta de huevos se da con alta frecuencia y después es seguida por un período de 

aproximadamente 20 días de cuidado parental donde tanto el macho como la hembra cuidan 

de los huevos, oxigenándolos y ahuyentando a los demás individuos subordinados que intentan 

acercarse (Tubert et al. 2012). Notablemente, se observó que luego de la puesta de huevos una 

posible deprivación de alimento no afecta el eje reproductivo de hembras mientras que induce 

un aumento del número de espermatozoides y del eje reproductivo en machos de esta especie 

(Perez-Sirkin et al. 2021). El cuidado biparental incluye comportamientos agresivos como, por 

ejemplo, persecuciones, mordidas, agarradas de boca y erección de las aletas (Alonso et al. 

2011). En C. dimerus al igual que en otras especies de peces cíclidos la dominancia en machos 

está asociada con altos niveles de andrógenos (para una revisión, ver Scaia et al. 2020).  Esto 
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está relacionado con numerosas evidencias en distintos grupos de vertebrados que distinguen 

el rol central de los andrógenos en el comportamiento de agresión (Francis et al. 1992; Hume y 

Wynne-Edwards, 2005; Moore, 1988). Con respecto a las hembras, en C. dimerus se observó 

que aquellas en estado de prepuesta presentan un fuerte comportamiento de agresión y esto 

está relacionado a altos niveles de andrógenos y de estrógenos (Tubert et al., 2012). Además, 

si bien los andrógenos tienen un rol importante en la regulación de la agresión, evidencias más 

recientes en A. burtoni sugieren que la aromatización de testosterona hacia estradiol constituye 

un paso clave en la regulación de este comportamiento (Hufmann et al. 2013). Además, en C. 

dimerus se observó que las hembras ganadoras de una contienda presentan mayores niveles 

de estradiol que aquellas perdedoras (Scaia et al. 2018b) y que los niveles de estradiol 

constituyen un factor clave para comprender la variabilidad del comportamiento de agresión 

(Scaia et al. 2018b, 2023). Los estrógenos suelen estar asociados a comportamientos 

observados típicamente en hembras, sin embargo, diversos autores demostraron que los 

estrógenos también tienen un papel crucial en la regulación del comportamiento agresivo en 

peces machos (Filby et al. 2010, Huffman et al. 2013). De este modo, no solo los andrógenos 

sino que también los estrógenos constituyen factores centrales para comprender la agresión 

intersexual, reflejando la importancia de los distintos estados reproductivos y la activación del 

eje reproductivo para intentar comprender el comportamiento de agresión. 

   En el pez cebra D. rerio, también existe una importante relación entre el comportamiento 

reproductivo y la agresión (como se detalla en la sección 1.3.2), por lo que resulta un modelo 

muy interesante para el estudio del comportamiento agonístico. 

1.3 Modelo: Danio rerio 

1.3.1 Hábitat y Biología 

    Danio rerio o vulgarmente conocido como pez cebra es un pez originario de la India, donde 

ocupa lagos, ríos y lagunas. Su rango de distribución natural incluye las cuencas del río Ganges 

y Brahmaputra y las aguas dulces tropicales de las regiones monzónicas de la India, 

Bangladesh, Nepal, Bután y el norte de Myanmar. Pertenece a la familia Cyprinidae, dentro del 

orden de los Cypriniformes. Además de ser muy utilizado en acuarismo, es un modelo que está 

comenzando a ser muy usado para estudios comportamentales y neuroendocrinos. Debido a 

que en estado larval es completamente transparente también se utilizó ampliamente en estudios 

embriológicos. Además, presenta una enorme homología genética con el humano, lo que 
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convierte esta especie en un modelo muy utilizado en laboratorio en todas las ramas de la 

biología (Teame et al. 2019). El tamaño medio que alcanza en edad adulta es de 4 cm y presenta 

dimorfismo sexual, donde la hembra tiene un vientre abultado y una coloración planteada, 

mientras el macho tiene una coloración más bien dorada (Crowder et al. 2018). 

    Esta especie vive formando bancos a media profundidad y cerca de la superficie. Se 

demostró que peces de diferentes poblaciones muestran diferencias inter e intra poblacionales 

en este comportamiento de agrupamientos, y que estas diferencias se deben a diferencias 

genéticas (Wright et al. 2003). El pez cebra es una especie ovípara con fecundación externa 

(Breder y Rosen, 1966) que no presenta cuidados parentales (Spence et al. 2007). La ovulación 

de la hembra depende de la exposición de esta a las feromonas gonadales masculinas, además 

de ser esencial la presencia de un macho para que las hembras desoven (Talling y Lemoalle, 

1998). 

   Danio rerio se utilizó en múltiples estudios sobre comportamiento y aprendizaje. Esta especie 

mostró la capacidad de poder desarrollar un aprendizaje espacial con refuerzo apetitivo 

(Williams et al. 2002), además de aprendizajes de discriminación visual (Colwill et al. 2005), y 

de evitación activa (Xu et al. 2007). El pez cebra vive en grupos sociales estables, por lo tanto, 

el reconocimiento de los individuos que forman parte del grupo resulta adaptativo ya que permite 

recordar posibles interacciones pasadas y en función a esto ajustar el comportamiento de forma 

adecuada hacia cada uno de los individuos (Madeira y Oliveira, 2017). Además, se espera que 

al tratarse de una especie altamente social los peces presenten, más allá del reconocimiento 

individual, una memoria social. En este sentido, Madeira y Oliveira (2017) demostraron que D. 

rerio reconoce diferentes conespecíficos y que esta información es retenida en una memoria de 

largo termino (24 hs.).    

  Como se describirá más adelante, D. rerio presenta también marcados niveles de agresión 

entre individuos relacionados a el establecimiento de dominancias jerárquicas (Oliveira et al. 

2011; Paull et al. 2010). Tanto machos como hembras de esta especie tienen comportamientos 

agresivos, por lo que resulta un modelo ideal para estudiar los mecanismos subyacentes a la 

agresión relacionados con niveles hormonales y de regulación neuroendocrina (Filby et al. 2010; 

Paull et al. 2010; Scaia et al. 2022). 

1.3.2 Comportamiento reproductivo 

    Danio rerio presenta comportamientos reproductivos que resultan muy convenientes a la hora 

de trabajar en laboratorio debido a que pueden desovar cada 2 o 3 días y los comportamientos 
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de cortejo pueden ser desplegados tanto por machos como por hembras a diario y a lo largo de 

todo el año (Spence et al. 2007). Los comportamientos reproductivos observados en esta 

especie incluyen contacto físico entre machos y hembras, y consisten principalmente de giros 

abruptos del macho, siguiendo un patrón elíptico, alrededor de la hembra (Darrow y Harris, 

2004). También dentro de los comportamientos asociados a la reproducción se encuentran los 

nados coordinados y las persecuciones, entre otros comportamientos que también involucran 

la proximidad entre los individuos de distintos sexos, como, por ejemplo, un comportamiento 

reproductivo en el cual el macho “guía” a la hembra al lugar de puesta. Si el cortejo resulta 

exitoso, entonces las hembras liberan los huevos a la vez que se da la fertilización de estos por 

parte del macho (Darrow y Harris, 2004). Las feromonas tienen un papel muy importante en la 

reproducción de D. rerio, ya que los individuos de esta especie son estimulados sexualmente 

por concentraciones específicas de las mismas, producidas por conespecíficos (Bloom y 

Perlmutter, 1977). Además, en algunos casos, los comportamientos de cortejo desplegados por 

machos son desencadenados por la acción de feromonas de hembras (Hurk y Lambert, 1983). 

Los machos son atraídos por el olor del extracto ovárico y en las hembras el extracto de testículo 

induce la ovulación (Hurk and Lambert 1983; Van Den Hurk et al. 1987).  

    En el pez cebra también existe una importante relación entre la dominancia y los 

comportamientos reproductivos, ya que un mayor estatus en la jerarquía social asegura una 

mayor probabilidad de evento reproductivo. Durante el momento de desove en un contexto de 

pecera social, las hembras dominantes son menos agresivas que los machos dominantes hacia 

los subordinados (Paull et al. 2010). Sin embargo, a pesar de esta diferencia, los tipos de 

despliegues agresivos para mantener la dominancia no difieren entre sexos en D. rerio. La 

dominancia en el pez cebra se traduce en un mayor éxito reproductivo en machos, pero no en 

hembras, aunque se observó que las hembras dominantes tienen más descendencia con los 

machos dominantes, razón por la cual el estatus social tiene gran importancia en ambos sexos 

y por lo tanto la energía invertida en la dominancia resulta benéfica para ambos sexos en el pez 

cebra (Paull et al. 2010). 

1.3.3 Agresión en Danio rerio 

    Existe una clara relación entre la agresión y el estatus social en los individuos de Danio rerio. 

La agresión en esta especie es desplegada casi exclusivamente por los individuos dominantes, 

lo que les suele asegurar un territorio sobre el cual poder poner los huevos luego de la 



15 

reproducción. Además, el establecimiento de la jerarquía social se logra mediante los distintos 

despliegues agresivos, que también permiten mantener el estatus por parte de los dominantes 

hacia los subordinados (Larson et al. 2006; Paull et al. 2010; Spence et al. 2006). 

   Los comportamientos agresivos que se despliegan principalmente en los encuentros 

agonísticos entre individuos de esta especie son muy estereotipados y fueron descriptos 

inicialmente en machos (Oliveira et al. 2011). Las contiendas, tanto en machos como en 

hembras (Scaia et al. 2022), suelen iniciar con una serie de comportamientos simétricos de 

evaluación mutua, denominados displays, en los cuales los individuos que se enfrentan se 

ubican de forma antiparalela, a la vez que erectan las aletas. Luego, realizan círculos, rápidos 

y ascendentes, intercalados con mordidas. Cuando finalmente emerge un dominante, este 

persigue al individuo subordinado en largas y rápidas persecuciones a través de todo el acuario. 

A este momento del enfrentamiento se le llama resolución. Luego de la resolución, el individuo 

subordinado suele escapar del ganador y/o también permanecer en una esquina inferior del 

acuario realizando freezing, mientras que el ganador explora y domina todo el resto de la pecera 

(Kaluef et al. 2013; Oliveira et al. 2011). Además, se describió en esta especie el “efecto 

ganador” que consiste en que un macho ganador tiene más probabilidad de ganar un segundo 

encuentro, contra un oponente naive, si esta se realiza 1 hs. después de la primera (Oliveira et 

al. 2011) pero este efecto no se mantiene si la segunda pelea se realiza 24 hs. después de que 

haya ganado la primera (Chou et al. 2016).  

   Se ha observado que, lo que sucede en machos de D. rerio al ser enfrentados en contiendas 

en días sucesivos es que los individuos recuerdan haber peleado contra su oponente. Los 

encuentros del segundo día tienen el mismo resultado del primer día, es decir, que el ganador 

al segundo día es el mismo que lo fue en la primera contienda. Además, se observó que las 

contiendas al segundo día muestran menores niveles de agresión y disminuye el número de 

mordidas, lo que resulta intuitivo si se considera el elevado gasto o inversión energética que 

implica embarcarse en un comportamiento agresivo si la jerarquía ya se encuentra establecida 

por un encuentro anterior (Cavallino et al. 2020). Estos resultados sugieren un reconocimiento 

individual, mostrando que los machos recuerdan haber peleado específicamente contra su 

oponente ya que no sucede lo mismo cuando el oponente del segundo día es distinto al del 

primer día de contienda incluso controlando el estatus social del oponente (Cavallino et al. 

2020). Mas aun, al añadir un inhibidor de la formación de memoria, se observa que no 

disminuyen los niveles de agresión al segundo día de pelea, indicando nuevamente que este 

efecto se observa por recordar al oponente (Cavallino et al. 2023). 
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   Cabe destacar que, si bien la memoria social se estudió en machos adultos de esta especie, 

aun no hay evidencias en hembras. Si bien la mayoría de los estudios acerca del 

comportamiento de agresión refieren a machos, también se realizaron estudios sobre la 

agresión en hembras de esta misma especie y se encontró que no hay diferencias en la latencia 

al primer ataque entre sexos, lo que muestra una similar motivación por iniciar una contienda 

intrasexual (Scaia et al. 2022). Por otro lado, las contiendas entre hembras de esta especie 

también presentan una dinámica muy similar a aquellas entre machos, descriptas por Oliveira 

et al. (2011). De este modo, en esta especie los individuos de ambos sexos muestran altos 

niveles de agresión y los mismos despliegues comportamentales. Sin embargo, las contiendas 

entre machos tienen un mayor tiempo de resolución y además presentan una mayor cantidad 

de comportamientos agresivos y sumisos. A su vez, en este contexto etológico las hembras 

resuelven el conflicto social más rápidamente y también presentan mayores despliegues 

laterales, usualmente asociados a la comunicación mediante la línea lateral (Scaia et al. 2022). 

Sin embargo, cabe destacar que los estudios acerca del comportamiento de agresión en 

hembras de esta especie refieren al estado de prepuesta, y aun no se han evaluado posibles 

diferencias en el comportamiento agonístico según distintos estados reproductivos. 

1.4 Club cells y sustancia de alarma 

1.4.1 Histología de club cells e identidad de la sustancia de alarma 

   La epidermis del pez cebra está constituida por tres capas, una superficial, una intermedia y 

una basal. Tanto la basal como la superficial están compuestas por un único estrato celular, 

donde en la basal son células indiferenciadas y en la superficial, células queratinizadas. La capa 

intermedia se compone de células mucosas, ionocitos, células indiferenciadas y club cells 

(Chang y Hwang, 2011). Danio rerio, al igual que otras especies de peces teleósteos, posee 

club cells que están asociadas al almacenamiento de diversos compuestos que pueden 

provocar respuestas comportamentales en conespecíficos (Speedie y Gerlai, 2008).  

   La sustancia de alarma es una sustancia química, cuya identidad fue descripta mediante 

diversas técnicas e histología de las club cells revelando que está constituida por numerosos 

compuestos de naturaleza diversa. Zaccone et al. (2001) demostró que en esta sustancia hay 

lecitinas endógenas, polipéptidos de citoqueratina, y sustancias bioactivas como serotonina, 

sustancia P, encefalinas, endotelina, implicadas en la regulación paracrina. Además, también 

se encontró presencia de bacterias en las club cells (Chia et al. 2019). De este modo, se sugiere 

que tanto las células club cells como también otras glándulas de la epidermis de peces 
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constituyen sitios de almacenamiento de diversas sustancias bioactivas (Zaccone et al. 1994). 

A partir de estas evidencias, se ha establecido un protocolo de obtención del contenido de las 

club cells mediante el raspado de epidermis. Este protocolo ya ha sido utilizado en diversos 

estudios de comportamiento en el pez cebra y, al observarse un aumento de “respuesta de 

miedo” en conespecíficos, se ha denominado a esta sustancia como sustancia de alarma 

(Speedie y Gerlai, 2008). En este sentido, esta sustancia de alarma genera una “respuesta de 

miedo” en conespecíficos, caracterizada por un aumento en el freezing (Egan et al. 2009; 

Rehnberg y Smith, 1988) y nados erráticos, así como también por un aumento de los niveles de 

cortisol, por lo que se considera que la “respuesta de miedo” está asociada a una respuesta de 

estrés (Egan et al. 2009). 

 Considerando que, desde un punto de vista evolutivo, las club cells y la liberación de sustancias 

debido a un estímulo mecánico no resultaría en un beneficio para el fitness del propio individuo 

sino para conespecíficos cercanos, se cuestionaron las ventajas adaptativas de mantener las 

club cells. Debido al elevado costo fisiológico de mantenimiento de estas células y de la 

producción de la sustancia química de alarma, se hipotetizó que las mismas podrían tener 

alguna otra función adaptativa para el individuo mismo, además de servir como alarma de 

posibles peligros o predadores para otros individuos circundantes (Pandey et al. 2021). Otras 

evidencias de que las club cells podrían tener una función adicional a la de advertir a 

conespecíficos radican en que algunas especies el raspado de epidermis no provoca una 

respuesta comportamental asociada al miedo, a pesar de presentar presencia de club cells 

(Hugie y Smith, 1987; Whitear, 1986). Se observó que el tamaño de las club cells aumenta en 

presencia de patógenos (Chivers et al. 2007; Iger et al. 1988) y que la supresión del sistema 

inmune genera una reducción en el número de las mismas células (Halbgewachs et al. 2009), 

lo que llevo a pensar que las club cells tienen un rol en la respuesta inmunológica (Chia  et al. 

2019). 

1.4.2 Efecto de la sustancia de alarma en el comportamiento 

   La sustancia de alarma induce una respuesta comportamental de miedo en una gran variedad 

de especies de peces. Esta respuesta de miedo se suele caracterizar por nados erráticos a muy 

alta velocidad o en “zig-zag”. Estos nados suelen intercalarse con otros comportamientos como 

freezing o agrupamiento si hay más individuos en el ambiente (Gerlai et al. 1990; Gerlai et al. 

2000; Miklósi et al., 1997; Pfeiffer, 1977). Estas reacciones observadas suelen ser muy 

parecidas tanto en acuarios artificiales como en el ambiente natural de las especies, por lo tanto, 
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estudiarlas en laboratorio resulta altamente relevante en un sentido biológico (Palleroni et al. 

2005). 

   La sustancia de alarma induce este comportamiento en los animales debido a que estos 

pueden percibirla a través de quimiorreceptores en el epitelio olfatorio (Waldman, 1982). Sin 

embargo, otros individuos en el mismo ambiente pueden percibir el peligro que representa la 

sustancia de alarma visualmente (y a través de la línea lateral) al observar el comportamiento 

de miedo desencadenado por la misma en conespecíficos (Frisch, 1941). En este sentido, se 

ha evaluado si las claves visuales de miedo, es decir la observación de la respuesta de miedo 

de conespecíficos expuestos a la sustancia de alarma, pueden ser utilizadas como un estímulo 

incondicionado en el aprendizaje. Notablemente las evidencias sugieren que solo las claves 

olfativas de la sustancia de alarma, y no la observación del comportamiento de miedo 

desencadenado por la misma, son efectivas en un paradigma de condicionamiento de miedo 

(Pinho et al. 2020). Además, fue demostrado que cambios comportamentales individuales 

inducidos por la sustancia de alarma son independientes de la presencia física de un 

depredador (Speedie y Gerlai, 2008). 

   El pez cebra presenta comportamientos agresivos y conflictos sociales que involucran 

fenotipos sociales plásticos y reversibles (Cavallino et al. 2020, Oliveira et al. 2011, Scaia et al. 

2022). En lo que respecta a la sustancia de alarma, aún no hay evidencias de cómo esta 

sustancia podría afectar los niveles de agresión y/o la dinámica de encuentros sucesivos entre 

los mismos oponentes en hembras de esta especie. Por otro lado, es interesante destacar que 

en distintas especies como, por ejemplo, en D. rerio y también en Carassius gibelio y Phoxinus 

phoxinus la proporción de club cells presentes en la epidermis de las hembras puede variar 

dependiendo del estadio reproductivo en el que se encuentren (Halačka, 2010; Irving, 1996). 

Además, en P. phoxinus, durante la época reproductiva las hembras presentan un número de 

club cells mucho mayor que los machos (Irving, 1996). Por lo tanto, es importante considerar el 

estado de las hembras dentro del análisis de comportamientos agresivos bajo la influencia de 

sustancia de alarma, ya que los mismos pueden variar, no únicamente debido al estado 

reproductivo por sí mismo, sino también, en relación con la proporción de club cells presentes 

en la epidermis. 
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE INVESTIGACION 

   A partir de los antecedentes previamente comentados en los peces teleósteos en general y 

en D. rerio en particular, se propone la siguiente hipótesis:  

   “El comportamiento de agresividad y la dinámica temporal de los encuentros agonísticos en 

hembras de Danio rerio está modulado por su estado reproductivo y/o por la percepción de 

señales químicas de alarma.” 

   Para poner a prueba esta hipótesis, en primera instancia se planteó como objetivo general 

analizar el comportamiento de agresividad en hembras de D. rerio y determinar cómo los 

distintos parámetros comportamentales pueden ser modulados por las señales químicas de 

alarma en función del estado reproductivo. 

   En este sentido, para poder llevar a cabo el objetivo general previamente mencionado se 

propusieron los siguientes objetivos específicos: 

1. Caracterizar y cuantificar el comportamiento de agresividad en encuentros agonísticos

sucesivos entre hembras de Danio rerio en estado prepuesta y postpuesta. 

2. Determinar si la sustancia de alarma proveniente de la piel de hembras de Danio rerio tiene

efecto en el comportamiento de agresión en encuentros agonísticos sucesivos entre hembras. 
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3 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1 Animales 

   Los ejemplares adultos de Danio rerio utilizados para llevar a cabo los objetivos planteados 

para este trabajo fueron adquiridos en acuarios comerciales de la Ciudad de Buenos Aires. Para 

esta tesis se utilizaron hembras adultas, sexualmente maduras, en estado reproductivo de 

prepuesta y de postpuesta. Los individuos permanecieron al menos tres meses en el bioterio 

antes de ser utilizados para estos experimentos, asegurándose así que todos los individuos 

utilizados eran adultos. Las hembras de distintos estados reproductivos se diferenciaron por la 

prominencia de su vientre, ya que un vientre más aplanado se corresponde con una hembra 

postpuesta (Figura 1A) y un vientre más prominente se corresponde con una hembra prepuesta 

(Figura 1B). Posteriormente el estado fue constatado mediante el cálculo de índice 

gonadosomático. Los peces se mantuvieron en peceras comunitarias, con un fotoperiodo 

constante (14 horas luz/10 horas oscuridad) y temperatura entre 25-26 ˚C. Los acuarios se 

mantuvieron en pH 6.8-7.5, con aireación constante. Los individuos fueron alimentados con 

alimento comercial, de la marca tetra color y tetra min, para peces dos veces al día.  

 Figura 1. A) Hembra postpuesta, B) Hembra prepuesta. 

3.2 Manejo ético de los individuos 

    La manipulación de los individuos y todos los experimentos se realizaron bajo los estándares 

internacionales para el cuidado de los animales, y en regla con las regulaciones nacionales 

(Comité Nacional de Ética en la Ciencia y la Tecnología) e institucionales (Comisión Institucional 

para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, 

Universidad de Buenos Aires, Protocolo 75B). Los protocolos realizados aseguraron la 

utilización del número mínimo necesario de individuos.  
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3.3   Dispositivo experimental para la evaluación de la agresión territorial 

    Los experimentos fueron realizados entre las 14hs. y las 16hs. en un cuarto aclimatado para 

mantener condiciones constantes de luz y temperatura, en el Departamento de Biodiversidad y 

Biología Experimental, durante el periodo de septiembre 2021- diciembre 2022.  Para llevar a 

cabo cada encuentro agonístico se aislaron dos hembras en una pecera experimental (15 cm x 

24 cm x 9 cm, 2 L). Las hembras que fueron seleccionadas tenían tamaño similar y provenían 

de distintas peceras comunitarias, es decir, que no ha habido ningún tipo de interacción social 

entre ellas. Los dos peces dentro de cada pecera experimental permanecieron aislados visual 

y físicamente durante 24 horas por una barrera opaca que permitía el intercambio químico, 

minimizando así el estrés debido al aislamiento social (Oliveira et al. 2011). 

3.3.1 Encuentros agonísticos sucesivos 

    Con el objetivo de evaluar si el comportamiento de agresión está modulado por el estado 

reproductivo en encuentros agonísticos sucesivos, se seleccionaron díadas de hembras que 

pertenecían al mismo estado reproductivo. Además, teniendo en cuenta que el comportamiento 

de agresión en peces puede variar según el tamaño corporal, se tomó el recaudo que las 

hembras sean similares en peso corporal y el largo estándar, que se considera como el largo 

del pez desde el extremo anterior de la cabeza hasta la base de la aleta caudal.  

   Para evaluar la agresión entre hembras en encuentros sucesivos se utilizó un protocolo de 

tres días. Para ello, luego de 24hs de aislamiento en el segundo día de protocolo se enfrentaron 

a ambas contrincantes en un encuentro agonístico durante un período de 30 minutos, durante 

el cual se filmó el experimento con una filmadora JVC HD Everio. Previo a levantar la compuerta 

e iniciar la contienda, se filmaron 5 minutos con el fin de analizar el comportamiento individual 

de cada una de las hembras por separado. Luego de los 30 minutos del encuentro agonístico, 

las hembras fueron separadas mediante la barrera volviendo a un estado de aislamiento visual 

durante otras 24 horas. Al cabo de este tiempo, en el tercer día de protocolo, las hembras fueron 

enfrentadas nuevamente en un segundo encuentro que se filmó durante 30 minutos, para 

evaluar si los distintos parámetros comportamentales se modifican en encuentros sucesivos 

(Figura 2) (Cavallino et al. 2020). Al igual que en el primer encuentro, también se filmaron los 5 

minutos previos a levantar la compuerta. Al finalizar la contienda en el tercer día de protocolo, 

los individuos permanecieron aislados por la barrera visual por otros 30 minutos antes de 

realizar la eutanasia. Esto fue necesario debido a que posteriormente se tomaron muestras de 
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cerebro para evaluar activación neuronal en las distintas áreas cerebrales asociadas con 

agresión y comportamientos sociales mediante inmunohistoquímica de pS6, protocolo que 

requiere este tiempo para permitir la fosforilación de la proteína ribosomal S6 (Scaia et al. 2022). 

Este objetivo será llevado a cabo por fuera del alcance de esta tesis. 

Luego de transcurrido este tiempo, los individuos fueron anestesiados por un shock frio y 

sacrificados por un corte cervical, se los diseccionó para comprobar su estado reproductivo. 

Para esto, se define un índice gonadosomático (IG) que se calcula como: (peso gónada /peso 

corporal) x100 (Cavallino et al. 2019). Al observar la distribución poblacional de los datos 

observados, además de haber realizado previamente una discriminación visual de los tamaños 

de los animales utilizados para este experimento, y teniendo en cuenta bibliografía acerca de 

D.rerio (Cavallino et al. 2019), se consideró que un IG<9 se corresponde con hembras en estado 

de postpuesta y un IG>9 se corresponde con hembras en estado de prepuesta.  Se tomaron las 

siguientes medidas morfométricas: peso corporal, peso del ovario, largo total y largo estándar, 

con el fin de contrastar a las hembras que se enfrentan en las contiendas, esperando que la 

diferencia en largo estándar entre hembras sea aproximadamente menor al 10% (Oliveira et al. 

2011). Se fijaron los ovarios en Bouin para llevar a cabo los correspondientes estudios 

histológicos (sección 3.5). Además, las cabezas fueron fijadas en formalina 10% para futuros 

estudios enmarcados por fuera de esta tesis. Por otro lado, posteriormente se fijaron en Bouin 

porciones del cuerpo de hembras prepuesta, muestras sobre las cuales también se realizaron 

los estudios histológicos descriptos en la sección 3.5 

Figura 2. Modificado de Cavallino et al. 2020. Protocolo de días sucesivos de peleas en pez 

cebra, espaciados por 24 hs. de aislamiento visual. 
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3.3.2 Protocolo con sustancia de alarma 

    Se realizaron una serie de experimentos siguiendo el mismo dispositivo experimental 

mencionado en 3.3.1 pero con la adición de la sustancia de alarma. Para ello, se realizó un 

protocolo de extracción de sustancia de alarma ya puesto a punto y utilizado en diversos 

estudios comportamentales en esta misma especie (Akinrinade et al. 2021; Egan et al. 2009, 

Faustino et al. 2017; Speedie y Gerlai, 2008). Cabe destacar que en otras especies de peces 

teleósteos se ha determinado que la presencia de club cells en hembras depende del estado 

reproductivo: mientras que en C. gibelio ocurre una reducción significativa de la proporción de 

estas células durante la puesta y el desove (Halacka et al. 2010), en P. phoxinus las hembras 

presentan un número de club cells mucho mayor que los machos durante la época reproductiva 

(Irving, 1996). A partir de estos estudios, con el objetivo de encontrar una mayor proporción de 

club cells, para llevar a cabo estos experimentos la sustancia de alarma fue obtenida a partir de 

la epidermis de una hembra en estado reproductivo de prepuesta. Para ello, se siguió un 

protocolo de obtención de sustancia de alarma ya utilizado en nuestro laboratorio para otras 

especies de peces de tamaño similar a D. rerio (Goodall et al 2021, tesis de licenciatura Goodall 

2021). 

En cada experimento la hembra donante fue anestesiada por un shock frío y sacrificada 

por un corte cervical, luego se procedió a realizar un raspado de su epidermis con el fin de dañar 

las club cells y liberar la sustancia de alarma del modo que ya fue descripto por Speedie y Gerlai 

(2008). Se raspó 10 veces cada flanco del individuo, y 10 veces el dorso y el vientre del mismo, 

a medida que se fueron añadiendo 20 ml de agua declorada. Este proceso de obtención de la 

sustancia de alarma se llevó a cabo en 3 minutos, luego de los cuales se retiró el individuo de 

la solución de sustancia de alarma y se la fraccionó en jeringas de 2,5 ml que fueron mantenidas 

en hielo para mantenerlas refrigeradas. La sustancia de alarma no fue congelada y este 

procedimiento se repitió para cada uno de los experimentos realizados el mismo día, con el fin 

de utilizar sustancia de alarma fresca. 

    En este caso, para llevar a cabo los encuentros agonísticos también se emplearon díadas de 

hembras que pertenecían al mismo estado reproductivo. En el segundo día de protocolo, es 

decir luego de las 24hs de aislamiento y antes de iniciar el primer encuentro agonístico, las 

hembras fueron filmadas durante 5 minutos para observar los comportamientos individuales de 

las mismas, de la misma forma que se realizó en el apartado 3.3.1. Luego de transcurridos estos 

5 minutos iniciales, se añadieron 5 ml de la solución de sustancia de alarma al agua de la pecera 

experimental de modo equilibrado (2,5 ml en cada uno de los extremos, correspondientes a 
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cada compartimento individual, evitando así un sesgo en el flujo y en la intensidad del estímulo 

para ambas contrincantes) (Egan et al. 2009). Después de añadir la sustancia de alarma a la 

pecera se filmaron 5 minutos adicionales antes de levantar la compuerta que separa a las 

hembras e iniciar la contienda, con el fin de registrar la respuesta individual frente a esta 

sustancia. Una vez transcurrido este tiempo, se levantó la compuerta y se dio comienzo a el 

encuentro agonístico que, al igual que para lo mencionado en la sección 3.3.1, también fue 

filmado durante 30 minutos (Figura 3).  

   Los efectos de la sustancia de alarma sobre el comportamiento social fueron también 

estudiados en días sucesivos. Para ello, antes de realizar el segundo encuentro agonístico, al 

día siguiente se siguió el mismo protocolo utilizado para el primer día de contienda. Se 

añadieron 5 ml de la sustancia de alarma al agua de la pecera previamente al encuentro 

agonístico. Al finalizar el segundo encuentro agonístico, las hembras fueron sacrificadas y se 

llevó a cabo el mismo procedimiento mencionado para en 3.3.1. De este modo, se evaluó si la 

exposición a sustancia de alarma modula el comportamiento de agresión en hembras pre y 

postpuesta y también si esta modulación presenta diferencias en las contiendas en días 

sucesivos. 

   Como será descripto en la sección 3.4, los videos de los encuentros fueron analizados del 

mismo modo que para 3.3.1. Además, en un futuro, se busca evaluar el comportamiento 

individual durante los 5 minutos filmados luego del agregado de la sustancia de alarma mediante 

el programa Ethovision, evaluando diferentes variables como la distancia recorrida, velocidad y 

posición en la pecera, para cada hembra por separado. 

Figura 3. Protocolo utilizado, tanto en el primer como en el segundo día de contiendas, para 

analizar los efectos de la adición de sustancia de alarma sobre la agresión y la dinámica de 

los encuentros agonísticos entre hembras. 
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3.3.3 Controles 

   Para poder determinar si los efectos observados en los experimentos realizados con sustancia 

de alarma se deben específicamente a la misma y no son producto del flujo generado al 

introducir una corriente con la jeringa en la pecera, se realizaron los siguientes controles.  

   Se llevó a cabo el mismo diseño experimental explicado en 3.3.2, con la diferencia de que en 

vez de añadir sustancia de alarma al agua de las peceras experimentales se añadió agua filtrada 

que también se mantuvo refrigerada hasta la finalización de los experimentos de cada día. El 

agua se agregó de la misma forma que la sustancia de alarma, utilizando jeringas e 

introduciendo 2,5 ml en el agua, a cada lado de la pecera. El mismo procedimiento se realizó al 

segundo día de contiendas. Los pasos siguientes en el diseño experimental se realizaron de la 

misma forma que lo explicado en 3.3.1.  

3.4 Análisis de videos y cuantificación de las variables comportamentales 

   Los videos fueron analizados según el etograma ya descripto para machos y hembras de esta 

especie en este mismo contexto etológico (Oliveira et al. 2009, Scaia et al. 2022, 

respectivamente). Para comparar la dinámica del comportamiento de agresión territorial de las 

hembras de ambos estados reproductivos, en el primer encuentro agonístico se cuantificó la 

latencia, el tiempo de agresión total, el tiempo de resolución, y el tiempo de freezing. Estas 

mismas variables fueron utilizadas para comparar la dinámica de los encuentros agonísticos 

entre ambos estados reproductivos en días sucesivos, y también para comparar encuentros en 

presencia y ausencia de la sustancia química de alarma.  

   La latencia se define como el tiempo que transcurre desde que se levanta la compuerta que 

separa a las hembras contrincantes en la pecera experimental hasta que se observa el primer 

despliegue agresivo, dentro de los ya descriptos por Oliveira et al. (2009). El tiempo de agresión 

total hace referencia a todo el tiempo que las hembras invierten realizando despliegues 

agresivos, desde el primer despliegue hasta que se observa una resolución del conflicto, o si 

no existiera una resolución del conflicto social, hasta que se cumplen los 30 minutos que dura 

cada encuentro. El tiempo de resolución fue cuantificado solo en aquellas contiendas en las que 

se pudo observar una resolución clara, con una consecuente ganadora y una perdedora. En 

estos casos, el tiempo de resolución es el tiempo en el que una hembra comienza rápidas 

persecuciones hacia su contrincante, estableciéndose como ganadora, y a su vez la hembra 

perseguida estableciéndose como perdedora. Por último, el tiempo de freezing se define como 
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el tiempo total que cada una de las hembras invierte en un período de inactividad y de ausencia 

de movimiento desde que se levanta la compuerta que las aísla visualmente hasta que se 

termina el encuentro agonístico. 

3.5 Procesamiento histológico  

3.5.1 Histología de gónada y cortes transversales de cuerpo 

   Se realizaron disecciones de los ovarios de las hembras utilizadas en los encuentros 

agonísticos, con el objeto de observar los distintos estadios de la oogénesis y caracterizar 

histológicamente los ovarios correspondientes a hembras en estado de prepuesta y de 

postpuesta. Para ello, los ovarios fueron fijados en Bouin (70% solución saturada de ácido 

pícrico, 25% formol, 5% ácido acético) y transcurridas 24hs. las muestras se conservaron en 

alcohol 70º hasta el momento de su deshidratación en alcoholes de graduación creciente. 

Brevemente, la deshidratación consistió en dos pasajes por alcohol 70%, 80%, 90% y finalmente 

96%, siendo cada pasaje de 30 minutos. Luego se realizó un pasaje a alcohol 96%: Xilol (50:50) 

(30 minutos) y luego a Xilol puro (20 minutos). Todos los procedimientos que involucren Xilol 

fueron realizados bajo campana. Antes de incluir las muestras en parafina se realizó un último 

pasaje a Xilol-parafina, dejando las muestras en la estufa histológica por 15 minutos. Por último, 

las muestras permanecieron en parafina (dos tandas de 1hs. y 30 minutos en cada una). Las 

muestras fueron incluidas en parafina y, luego de armar los tacos histológicos, se realizaron 

cortes histológicos de 7 µm a micrótomo, con un microtomo MICROM HM 350. 

    Con el objetivo de comprobar la presencia de club cells en la epidermis de hembras D. rerio 

se analizaron cortes transversales de cuerpos completos. Para ello, se muestrearon secciones 

del cuerpo (porción anterior con cabeza, porción media con el tronco y porción posterior con 

aleta caudal) de hembras prepuesta. Se llevó a cabo el mismo protocolo de fijación, 

deshidratación e inclusión que para las muestras de ovarios aislados, mencionado en 

anteriormente en esta sección. Se obtuvieron cortes histológicos de 7 µm, con un microtomo 

MICROM HM 350, correspondientes a cortes transversales de la porción media del tronco. 

Además, estos cortes transversales de tronco fueron también utilizados para el análisis 

histológico de gónadas de hembras prepuesta, mencionado anteriormente. 

    Los cortes se observaron y fotografiaron con un Microscopio Zeiss Primo Star acoplado a 

una cámara fotográfica Zeiss Axiocam 208 color.  
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3.5.2 Histología de cerebro 

    Con el objetivo de obtener muestras para la evaluación de la activación de las áreas 

cerebrales involucradas en el cerebro social mediante inmunohistoquímica, las cabezas fueron 

fijadas en formalina 10% y decalcificadas luego de 72hs. Para ello, se realizaron dos lavados 

de 30 minutos con PBS, luego de los cuales se pasaron las muestras a EDTA (0,5 M pH:8) 

donde permanecieron por 48hs (Scaia et al. 2022). Después de transcurridas las 48hs. se 

realizaron dos lavados de 30 minutos en PBS, seguidos de dos lavados más de 30 minutos en 

agua destilada, para finalmente comenzar el mismo protocolo de deshidratación descripto en la 

sección 3.5.1. Las cabezas fueron orientadas e incluidas en parafina, y se realizaron cortes 

transversales (con un microtomo MICROM HM 350) con el objetivo de cuantificar la activación 

neuronal en las distintas áreas cerebrales y así poder identificar las redes neuronales 

involucradas en los distintos grupos experimentales. La activación cerebral se realizará 

mediante inmunohistoquímica del marcador de activación neuronal pS6 (Scaia et al. 2022), 

aunque este análisis se realizará por fuera del alcance de esta tesis de licenciatura. 

3.5.3 Coloración: Hematoxilina de Carazzi y Eosina alcohólica 

    Se seleccionaron cortes histológicos de gónadas, secciones transversales de cuerpo y de 

cabeza para ser coloreados con hematoxilina-eosina (H&E). Para hacer la coloración es 

necesario antes desparafinar los cortes e hidratarlos debido a la base acuosa de los colorantes 

utilizados. Los cortes ya montados en los portaobjetos fueron desparafinados en Xilol y en 

concentraciones decrecientes de alcohol. La hidratación consistió en pasajes por alcohol 96%, 

90% y 70% dejando los cortes por 1 minuto en cada uno de los alcoholes. Luego de un pasaje 

por agua destilada durante 2 minutos, los cortes fueron coloreados con Hematoxilina de Carazzi 

(Merck) durante 10 minutos. Luego del viraje en agua de canilla por 1 minuto, los cortes fueron 

coloreados con Eosina alcohólica por 1 minuto. Finalmente, los cortes fueron deshidratados en 

concentraciones crecientes de alcohol y en Xilol para aclarar. Por último, los cortes fueron 

montados con bálsamo de Canadá y un cubreobjetos 
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3.5.4 Coloración: Método del ácido periódico-Reactivo de Shiff (PAS) 

    Con el objetivo de realizar una técnica histoquímica que permita la detección de 

glicoconjugados neutros y así distinguir las distintas células presentes en la epidermis del pez 

cebra, se colorearon muestras de cuerpo utilizando la técnica de Reactivo de Shiff (PAS). Luego 

de desparafinar e hidratar los cortes, fueron tratados con ácido periódico 0.5% en agua 

destilada, durante 5 minutos. Seguido de este paso, se lavaron los cortes con agua destilada, 

para luego introducir los cortes en el Reactivo de Shiff, que debe permanecer en constante 

oscuridad, por lo cual se debe cubrir el recipiente que se utilice, protegiéndolo de la luz. En el 

Reactivo de Shiff los cortes permanecieron por aproximadamente 15-20 minutos, para 

posteriormente ser pasados por agua tibia de la canilla durante 2 minutos aproximadamente. 

En este paso se debería comenzar a ver la coloración sobre los cortes, y el tiempo que 

permanezcan dependerá de la intensidad de la coloración que vayan adquiriendo. Después de 

este pasaje, se procedió a colorear con Hematoxilina de Carazzi, donde los cortes 

permanecieron por 10 minutos, tiempo luego del cual se les coloco agua, por goteo, por 1 minuto 

para que se realice el viraje de la coloración. En algunos cortes, además, se realizó una variante 

de esta técnica, agregando verde luz acético (VL), durante apenas unos segundos, luego del 

viraje de la hematoxilina. Esta variante se realizó con el objetivo de obtener una coloración de 

fondo que permita distinguir mejor a las células de la epidermis. 

    Finalmente se procedió a deshidratar nuevamente los cortes, pasándolos por 

concentraciones crecientes de alcohol y finalmente en Xilol durante 2 minutos, para después 

ser montados de la misma forma que se realizó en las coloraciones con hematoxilina y eosina 

(sección 3.5.3). 

3.6 Análisis estadístico 

    En primer lugar se analizaron las diferencias en las medidas morfométricas (peso total y largo 

estándar) entre hembras contrincantes, con un prueba no paramétrica de Wilcoxon para 

muestras pareadas, para poder determinar que no hay diferencias significativas entre las dos 

hembras de una misma contienda, y poder así descartar que los efectos observados sobre el 

comportamiento se deban a una diferencia morfométrica entre las contrincantes. 
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   Con el objetivo de comparar los encuentros de distintos estados reproductivos (prepuesta y 

postpuesta) se contrastaron la latencia y el tiempo total de agresión con la prueba no 

paramétrica de Wilcoxon. 

   Para evaluar cómo varían los encuentros agonísticos en días sucesivos de contiendas se 

comparó la latencia y el tiempo total de agresión con la prueba no paramétrica de Wilcoxon para 

muestras pareadas, tanto para la serie de experimentos realizados sin sustancia de alarma, 

como también en la serie de experimentos donde se agregó la sustancia de alarma. 

   Con el objetivo de evaluar el posible efecto de la sustancia de alarma sobre el comportamiento 

agonístico se comparó el tiempo total de agresión y la latencia en hembras expuestas o no a 

sustancia de alarma con la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, contrastando en esta 

prueba también a los controles hechos con agua destilada. En los casos en que este análisis 

dio significativo, se realizaron comparaciones a posteriori utilizando el método de Holm. 

   Por otro lado, se evaluó el freezing del encuentro global. Esto se realizó obteniendo un 

indicador del freezing total de la pelea, calculado como (freezing hembra derecha + freezing 

hembra izquierda) / 2. Se comparó así el freezing de los encuentros correspondientes a ambos 

estados reproductivos utilizando la prueba no paramétrica de Wilcoxon. Se comparó también el 

freezing de los encuentros en días sucesivos mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon 

para muestras pareadas. Por último, se comparó el nivel de freezing en las contiendas 

realizadas sin sustancia de alarma con el de las con sustancia de alarma, contrastando siempre 

además contra los controles realizados con agua mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-

Wallis. En este caso también, al haber diferencias significativas, se realizaron comparaciones a 

posteriori utilizando el método de Holm. 

   En todos los casos se utilizaron pruebas estadísticas no paramétricas para el análisis de los 

datos debido a que se evaluaron los supuestos de Normalidad y Homocedasticidad de las 

varianzas en cada uno de los casos, supuestos necesarios para realizar un análisis paramétrico 

de los datos. El supuesto de Normalidad fue evaluado mediante el test estadístico de Shapiro 

Wilks, mientras que la Homocedacea se evaluó mediante el análisis grafico de los residuos, 

además de con el test estadístico de Levene en los casos en que no se realizó un análisis de 

un diseño de medidas repetidas (DMR). En todos los casos, a excepción de un tratamiento, no 

se cumplió alguno (o ninguno) de los dos supuestos requeridos. En el caso en que se evalúa el 

freezing en función del estado reproductivo se cumplen ambos supuestos, pero, al igual que en 

el resto de los demás experimentos, el n utilizado en cada uno de los grupos es relativamente 
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pequeño (prepuesta=9 y postpuesta=5). Teniendo en cuenta que en la mayoría de los 

experimentos los grupos están desbalanceados y que además presentan un n pequeño, se 

consideró más adecuado realizar un análisis no paramétrico de los datos, antes que realizar 

una transformación de los datos para cumplir con el supuesto de normalidad. Los p-valores de 

cada una de las pruebas realizadas para probar los supuestos necesarios para el análisis 

paramétrico de los datos se presentan en el anexo.  

   El análisis estadístico se llevó a cabo utilizando el programa R-studio y el nivel de significancia 

utilizado en todas las pruebas fue del 95%, es decir que se consideraron diferencias 

significativas aquellos casos en los que p < 0,05. Las medidas morfométricas se presentan 

como la media±SD. Teniendo en cuenta los análisis estadísticos no paramétricos utilizados, 

todos los siguientes datos son presentados como medianas y su rango intercuartílico (RI), que 

muestra diferencia entre el tercer y el primer cuartil de una distribución, representando 

la dispersión estadística de los datos.. 

   En todos los casos donde los resultados se presentan en forma de Box-plot, se representa la 

mediana con la línea central, la caja representa el rango intercuartílico (75%-25%) y los bigotes 

el máximo y el mínimo (100%-0%). Los puntos se corresponden los valores de cada dato, 

respectivamente. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Cuartil
https://es.wikipedia.org/wiki/Medidas_de_dispersi%C3%B3n
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Soluciones y buffers 

Solución de Bouin: 70% solución saturada de ácido pícrico, 25% formol, 5% ácido acético. 

Formalina 10%: Dilución 1:10 de formol 40% en PBS. 

PBS: A partir de NaCl (137 mM), KCl (2,7 mM), Na2HPO4 (10 mM), KH2PO4 (2 mM) en agua 

destilada. pH 7,4. 

EDTA: A partir de EDTA 0,5M sólido, en agua destilada. Llevar a pH 8 utilizando pellets de 

NaOH.  

Hematoxilina de Carazzi: A partir de la Hematoxilina de Carazzi Merck se realizó una dilución 

1/8 de esta en agua destilada. Antes de ser utilizada se filtró para eliminar residuos. 

Eosina alcohólica: Se diluyó en alcohol 70% al 0,25%. 

Reactivo de Shiff: Fucsina básica (CI 42510), ácido clorhídrico puro, metabisulfito de Na y agua 

destilada. 

Verde luz acético 0,2%: Verde luz (CI 42095), agua destilada, ácido acético. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Medidas morfométricas 

   Se midió el largo estándar y el peso de las hembras utilizadas en todas las contiendas y se 

contrastó la hembra derecha con la izquierda de cada uno de los encuentros a fin de determinar 

si existen diferencias para estas medidas morfométricas entre las hembras contrincantes 

(Figura 4 y Figura 5, respectivamente).  

Figura 4. Diferencia entre el largo estándar (cm) de las hembras que se enfrentaron en cada 

una de las contiendas. Cada punto representa una díada de hembras. Los puntos se 

distribuyen alrededor del cero, donde una diferencia de cero representa que las hembras 

enfrentadas tienen el mismo largo estándar. 
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Figura 5. Diferencia en el peso (g) de las hembras que se enfrentaron en cada una de las 

contiendas. Cada punto representa una díada de hembras. Los puntos se distribuyen 

alrededor del cero, donde una diferencia de cero representa que las hembras enfrentadas 

tienen el mismo peso total. 

   Mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon para muestras pareadas no se observan 

diferencias en el largo estándar de las hembras contrincantes (p = 0,5643). La media±SD 

obtenida para las hembras del compartimento derecho de la pecera fue de 2,425cm ± 0,220cm, 

mientras que para las hembras del compartimento izquierdo fue de 2,344cm ± 0,224cm.  Si bien 

en algunos casos se vio una diferencia mayor a la esperada, la diferencia entre las medias es 

de 0,081 cm, es decir, menor al 10%, por lo que esta diferencia se considera biológicamente 

insignificante, basándonos en bibliografía previa (ver materiales y métodos, sección 3.3.1).  

   Por otro lado, al realizar la prueba de Wilcoxon para pruebas pareadas tampoco se obtuvieron 

diferencias significativas para el peso de las hembras enfrentadas en los encuentros agonísticos 

(p = 0,4058). El peso medio±SD de las hembras del compartimiento derecho fue de 0,258g ± 

0,07g y para las hembras del compartimiento izquierdo de 0,245g ± 0,07g. La diferencia en los 

pesos de las hembras es de 0,013 g, es decir, menor al 10%, por lo que se considera esta 

diferencia biológicamente irrelevante. Lo que indica que lo observado en las siguientes 

secciones no se debe a diferencias en las medidas morfométricas entre las contrincantes.  
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4.2 Agresión en función del estado reproductivo 

   Se cuantificó la latencia (Figura 6) y el tiempo de agresión (Figura 7) en el primer día de 

contienda entre hembras prepuesta (PreP) y entre hembras postpuesta (PostP). Al comparar la 

latencia de los encuentros entre hembras en estado de prepuesta y aquellas en estado de 

postpuesta mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon no se observaron diferencias 

significativas entre ambos estados reproductivos (PreP: mediana = 4 s; RI = 4; N = 9; PostP: 

mediana = 5 s; RI = 3; N = 5; p-valor = 0,2819). Además, al comparar el tiempo de agresión de 

las contiendas de ambos estados reproductivos mediante la prueba no paramétrica de Wilcoxon 

no se observaron diferencias significativas entre ambos estados reproductivos (PreP: mediana 

= 31 s; RI = 123; N = 9; PostP: mediana = 43 s; RI = 64; N = 5; p-valor = 0,5934). En todas las 

pruebas estadísticas se utilizó un α = 0,05, es decir que se consideraron diferencias 

significativas aquellos casos en los que p < 0,05. Estos resultados sugieren que en ambos 

estados reproductivos las hembras de esta especie muestran similar motivación hacia iniciar 

una contienda y que no muestran diferencias en los niveles de agresión durante los encuentros 

agonísticos. Al no observar diferencias estadísticas en la dinámica temporal ni en los niveles de 

agresividad territorial entre distintos estados reproductivos, a continuación, y para las siguientes 

secciones se analizaron todas las contiendas en conjunto, las de hembras prepuesta junto con 

los enfrentamientos entre hembras postpuesta y las mixtas (entre hembras de distinto estado 

reproductivo). 
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Figura 6. Latencia en función del estado reproductivo. Ambas contrincantes corresponden al 

mismo estado reproductivo, ya sea de Prepuesta (Pre-pre) o de Postpuesta (Post-post). En 

este gráfico se analizan las latencias de los encuentros agonísticos correspondientes al primer 

día de contienda. No se observan diferencias en la latencia de las contiendas entre hembras 

prepuesta de aquellas entre hembras postpuesta (p = 0,2819). 
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Figura 7. Tiempo total de agresión en función del estado reproductivo. Ambas contrincantes 

corresponden al mismo estado reproductivo, ya sea de Prepuesta (Pre-pre) o de Postpuesta 

(Post-post). En este gráfico se analizan los tiempos totales de agresión de los encuentros 

agonísticos correspondientes al primer día de contienda.  No hay diferencias en la agresión de 

las contiendas entre hembras prepuesta de aquellas entre hembras postpuesta (p = 0,5934). 

4.3 Descripción de ovario en distintos estados reproductivos 

   Como se hace mención en el apartado 3.5, se realizaron cortes histológicos de ovarios 

aislados y de secciones transversales del cuerpo con el fin de observar la histología de los 

ovarios de las hembras en estados de prepuesta y postpuesta y distinguir los distintos estadios 

de la oogénesis (Figura 8, A, B y C respectivamente). 

    En los ovarios correspondientes al estado de prepuesta se identifican folículos en distintos 

estadios de vitelogénesis. En primer lugar, se observan oocitos pre vitelogénicos, de crecimiento 

primario, que se evidencian por su citoplasma basófilo y un tamaño mucho menor que los 

oocitos vitelogénicos. También se observan oocitos en vitelogénesis temprana que poseen 

gránulos corticales y un citoplasma levemente basófilo. También, en los oocitos vitelogénicos 

se observa un núcleo central con nucleolos periféricos. Además, en los ovarios de hembras 

prepuesta se observan oocitos vitelogénicos tardíos, con una abundante cantidad de vitelo y un 
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citoplasma acidófilo. Los oocitos vitelogénicos tardíos poseen un mayor tamaño en comparación 

a los vitelogénicos de maduración más temprana. Por último, en estos cortes se ven también 

pocos folículos post ovulatorios. (Figura 8, A y B).  

    En cambio, el corte de ovario de hembras postpuesta muestra en su gran mayoría oocitos 

pre vitelogénicos de crecimiento primario, de tamaño pequeño y folículos post ovulatorios. Aun 

así, en este corte también hay presencia de oocitos vitelogénicos y vitelogénicos tardíos, con 

mayor cantidad de vitelo, en estados más avanzados de maduración (Figura 8, C). 

    Cabe destacar que en ambos estados reproductivos se pueden evidenciar los distintos 

estadios de la oogénesis, sin embargo, la diferencia entre estos estados radica en la proporción 

de los distintos oocitos. Mientras los ovarios de hembras prepuesta presentan una mayor 

cantidad de folículos en estados más avanzados de la maduración, los ovarios de hembras 

postpuesta, además de ser de un menor tamaño, tienen en su mayoría folículos de crecimiento 

primario. 
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4.4 Agresión en encuentros agonísticos sucesivos 

   Para evaluar si el comportamiento de agresividad entre hembras de D. rerio se modifica en 

encuentros agonísticos sucesivos se comparó la latencia  (Figura 9) y el tiempo total de agresión 

(Figura 10) de las contiendas entre las mismas contrincantes, en los días sucesivos. Para ello 

se evaluaron los datos de un modo pareado, es decir, comparando el primer día y el segundo 

dentro de cada contienda. 

   La latencia, al igual que el tiempo de agresión, se analizó mediante un test de Wilcoxon para 

pruebas pareadas. Si bien en varias contiendas se observó una tendencia al aumento de la 

latencia en el segundo encuentro agonístico, no se encontraron diferencias entre los días 

sucesivos de contiendas (día 1: mediana = 5 s; RI = 4; N = 17; día 2: mediana = 11 s; RI = 13; 

N = 17; p-valor = 0,0534). Si bien no se hallaron diferencias significativas en la motivación por 

iniciar una contienda en función del día, cabe mencionar que este análisis se encuentra muy 

cercano a la significancia (p < 0,05). Por lo tanto, la falta de significancia estadística acerca de  

la variación en la motivación por pelear podría deberse a una falta de potencia de la prueba o a 

un bajo n. 
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Figura 9. Latencia de cada una de las contiendas pareadas, en días sucesivos. Se tuvieron en 

cuenta todos los encuentros, independientemente del estado reproductivo de las hembras. 

Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas pareadas entre las mismas 

contrincantes. No se encontraron diferencias significativas en la latencia en días sucesivos 

 (p = 0,0534). 

   Al comparar la agresividad de los encuentros entre hembras, en días sucesivos, utilizando un 

test de Wilcoxon para pruebas pareadas, no se observaron diferencias en función del día (día 

1: mediana = 43 s; RI = 73; N = 17; día 2: mediana = 43 s; RI = 116; N = 17; p-valor = 0,8851). 

Estos resultados sugieren que los niveles de agresión territorial en hembras de esta especie no 

se modifican durante encuentros agonísticos sucesivos. 
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Figura 10. Tiempo de agresión total de cada una de las contiendas pareadas, en días 

sucesivos. Se tuvieron en cuenta todos los encuentros, independientemente del estado 

reproductivo de las hembras. Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas 

pareadas entre las mismas contrincantes. No se encontraron diferencias significativas en la 

agresión de las contiendas en días sucesivos (p = 0,8851). 

4.5 Agresión en función de la sustancia química de alarma 

   Para llevar a cabo el objetivo que consiste en determinar si la sustancia química de alarma 

tiene efecto en el comportamiento de agresión de hembras de D. rerio, se comparó la latencia 

y el tiempo total de agresión durante el primer encuentro de tres grupos experimentales 

mediante un test de Kruskal-Wallis. Como ya se mencionó previamente, al no observarse 

diferencias significativas en la latencia y en el tiempo total de agresión entre los distintos estados 

reproductivos (sección 4.2), se optó por evaluar las contiendas de los distintos estados 

reproductivos en conjunto. Como se explicita en la sección 3.3.2, el primer grupo analizado son 

las contiendas realizadas sin sustancia de alarma ni corriente de agua agregada (Sin SA), el 

segundo grupo se compone de los controles realizados con el agregado de la corriente de agua 
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filtrada (Ctrol) y el tercer grupo son aquellas contiendas en las cuales se añadió sustancia de 

alarma al agua de la pecera (Con SA). 

   Se evalúo la latencia y, al comparar los distintos grupos experimentales mediante el test no 

paramétrico de Kruskal-Wallis, se observaron diferencias significativas (Sin SA: mediana = 5 s; 

RI = 4; N = 17; Ctrol: mediana = 5,5 s; RI = 3,5; N = 8; Con SA: mediana = 15 s; RI = 177; N = 

15; p-valor = 0,01474) (Figura 11).   

   Por lo tanto, con el objetivo de discernir las diferencias estadísticas entre los grupos 

experimentales, se realizaron comparaciones a posteriori utilizando el método de Holm. Este 

análisis sugiere que se observan diferencias significativas entre el grupo Sin SA y Con SA (p = 

0,025) y también entre el grupo Control y Con SA (p = 0,0348). Cabe destacar que no se 

observaron diferencias significativas entre el grupo Sin SA y el grupo Control (p = 0,537). Estos 

análisis muestran que la latencia es mayor en aquellas contiendas que recibieron el agregado 

de la sustancia de alarma y que este efecto no se debe al flujo de corriente generado por el 

agregado del tratamiento. De este modo, estos resultados sugieren que la percepción de la 

sustancia de alarma de conespecíficos disminuye la motivación de las hembras de esta especie 

a embarcarse en un comportamiento agonístico de agresión. 
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Figura 11. Efecto de la sustancia de alarma sobre la latencia en encuentros agonísticos. Se 

registró la latencia en el primer día de contienda y se tuvieron en cuenta todos los encuentros, 

independientemente del estado reproductivo de las hembras. Letras diferentes representan 

diferencias significativas (p valor = 0,01474). Sin SA: sin sustancia de alarma ni flujo de agua. 

Ctrol: con flujo de agua. Con SA: con sustancia de alarma. 

    En cuanto al tiempo de agresión, no se observan diferencias significativas entre los tres 

grupos experimentales (Sin SA: mediana = 43 s; RI = 73; N = 17; Ctrol: mediana = 105 s; RI = 

223,25; N = 8; Con SA: mediana = 86 s; RI = 265; N = 15; p-valor = 0,3474) (Figura 12). 

    Estos resultados sugieren que la agresividad en hembras no se ve modificada por el 

agregado de sustancia de alarma ni por el flujo de corriente utilizado como vehículo. 
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Figura 12. Efecto de la sustancia de alarma sobre el tiempo de agresión en encuentros 

agonísticos. Se cuantificó el tiempo de agresión en el primer día de contienda.  No se hallaron 

diferencias en la agresividad de las hembras debido a la presencia de sustancia de alarma en 

el agua (p global = 0,3474). Sin SA: sin sustancia de alarma ni flujo de agua. Ctrol: con flujo de 

agua. Con SA: con sustancia de alarma 

4.6 Agresión en encuentros agonísticos sucesivos en presencia de sustancia de alarma 

   Con el objetivo de determinar si la agresión territorial en hembras se ve modificada en 

encuentros sucesivos en presencia de sustancia de alarma, se comparó la latencia (Figura 13) 

y el tiempo total de agresión (Figura 14) entre el primer y el segundo día de contiendas luego 

del agregado de la sustancia de alarma. Para ambas variables se realizó un test no paramétrico 

de Wilcoxon para pruebas pareadas, de modo tal de poder comparar cada pareja de 

contrincantes entre el primer y segundo encuentro. 

   No se encontraron diferencias para la latencia entre los días sucesivos de pelea (día 1: 

mediana = 15 s; RI = 177; N = 15; día 2: mediana = 65 s; RI = 168,5; N = 15; p-valor = 0,7197), 
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lo cual sugiere que la motivación por iniciar una contienda en presencia de sustancia de alarma 

no se ve modificada en encuentros sucesivos (Figura 13). 

Figura 13. Latencia en función del día de contienda, para hembras tratadas con sustancia de 

alarma. Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas pareadas entre las 

mismas contrincantes. No se encontraron diferencias significativas en la latencia de los 

encuentros en días sucesivos, por lo que la sustancia de alarma no modifica la dinámica 

temporal de las contiendas en días sucesivos. Las hembras muestran igual motivación por 

iniciar una pelea, siendo tratadas con sustancia de alarma ambos días (p = 0,7197). 

   Al comparar el tiempo de agresión total en los encuentros de días sucesivos, se observan 

diferencias significativas y una marcada disminución del tiempo de agresión en el segundo 

encuentro al compararlo con el primero (día 1: mediana = 86 s; RI = 265; N = 15; día 2: mediana 

= 40 s; RI = 39,5; N = 15; p-valor = 0,01245). 

   De este modo, a diferencia de lo observado en la sección 4.4 en ausencia de sustancia de 

alarma, el tiempo de agresión total de las contiendas en presencia de sustancia de alarma se 
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ve modificado en los encuentros sucesivos, ya que en este caso las contiendas del segundo día 

son significativamente menos agresivas que las del primer día (Figura 14). 

Figura 14. Tiempo de agresión en función del día de contienda, para hembras tratadas con 

sustancia de alarma. Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas 

pareadas entre las mismas contrincantes. Se encontraron diferencias significativas en la 

agresión de los encuentros con sustancia de alarma en días sucesivos Disminuye la agresión 

al segundo día de pelea cuando las hembras son tratadas con sustancia de alarma  

(p = 0,01245). 

4.7 Histología de epidermis 

   Con el objetivo de localizar y visualizar a las club cells en el lote de individuos utilizados para 

realizar esta tesis, se realizaron cortes histológicos transversales de secciones del cuerpo de 

hembras prepuesta D. rerio. En dichos cortes se lograron observar células en la epidermis que 
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se corresponden histológicamente con las club cells ya descriptas para pez cebra. Las club cells 

se identifican como células grandes circulares, con abundante cantidad de citoplasma y un 

núcleo central (Figura 15). Las células epidérmicas, que se encuentran circundantes a las club 

cells se distinguen por ser de menor tamaño y tener una relación de proporciones menor entre 

el núcleo y el tamaño total de la célula, respecto a las club cells, donde el núcleo es pequeño 

en relación al tamaño total de la célula. Además, en estos cortes se pueden observar células 

mucosas, que son PAS positivas debido a su contenido rico en glucoconjugados neutros. 

Consecuentemente, si bien las células mucosas tienen un tamaño celular grande y similar al de 

las club cells, se colorean de un magenta intenso con esta técnica y se distinguen intercaladas 

con las club cells en la epidermis de D. rerio. Estos tres tipos celulares se pueden evidenciar en 

los detalles epidérmicos de pez cebra, tanto en la epidermis de pared del cuerpo en secciones 

del tronco (Figura 15, A y D), como incluso también en la epidermis de la cabeza a la altura de 

las branquias (Figura 15, B y C), en cortes transversales de cabeza.  
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4.8 Freezing en los encuentros agonísticos 

4.8.1 Freezing en función del estado reproductivo 

   Como fue detallado en la introducción, el cortisol constituye la principal hormona de estrés y 

se ha observado un aumento de los niveles de esta hormona y de freezing en individuos 

expuestos individualmente a la sustancia de alarma. El freezing fue medido en primera instancia 

en los encuentros donde se añadió sustancia de alarma, debido a que se observó que las 

contrincantes pasaban gran parte de la pelea realizando este comportamiento. Luego, en 

función de haber analizado el freezing en los encuentros con sustancia de alarma, resultó 

correcto analizar qué pasaba con esta variable comportamental en los distintos estados 

reproductivos (Prep y PostP), tanto como en días sucesivos de encuentros agonísticos en las 

contiendas donde no se añade sustancia de alarma. 

  Se compararon los distintos estados reproductivos mediante la prueba no paramétrica de 

Wilcoxon y no se obtuvieron diferencias significativas indicando que el freezing no difiere entre 

hembras de D. rerio de distintos estados reproductivos (PreP: mediana = 121 s; RI = 692,5; N 

= 9; PostP: mediana = 0 s; RI = 24,5; N = 5; p-valor = 0,1933). Sin embargo, al observar los 

datos se identifica una mayor dispersión en los encuentros entre hembras prepuesta (Figura 

16). 
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Figura 16. Freezing en el primer día de contienda en función del estado reproductivo de las 

hembras que se enfrentan. No hay diferencias en el freezing de las peleas entre hembras 

prepuesta de aquellas entre hembras postpuesta (p = 0,1933). 

    Debido a que no se encontraron diferencias en el tiempo de freezing entre contiendas de 

distintos estados reproductivos, para los siguientes análisis se consideraron todas las peleas 

en conjunto sin distinguir por estado reproductivo. 

4.8.2 Freezing en encuentros agonísticos sucesivos 

   Considerando que el cortisol es la principal hormona de estrés y que este, a su vez, se ve 

reflejado en una respuesta comportamental de freezing, como una posible variable para 

caracterizar estrés ocasionado por los encuentros agonísticos sucesivos entre hembras de D. 

rerio, se comparó el tiempo en que las hembras realizaban el comportamiento de freezing en 

las contiendas pareadas de los días sucesivos (Figura 17). Al comprar el tiempo de freezing 

utilizando un test de Wilcoxon para pruebas pareadas no se obtuvieron diferencias significativas 

para esta variable en función del día (día 1: mediana = 24,5 s; RI = 521,5; N = 17; día 2: mediana 

= 27 s; RI = 110; N = 17; p-valor > 0,999). Estos resultados muestran que las hembras no 
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presentan niveles diferenciales de freezing en peleas realizadas en días sucesivos, sugiriendo 

que los niveles de estrés no se verían alterados en encuentros sucesivos. 

Figura 17. Freezing en cada una de las contiendas pareadas, en días sucesivos. Se tuvieron 

en cuenta todos los encuentros, independientemente del estado reproductivo de las hembras. 

Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas pareadas entre las mismas 

contrincantes. No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de freezing de las 

contiendas en días sucesivos (p > 0,999). 

4.8.3 Freezing en función de la sustancia de alarma 

   Se comparó el tiempo de freezing entre contiendas sin ningún tipo de tratamiento (sin SA), 

contiendas control, donde al agua de la pecera se añadió agua filtrada (Ctrol) y contiendas 

donde se añadió sustancia de alarma al agua de la pecera (con SA) mediante un test de Kruskal-

Wallis. Existen diferencias en el freezing global de las contiendas (promedio del freezing de 

ambas hembras involucradas en una contienda), entre los distintos tratamientos (Sin SA: 
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mediana = 24,5 s; RI = 521,5; N = 17; Ctrol: mediana = 288,75 s; RI = 342; N = 8; Con SA: 

mediana = 550,5 s; RI = 667,75; N = 15; p-valor = 0,022) (Figura 18).    

   Para saber cuáles son los tratamientos que difieren en su tiempo de freezing global se 

realizaron comparaciones a posteriori con el método de Holm. Hay diferencias entre las peleas 

de hembras tratadas con sustancia de alarma (con SA) y aquellas de hembras sin tratar (sin 

SA), en cuanto a sus niveles de freezing (p = 0,024). Sin embargo, al hacer los contrastes con 

el control realizado con agua se obtuvo que éste no muestra diferencias significativas respecto 

a las hembras tratadas con SA (p = 0,338), como así tampoco con las sin tratar (p = 0,338). 

Cabe destacar que, a pesar de no encontrarse diferencias significativas entre el grupo con SA 

y el grupo control, este último muestra una mediana y un rango intercuartílico menor que el 

grupo tratado con SA. Estos resultados sugieren que, si bien el agregado de SA induce un 

aumento de freezing al comparar con los encuentros sin SA, sería necesario aumentar el 

número de peleas control que es considerablemente menor a los otros grupos ya que 

probablemente así se logre disminuir la variabilidad en este grupo. 

Figura 18. Freezing en función de los distintos tratamientos, contiendas sin sustancia de 

alarma (Sin SA), control (Ctrol) y con sustancia de alarma en el agua de la pecera (Con SA). 

Se registró el freezing en el primer día de pelea y se tuvieron en cuenta todos los encuentros, 

independientemente del estado reproductivo de las hembras. Letras diferentes representan 

diferencias significativas (p = 0,022). 
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   Por otro lado, para determinar qué sucede con el tiempo de freezing global de las contiendas 

en días sucesivos al añadir sustancia de alarma a la pecera se comparó este tiempo en 

encuentros pareados, entre el día 1 y día 2 de contienda, teniendo en cuenta los 

enfrentamientos de todos los estados reproductivos (Figura 19). 

   Al comprar el tiempo de freezing utilizando un test de Wilcoxon para pruebas pareadas no se 

obtuvieron diferencias significativas para esta variable en función del día (día 1: mediana = 550,5 

s; RI = 667,75; N = 15; día 2: mediana = 775,5 s; RI = 1393,5; N = 15; p-valor = 0,0946). Las 

hembras no muestran niveles diferenciales de freezing en encuentros realizados en días 

sucesivos al añadir sustancia de alarma a la pecera en ambos días, por lo que no se ven 

diferencias en este aspecto respecto a los encuentros realizadas sin sustancia de alarma 

(Figura 17). 

Figura 19. Freezing en cada una de las contiendas pareadas en días sucesivos, tratadas con 

sustancia de alarma. Cada punto representa una pelea y las líneas conectan aquellas 

pareadas entre las mismas contrincantes. No se encontraron diferencias significativas en el 

tiempo de freezing de los encuentros en días sucesivos (p = 0,0946). 

. 
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4.9 Histología de cerebro 

    Los cortes transversales de cabeza permitieron tener una visualización topográfica del 

cerebro de Danio rerio, como así también, de la epidermis (Figura 20). Si bien, en un futuro se 

utilizaran cortes transversales de cabeza para analizar la activación cerebral de las distintas 

áreas que conforman el cerebro social en hembras expuestas a contiendas agresivas, en este 

trabajo se obtuvieron cortes con el propósito de visualizar la presencia de club cells también en 

la epidermis dorsal de cabeza. En el detalle de la figura (Figura 20, B) se identifican club cells 

que coinciden con la morfología mencionada para estas células en la sección 4.7.  
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5 DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

   Este estudio tiene particular relevancia dentro del paradigma de estudios comportamentales 

actuales, donde la mayoría de los estudios de agresión realizados son en machos (Cavallino et 

al. 2020; Madeira y Oliveira, 2017; Oliveira et al. 2011; Paull et al. 2010), aún incluso en una 

especie ampliamente utilizada como modelo experimental, como lo es D. rerio. Por otro lado, 

muestra cómo son las dinámicas temporales y agonísticas en un paradigma de agresión 

territorial entre hembras, en las que la agresión ha sido habitualmente relacionada a cuestiones 

reproductivas o de cuidado parental. Por lo tanto, este estudio brinda información novedosa 

sobre los comportamientos agresivos en hembras en un territorio neutral en ausencia de 

recursos como pareja o crías, es decir no relacionados a comportamientos sexuales o 

parentales, y pretende sentar las bases para continuar en esta línea de investigación, 

generando un nexo entre lo que ocurre comportamentalmente y su correlato en las distintas 

áreas que conforman el cerebro social. En lo que respecta a la sustancia de alarma, no se había 

estudiado hasta este momento el efecto de esta sobre un comportamiento agonístico. La 

mayoría de los trabajos que estudian el efecto de la sustancia de alarma sobre el 

comportamiento, lo hacen en un contexto individual y no sobre comportamientos sociales, como 

lo son los encuentros diádicos en este caso.  

   La agresión está regulada por múltiples factores (Filby, et al. 2010; Singh et al. 2007) y los 

estudios en laboratorio dilucidaron algunas de las bases neuronales y genéticas de estos 

comportamientos (Anderson, 2012; Asahina, 2017; Nelson, 2006). También hay distintas 

hormonas implicadas en la regulación de los comportamientos agresivos, incluyendo las 

involucradas en el eje reproductivo hipófisis-hipotálamo-gonadal (Filby, et al. 2010). En este 

sentido, no solo los andrógenos incrementan los niveles de agresión, sino que dependiendo de 

la especie también los estrógenos tienen un rol central regulando este comportamiento 

(Huffman et al. 2013; Payne y Swanson, 1972; Rubenstein y Wikelski, 2005; Scaia et al. 2018b, 

2023; Vandenbergh, 1971; Woodley y Moore, 1999). Por otro lado, la agresión territorial por 

fuera del periodo reproductivo fue reportada en varias especies inclusive en peces (Hau et al. 

2004; Jalabert et al. 2015; Jasnow et al. 2000; Logan y Wingfield 1990). Durante este período 

las hormonas sexuales sintetizadas por las gónadas son muy bajas, como así los niveles 

circulantes de estas (Hau et al. 2004; Logan y Wingfield 1990; Soma et al. 2008a). Considerando 

el rol fundamental de las hormonas sexuales como moduladoras del comportamiento de 

agresión, y teniendo en cuenta que los niveles de hormonas sexuales varían entre los distintos 
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estados reproductivos siendo mayores en las hembras prepuesta, esto nos llevó a esperar 

diferencias en la agresión relacionadas al estado reproductivo.  

   En base a lo expuesto, el primer resultado que llama la atención es que no se observen 

diferencias en la agresión ni en la motivación por iniciar una contienda (latencia) entre los 

distintos estados reproductivos de las hembras de D. rerio. Inicialmente se esperaba una mayor 

agresión por parte las hembras prepuesta al comparar las contiendas con las de hembras 

postpuesta. En otras especies, como por ejemplo C. dimerus, sí se encontraron diferencias 

entre hembras en distintos estados del ciclo reproductivo respecto a parámetros 

comportamentales relacionados con la agresión, ya que al evaluar un paradigma de 

residente/intruso las hembras en estado de prepuesta mostraron mayores niveles de mordidas 

y persecuciones que las hembras en estado de postpuesta, que se encuentran al cuidado de 

huevos o larvas (Tubert et al. 2012). Sin embargo, la diferencia entre D. rerio y C.dimerus en 

cuanto al rol de los distintos estados reproductivos para comprender los niveles de agresión 

podría tener varias aristas a analizar. Por un lado, las diferencias entre ambas especies en 

cuanto a cuidados parentales y comportamientos reproductivos son cruciales, ya que mientras 

C. dimerus es una especie monógama y con alto grado de cuidados parentales (Pandolfi et al. 

2009), D. rerio es una especie no monógama que no posee cuidados parentales (Spence et al. 

2007), y esto podría afectar en la importancia y el rol de los esteroides plasmáticos regulando 

el comportamiento de agresión. Aunque en este trabajo se evaluó la agresión territorial en 

ausencia de crías, y muchas veces los niveles de agresión suelen relacionarse con el cuidado 

de las mismas y de los huevos, igualmente los esteroides sexuales plasmáticos podrían tener 

un papel importante en la regulación de este tipo de agresión. Por otra parte, cabe destacar 

también que los experimentos llevados a cabo en esta tesis se realizaron en un contexto 

etológico de arena neutral para evaluar exclusivamente la agresión territorial neutral, mientras 

que la evidencia reportada en C. dimerus refiere a la agresión de hembras residentes en 

distintos estados reproductivos hacia hembras intrusas (paradigma residente/intruso), por lo que 

también podría existir una diferencia en el valor o recompensa que representa el recurso 

territorio en ambos paradigmas etológicos.  

   Dado el contexto en el que se realizan estas contiendas (encuentros diádicos, donde no hay 

involucrado un macho ni otros recursos más allá del territorio), podríamos pensar que la 

agresión observada no se relaciona con cuestiones reproductivas. Esto podría indicar que las 

diferencias hormonales en los distintos estados reproductivos no estarían modulando los 
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comportamientos agresivos, mostrando de esta forma que las hembras de distintos estados 

reproductivos se comportan de forma similar, sin embargo, serían necesarios otros estudios 

para determinarlo. Las hormonas sexuales no son únicamente sintetizadas en gónadas, sino 

que la agresión podría deberse a precursores de hormonas esteroideas sintetizadas por 

órganos periféricos y que son convertidas a esteroides bioactivos en el cerebro (Soma et al. 

2008b) o que son directamente sintetizadas de novo en el cerebro a partir de colesterol, 

independientemente de las gónadas y otros tejidos (Pradhan et al. 2010; Soma et al. 2008b; 

Tsutsui et al. 2000). En machos, los estrógenos sintetizados en cerebro tienen un rol principal 

en la regulación de la agresión no reproductiva, como lo sería en este caso (Demas et al. 2007; 

Soma et al. 2000; Tsutsui y Yamazaki 1995). Además, estudios muy recientes en peces han 

remarcado la importancia de la síntesis local de esteroides sexuales en cerebro mediante 

estudios de transcriptómica y evaluando el rol de distintas enzimas en la modulación de la 

agresión y estatus social fuera del estado reproductivo (Eastman et al. 2020). En futuros 

estudios se podría determinar si estos encuentros agonísticos son modulados por niveles 

cerebrales de hormonas esteroideas, y si estos niveles son equiparables entre los distintos 

estados reproductivos de las hembras, lo que explicaría que se comporten de forma similar en 

un contexto de agresión territorial. 

   En los cortes histológicos de ovarios se observó lo esperado. Se encontraron oocitos en 

distintos estados de desarrollo, y se encontraron todos los estadios de la oogénesis siguiendo 

lo observado por Koç et al. (2008). Se identificaron oocitos pre vitelogénicos de pequeño 

tamaño, con citoplasma basófilo y homogéneo, y oocitos en distintos estadios de la 

vitelogénesis, con un núcleo central y citoplasma levemente basófilo, presentando alveolos 

corticales, y tamaño variable pero mayores que los oocitos pre vitelogénicos. Estos dos estados 

predominaron en los cortes de ovarios de hembras postpuesta, encontrándose también folículos 

post ovulatorios y atrésicos. También se identificaron oocitos vitelogénicos tardíos, con un 

citoplasma acidófilo y de mayor tamaño, con gran cantidad de vitelo, siendo estos mayoría en 

los cortes de ovario de hembras prepuesta. Aunque, se espera que en menor cantidad, los 

cortes de ovarios de hembras prepuesta también presentan folículos post ovulatorios.    

    Cuando se analizan los parámetros comportamentales relacionados a la agresión en días 

sucesivos se encontró que ni la agresión total ni la latencia varían al segundo día de contiendas. 

En machos de esta misma especie se observó que al ser expuestos a encuentros agonísticos 

dos días seguidos, al segundo día la agresión de la contienda disminuye debido a que los peces 
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recuerdan haber peleado y recuerdan a su oponente, por lo que no resultaría adaptativo invertir 

una gran cantidad de energía en un encuentro agonístico muy agresivo, ya que muy 

probablemente la resolución sea la misma que la del día anterior. Por otro lado, si bien las 

contiendas en machos son menos agresivas al segundo día, no varía la latencia entre los días 

(Cavallino et al. 2020). En una primera instancia se esperaba que en hembras suceda lo mismo 

que en machos y se evidencie una disminución en la agresión. Si bien no se obtuvieron los 

mismos resultados que para machos, consideramos que estas diferencias no son atribuibles a 

diferencias entre los sexos. Además de tratarse de estudios en distintos sexos, la diferencia 

entre el trabajo de Cavallino et al. y este radica por un lado en el criterio utilizado para determinar 

las contiendas analizadas y por otro lado en el horario en el que se llevaron a cabo ambos 

estudios. En primer lugar, existen diferencias en el número de contiendas que culminan con una 

resolución clara. Una resolución clara consiste en una serie de rápidas persecuciones de la 

hembra que emerge como dominante, hacia la hembra subordinada, luego de los círculos 

ascendentes comportamientos altamente estereotipados y típicos en esta especie (Oliveira et 

al, 2011). Mientras que Cavallino et al. consideró para el análisis únicamente las contiendas 

donde se pudo evidenciar una resolución clara, con un macho ganador y uno perdedor, en este 

trabajo, si bien no en todas se observó escalamiento de la agresión incluyendo círculos y 

despliegues laterales, se consideraron todas las contiendas en las que se observó al menos un 

despliegue agresivo de acercamiento. Es decir si bien en todas se observó y se cuantificó la 

agresión como al menos un despliegue agresivo, que pudo haber sido solamente acercamientos 

o mordidas, en algunas de las contiendas entre hembras no se llegó a dar la resolución en los

30 minutos de experimento que fueron filmados o en otras se evidenció una dominancia 

subjetiva de alguna de las hembras, pero no en todas ellas se vio el patrón comportamental de 

las resoluciones descriptas por Oliveira et al. (2011) en machos y por Scaia et al. (2022) en 

hembras. Para poder comparar con machos y establecer posibles diferencias sexuales en los 

encuentros sucesivos, en un futuro se podría realizar el mismo análisis teniendo en cuenta 

únicamente las contiendas donde se evidencia una clara resolución. Entonces, podría suceder 

que las diferencias entre machos y hembras no se deban al sexo, sino a una diferencia en los 

criterios de análisis. Aún más allá de las diferencias en el número de resoluciones de las 

contiendas, puede ser que las diferencias observadas se deban a que, mientras los 

experimentos de este trabajo se realizaron a la tarde, los analizados en Cavallino et al. (2020) 

se realizaron por la mañana. Esto podría ser una explicación factible para las diferencias 

observadas: ya se ha cuantificado la agresión y la dinámica temporal de la agresión en hembras 
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de esta especie en un trabajo realizado en el horario de mañana, y se observó resolución clara 

del conflicto social tanto en machos como en hembras de D. rerio, concluyéndose que ambos 

sexos de esta especie presentan similares grados de agresión (Scaia et al. 2022).  Cabe 

destacar que la bibliografía menciona que existen diferencias en el número de círculos 

realizados (comportamiento característico del escalamiento de la agresión) entre peleas hechas 

a la mañana temprano, y a la mañana tardía y tarde, aunque no se encontraron diferencias entre 

estas dos últimas franjas horarias (Mukherjee y Bhat, 2021). Los estudios de esta tesis se 

realizaron en una franja temporal diferente al trabajo de Scaia et al. y Cavallino et al. debido a 

que los experimentos analizados en este trabajo se llevaron a cabo en el transcurso del 2021, 

período en el cual las restricciones para realizar trabajos de mesada eran altas, debido a la 

pandemia provocada por el virus SARS-CoV-2. Además, teniendo en cuenta que las franjas 

horarias en las cuales se pudo trabajar fueron muy limitadas, cabe destacar que se han 

comenzado a analizar contiendas entre hembras en encuentros sucesivos en el horario de 

mañana, aunque estos experimentos están aún en evaluación. 

   La sustancia de alarma advierte a conespecíficos de posibles peligros circundantes, debido a 

que es liberada al ser dañada la epidermis de los peces (Brown et al. 2000), por lo tanto, las 

hembras que sensan la sustancia en el agua están advirtiendo un peligro cercano. Es probable 

que, por esta razón, la sustancia de alarma altera el comportamiento de los peces, provocando 

la anteriormente mencionada “respuesta de miedo” (Egan et al. 2009; Hall y Suboski, 1995; 

Rehnberg y Smith, 1988).  Esta respuesta incluye una gran variedad de comportamientos, entre 

ellos, nados erráticos y movimientos en “zig-zag” con cambios rápidos de dirección (Speedie y 

Gerlai, 2008). Esta respuesta se suele dar cerca del fondo de los acuarios, por lo que se 

hipotetizó que su función es generar turbulencias que removerían el sustrato y los sedimentos 

(Speedie y Gerlai, 2008). Además, esto es respaldado por el hecho de que luego de estos 

movimientos rápidos y erráticos, suele seguir un periodo de inmovilidad, lo que convierte a los 

individuos en presas difíciles de detectar. Por otro lado, trabajos previos han demostrado que 

en esta especie la sustancia de alarma aumenta los niveles de estrés, a través de un aumento 

de cortisol en circulación (Egan et al. 2009). 

   Al evaluar el tiempo de agresión en las contiendas, los resultados sugieren que esta sustancia 

no provoca grandes cambios en los niveles de agresión desplegados por las hembras. Sin 

embargo, la sustancia de alarma sí genera cambios en la dinámica temporal de las contiendas. 

En las contiendas donde se añadió sustancia de alarma al agua de la pecera se observó un 
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aumento en la latencia, lo que sugiere una menor motivación por iniciar la contienda. Debido a 

los anteriormente mencionados efectos de la sustancia de alarma sobre los peces, se podría 

pensar que la menor motivación por iniciar una contienda sea consecuencia directa de un mayor 

nivel de estrés en las hembras. Mas allá aun, teniendo en cuenta que estos resultados sugieren 

un aumento de la latencia, pero ningún cambio sobre los niveles totales de agresión, esto podría 

estar relacionado con la percepción del riesgo y la inversión energética que implica embarcarse 

en un comportamiento agonístico de agresión. Ya que iniciar una contienda supone un gasto 

energético elevado, se podría pensar que no resultaría conveniente hacerlo si se percibe un 

potencial peligro en el ambiente. Por lo tanto, podría ocurrir que, ante la presencia de sustancia 

de alarma, las hembras deciden no embarcarse inmediatamente en una contienda agresiva. De 

este modo, podría ser que al comprobar luego de un determinado periodo de tiempo que no hay 

tal peligro, se involucren en un conflicto con su contrincante, dando como resultado encuentros 

igualmente agresivos. Este efecto observado sobre la dinámica temporal de las contiendas 

puede ser atribuido específicamente a la presencia de sustancia de alarma, y no como un efecto 

del flujo generado al introducirla en el agua, debido a que se realizaron los controles necesarios 

y estos no muestran diferencias con las contiendas realizadas inicialmente sin sustancia de 

alarma. Luego de esta tesis se planifica continuar analizando estos videos para determinar si la 

sustancia de alarma tiene algún efecto sobre la cantidad relativa de cada uno de los distintos 

comportamientos agresivos estereotipados de D. rerio, evaluando los distintos despliegues 

comportamentales y realizando una cuantificación automática mediante el programa Ethovision. 

Además, en un futuro sería interesante evaluar la activación neuronal de las distintas áreas que 

comprenden el cerebro social conocido como Social Decision Making Network, analizando 

específicamente aquellas áreas involucradas en el sensado de señales químicas como los 

bulbos olfatorios y otras áreas de relevo relacionadas también con el estrés.  

   Al evaluar qué sucede en contiendas realizadas en días sucesivos en presencia de sustancia 

de alarma se observó que, si bien no hay diferencias en la latencia de las contiendas sucesivas, 

sí se observó una disminución del tiempo de agresión al segundo día de encuentros agonísticos, 

resultado similar a lo que se puede observar en machos (Cavallino et al. 2020). El hecho que 

no se observen diferencias entre días sucesivos en la latencia era de esperarse, debido a que 

ya en el primer día de contienda se observa una mayor latencia respecto a las contiendas 

control, entonces al segundo día de encuentros, cuando se volvió a añadir sustancia de alarma, 

seguramente la latencia siga siendo mayor en los encuentros donde se añadió sustancia de 

alarma. El efecto que tiene la sustancia de alarma añadida al agua sobre la latencia afecta al 
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comienzo de la pelea ya que genera un retraso en el inicio de la contienda posiblemente debido 

al sensado de un posible peligro. Sin embargo, sorprende que en el segundo día las hembras 

siguen respondiendo de la misma forma, aun luego de comprobar el primer día que luego de la 

sustancia no siguió un verdadero peligro. Podría especularse que este efecto, que se repite en 

ambos días de contienda, se relacione con que la sustancia de alarma estaría disparando 

comportamientos de naturaleza innata, por lo que, por más que el primer día las hembras 

comprueben que luego de la sustancia de alarma no sigue ningún peligro real, al segundo día, 

momento para el cual ya experimentaron estas circunstancias, no reaccionen de forma distinta, 

mostrando igual latencia en contiendas sucesivas. Sin embargo, esta hipótesis es meramente 

una posibilidad de muchas que podría haber para explicar este comportamiento. Podría ocurrir 

también por ejemplo que un día de exposición a la sustancia de alarma no sea suficiente para 

generar un aprendizaje y una memoria que provocaría una respuesta distinta en el segundo día 

de contienda, y por lo tanto se deberían hacer otros experimentos para probar la naturaleza de 

esta respuesta.  

   Por otro lado, al proporcionar sustancia de alarma antes de iniciar la contienda en días 

sucesivos se observa que al segundo día de contienda hay una disminución de la agresión 

global de la contienda. Este efecto puede deberse a que la sustancia de alarma se relaciona 

con los niveles de estrés y de cortisol (Barreto et al. 2014). Por lo tanto, en este caso un aumento 

de los niveles de estrés en las hembras y la exposición en dos días sucesivos a la sustancia de 

alarma podría ocasionar un efecto acumulado de la misma sobre la agresión. Por lo tanto, se 

puede pensar que, al segundo día de tratamiento, los niveles de estrés en las hembras pueden 

ser aún más altos por lo que invierten más tiempo en otro tipo de comportamientos, como 

freezing, exploraciones del acuario y rápidos barridos de fondo o movimientos frenéticos, que 

en comportamientos agresivos. De este modo, la disminución del tiempo de agresión en el 

segundo encuentro agonístico podría deberse a la acumulación del efecto provocado por la 

sustancia de alarma y a un aumento significativo del estrés, lo cual debería ser confirmado 

mediante la medición de cortisol en circulación o en homogenatos. En principio, no se puede 

afirmar que esta disminución del tiempo de agresión al segundo día de contiendas esté 

relacionada con la memoria asociada a la experiencia de haber participado en una contienda el 

día anterior, como se observó en el trabajo de Cavallino et al. (2020). Si este fuese el caso, se 

esperaría también que haya una disminución en el tiempo de agresión al segundo día de 

contienda en los enfrentamientos en los que no se añadió sustancia de alarma al agua de la 

pecera. Podría pensarse también que esta disminución de la agresión al segundo día de 
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contiendas en presencia de sustancia de alarma se deba a que en estos experimentos pudo 

haber un mayor porcentaje de encuentros con resolución de conflicto clara. Si este fuese el 

caso, al haber una mayor proporción de resoluciones claras en el primer día, se podría pensar 

que las contrincantes recuerden su estatus de ganadora y perdedora y así decidan no 

embarcarse en una segunda contienda al día siguiente debido al gasto energético que supone 

un encuentro agonístico, como ocurre en machos en ausencia de sustancia de alarma 

(Cavallino et al. 2020). Sin embargo, el hecho que la agresión disminuya en el segundo día de 

las contiendas en presencia de sustancia de alarma, no se relaciona con que haya un mayor 

porcentaje de resoluciones claras, (criterio necesario en las peleas de machos analizadas por 

Cavallino et al. 2020), debido a que tanto las contiendas con, como en las contiendas sin 

sustancia de alarma hubo un alto porcentaje de encuentros sin resolución clara (ver Figura 

Anexo 1 y 2). Este alto porcentaje de contiendas sin resolución se podría deber, como se 

discutió previamente, al horario en que fueron realizadas las peleas. Por lo tanto, la disminución 

del tiempo de agresión al segundo día de encuentros agonísticos en presencia de sustancia de 

alarma, pero no así en ausencia de la misma, podría estar relacionado con un efecto de 

acumulación de la sustancia y a que los individuos dediquen más tiempo a realizar otro tipo de 

comportamientos como freezing (discutido a continuación), movimientos erráticos relacionados 

al comportamiento de ansiedad, y toques de fondo o de superficie.  

   Al evaluar el freezing, se quiso comparar qué sucedía con esta variable comportamental en 

contiendas en presencia y ausencia de sustancia de alarma, debido a que en trabajos anteriores 

se observó que el freezing aumenta en situaciones de estrés (Egan et al. 2009; Rehnberg y 

Smith, 1988), y que, además, se asoció a la sustancia de alarma como un factor capaz de 

generar un aumento en el estrés del animal a través de un aumento del cortisol en circulación 

(Egan et al. 2009). Para hacer estas comparaciones, en primera instancia, se analizó si existen 

diferencias en el freezing en función del estado reproductivo. Se encontró que las hembras de 

D. rerio no responden de manera diferente a la sustancia de alarma según el estado 

reproductivo, y lo mismo se observó en las contiendas donde no se añadió sustancia de alarma. 

Es decir, en ambos casos no se observaron diferencias en el freezing entre las contiendas de 

hembras prepuesta y postpuesta, sugiriendo que no habría diferencias en el comportamiento 

relacionado al estrés entre ambos estados reproductivos evaluados en este contexto etológico. 

Por lo tanto, en contiendas con sustancia de alarma, como en contiendas sin sustancia de 

alarma, para los siguientes análisis se decidió analizar todos los estados reproductivos en 
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conjunto. Esto permite obtener resultados comparables entre las contiendas con y sin sustancia 

de alarma.  

   Cuando comparamos días sucesivos de contienda no encontramos diferencias en el freezing 

entre el primer y el segundo día de contienda, ni para las contiendas sin sustancia de alarma, 

ni para las contiendas realizadas en presencia de sustancia de alarma. El resultado obtenido 

para las contiendas sin sustancia de alarma no resulta sorprendente debido a que no se espera 

que haya ningún factor estresante más allá de la contienda en sí misma, por lo que no resulta 

llamativo que el freezing ocasionado por la experiencia agonística sea similar en ambos días de 

encuentros. Sin embargo, es un resultado interesante ya que también podría haber sucedido 

que una interacción agonística al segundo día suponga un estrés mayor, debido a que los 

individuos ya estuvieron expuestos a una experiencia que involucra un gasto muy grande de 

energía el día anterior, especialmente en el caso de las hembras que resultan subordinadas en 

el primer día de contienda. Quizá sería informativo analizar el freezing de cada una de las 

hembras individualmente, distinguiendo por el estatus social. Podría suceder que, para las 

hembras dominantes del primer día, la agresión durante un segundo encuentro no les resulte 

una experiencia más estresante. En cambio, sí podría serlo para las subordinadas. Si este fuese 

el caso, el efecto sobre el freezing de cada una de las hembras contrincantes quedaría 

enmascarado por analizar el freezing global de los encuentros sucesivos.  

   Como se mencionó en las distintas secciones a lo largo de esta tesis, el freezing se encuentra 

estrechamente relacionado con los altos niveles de estrés (Egan et al. 2009).  Como la sustancia 

de alarma desencadena en los conespecíficos una “respuesta de miedo” por ser indicadora de 

posibles predadores o peligros circundantes, era esperable que en las hembras tratadas con 

sustancia de alarma el freezing sea mayor respecto a las hembras sin tratar, debido a que este 

comportamiento forma parte de esta “respuesta de miedo” (Gerlai et al. 1990; Gerlai et al. 2000; 

Miklósi et al. 1997; Pfeiffer, 1977). Además, se puede pensar también que el comportamiento 

de permanecer completamente inmóviles resulta una respuesta adaptativa frente a la presencia 

de posibles peligros ya que, de esta forma, los individuos podrían intentar evitar que 

depredadores los sensen a través de la línea lateral. No obstante, si bien se encontraron estas 

diferencias entre las hembras tratadas y las sin tratar con sustancia de alarma, los controles no 

mostraron resultados tan claros. No podría descartarse que parte del efecto observado sobre el 

freezing en las hembras tratadas con sustancia de alarma se deba al flujo generado al 

introducirla en el agua de las peceras, debido a que los controles realizados con agua no difieren 
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de las hembras tratadas. Por otro lado, las hembras control, tampoco muestran diferencias 

respecto a las hembras sin tratar con sustancia de alarma ni flujo alguno, por lo tanto, los 

resultados observados podrían deberse al bajo número de contiendas control, en comparación 

con el número de las demás contiendas, teniendo así la prueba estadística menor potencia. 

Cabe destacar que sería necesario aumentar el número de los experimentos control, con el fin 

de determinar si el efecto observado sobre el freezing de las hembras se debe específicamente 

a la introducción de sustancia de alarma y a la inducción de la respuesta de miedo por parte de 

esta. 

    Por otro lado, el hecho que no se observen diferencias en el freezing en días sucesivos en 

las contiendas en presencia de sustancia de alarma, sugiere que la sustancia de alarma no 

tiene un efecto acumulativo sobre el estrés de las hembras. Este resultado resulta sorprendente, 

ya que teniendo en cuenta que en presencia de sustancia de alarma en la segunda contienda 

se observa una disminución del tiempo de agresión se esperaba que esto esté relacionado a 

un aumento concomitante del tiempo de freezing. Sin embargo, cabe también destacar que, si 

bien está reportado que la exposición a sustancia de alarma provoca un aumento del tiempo de 

freezing en esta especie al compararlo con el control, esto es en una exposición aguda de 6 

min. mientras que en una exposición prolongada de 30 min. no se registró ningún aumento 

(Egan et al. 2009). En este sentido, se debe recalcar la importancia de evaluar el freezing 

individualmente en cada contrincante, además de destacar la complejidad en la interpretación 

del tiempo de exposición a esta sustancia. Resultaría muy informativo evaluar otro tipo de 

comportamientos relacionados al estrés y la ansiedad, como por ejemplo nados erráticos, 

transición de la parte inferior de la pecera a la parte superior, distancia recorrida y velocidad de 

nado, todas variables clave para la evaluación de la ansiedad y el estrés en esta especie (Egan 

et al. 2009). Se podría esperar que, al segundo día de contiendas en presencia de sustancia de 

alarma, la disminución del tiempo total de agresión no esté necesariamente relacionada a un 

aumento de freezing pero sí a un aumento de los nados erráticos y de la velocidad de 

exploración de la pecera. Para ello, en un futuro cercano estos videos serán también analizados 

mediante el programa Ethovision. 

   A modo de conclusión y teniendo en cuenta lo discutido en esta sección, recordemos que al 

comienzo de esta tesis se planteó un objetivo general para poner a prueba la siguiente hipótesis: 
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   “El comportamiento de agresividad y la dinámica temporal de los encuentros agonísticos en 

hembras de Danio rerio está modulado por su estado reproductivo y/o por la percepción de 

señales químicas de alarma.” 

   En particular, se plantearon dos objetivos específicos que constituyeron los hilos conductores 

del desarrollo de este trabajo. El primer objetivo específico planteaba la caracterización y 

cuantificación del comportamiento de agresividad en encuentros agonísticos sucesivos entre 

hembras de Danio rerio en estado prepuesta y postpuesta. Con relación a esto, los resultados 

sugieren que el comportamiento agresivo en encuentros agonísticos en días sucesivos entre 

hembras de D. rerio no es modulado por el estado reproductivo. Ni la latencia, ni el tiempo total 

de agresión se ven modificados por el estado reproductivo de las hembras, es decir que no hay 

diferencias en los comportamientos agresivos de hembras prepuesta con los de hembras 

postpuesta. Tampoco se observan diferencias entre los distintos días de contienda en 

encuentros sucesivos para estos parámetros comportamentales de agresión.  

   Con respecto al segundo objetivo específico, proponía determinar si la sustancia química de 

alarma tiene efecto en el comportamiento de agresión en encuentros agonísticos sucesivos. Los 

experimentos llevados a cabo en esta tesina proponen un efecto de la sustancia de alarma 

sobre la latencia de las contiendas, siendo mayor en presencia de ésta, aunque no se encontró 

ningún efecto sobre el tiempo de agresión de las contiendas. Sin embargo, al analizar días 

sucesivos de encuentros, el tiempo de agresión disminuye al segundo día de enfrentamiento 

con sustancia de alarma, aunque no así la latencia. Se utilizaron diversas coloraciones para 

visualizar histológicamente las club cells en la epidermis de las hembras de D. rerio, y en 

particular se realizó la técnica de PAS para lograr distinguir las células mucosas de las club 

cells. Por otro lado, se observó que el comportamiento de freezing es mayor en las contiendas 

en presencia de sustancia de alarma que en su ausencia, aunque estos resultados no son del 

todo concluyentes por el bajo número de individuos en el grupo control. El freezing se mantiene 

constante en ambos días de pelea, tanto en el grupo tratado con sustancia de alarma, como en 

el sin tratar.  

   De este modo, los resultados que surgen de esta tesina sugieren que, si bien el 

comportamiento de agresión en hembras y la dinámica temporal no están moduladas por el 

estado reproductivo en encuentros agonísticos, la percepción de la sustancia de alarma afecta 
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la dinámica temporal y el comportamiento de agresión en encuentros agonísticos sucesivos en 

hembras D. rerio. En vista de estos resultados, se rechaza parcialmente esta hipótesis.    
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7. Anexo

Agresión en función del estado reproductivo 

Cuartiles 

0% 25% 50% 75% 100% 

Latencia pre 1 2 4 6 12 

Latencia post 3 4 5 7 14 

Tag pre 3 19 31 142 934 

Tag post 32 32 43 96 98 

Tabla 1. Cuartiles de la latencia y del tiempo de agresión, en contiendas entre hembras 

prepuesta (Tag pre y Latencia pre) y contiendas entre hembras post puesta de huevos (Tag 

post y Latencia post). Los cuartiles se corresponden con los mostrados por los gráficos de cajas 

de las figuras 6 y 7. 

W p-valor 

Latencia 32 0,2819 

T agresión 27 0,5934 

Tabla 2. Estadísticos y p valores de las pruebas de Wilcoxon realizadas para la latencia y el 

tiempo de agresión de las contiendas comparando los distintos estados reproductivos. 

Agresión en encuentros agonísticos sucesivos 

Cuartiles latencia 

0% 25% 50% 75% 100% 

Latencia día 1 1 3 5 7 35 

Latencia día 2 1 4 11 17 70 

Tabla 3. Cuartiles de la latencia, en contiendas en días sucesivos de contienda (Latencia día 1 

y Latencia día 2). Los cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de perfiles de 

la figura 9. 
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Cuartiles Tiempo de agresión 

0% 25% 50% 75% 100% 

Tag día 1 3 25 43 98 934 

Tag día 2 1 20 43 136 466 

Tabla 4. Cuartiles del tiempo de agresión, en contiendas en días sucesivos de contienda (Tag 

día 1 y Tag día 2). Los cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de perfiles de 

la figura 10. 

V p-valor 

Latencia 20,5 0,0534 

T agresión 71 0,8851 

Tabla 5. Estadísticos y p valores de las pruebas de Wilcoxon para muestras pareadas realizadas 

para la latencia y el tiempo de agresión de las contiendas comparando los sucesivos días de 

contiendas.  

Agresión en función de la sustancia química de alarma 

Cuartiles latencia 

0% 25% 50% 75% 100% 

Sin SA 1 3 5 7 35 

Ctrol 4 4 5,5 7,5 9 

Con SA 2 8 15 185 502 

Tabla 6. Cuartiles de la latencia, en contiendas en función de la sustancia de alarma. Los 

cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de cajas de la figura 11. 
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Cuartiles Tiempo de agresión 

0% 25% 50% 75% 100% 

Sin SA 3 25 43 98 943 

Ctrol 5 20 105 243,25 581 

Con SA 5 45,5 86 310,5 1112 

Tabla 7. Cuartiles del tiempo de agresión, en contiendas en función de la sustancia de alarma. 

Los cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de cajas de la figura 12. 

X2 df 

latencia 8,4343 2 

T agresión 2,1148 2 

Tabla 8. Estadísticos y grados de libertad de la prueba de Kruskal-Wallis realizadas para la 

latencia y el tiempo de agresión de las contiendas comparando los distintos tratamientos: 

control, con sustancia de alarma y sin sustancia de alarma.  

Agresión en encuentros agonísticos sucesivos en presencia de sustancia de alarma 

Cuartiles latencia 

0% 25% 50% 75% 100% 

Latencia día 1 2 8 15 185 502 

Latencia día 2 2 14 65 182,5 1113 

Tabla 9. Cuartiles de la latencia, en contiendas en días sucesivos de contienda en presencia de 

sustancia de alarma (Latencia día 1 y Latencia día 2). Los cuartiles se corresponden con los 

mostrados por el gráfico de perfiles de la figura 13. 
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Cuartiles Tiempo de agresión 

0% 25% 50% 75% 100% 

Tag día 1 5 45,5 86 310,5 1112 

Tag día 2 0 20 40 59,5 95 

Tabla 10. Cuartiles del tiempo de agresión, en contiendas en días sucesivos de contienda en 

presencia de sustancia de alarma (Tag día 1 y Tag día 2). Los cuartiles se corresponden con 

los mostrados por el gráfico de perfiles de la figura 14. 

V p-valor 

Latencia 53 0,7197 

T agresión 103 0,01245 

Tabla 11. Estadísticos y p valores de las pruebas de Wilcoxon para muestras pareadas 

realizadas para la latencia y el tiempo de agresión de las contiendas comparando los sucesivos 

días de contiendas en las que se añadió sustancia de alarma.  

Freezing en función del estado reproductivo 

Cuartiles 

0% 25% 50% 75% 100% 

Freezing pre 0 0 121 692,5 1186 

Freezing post 0 0 0 24,5 213 

Tabla 12. Cuartiles del freezing, en contiendas entre hembras pre-puesta (freezing pre) y 

contiendas entre hembras post puesta de huevos (freezing post). Los cuartiles se corresponden 

con los mostrados por el gráfico de cajas de las figuras 16. 

Z p-valor 

freezing -1.3878 0.1933 

Tabla 13. Estadístico y p valor de la prueba de Wilcoxon realizadas para el freezing de las 

contiendas comparando los distintos estados reproductivos. 
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Freezing en encuentros agonísticos sucesivos 

Cuartiles 

0% 25% 50% 75% 100% 

Freezing dia 1 0 0 24,5 521,5 1186 

Freezing dia 2 0 0 27 110 1319,5 

Tabla 14. Cuartiles del freezing, de contiendas en días sucesivos (Freezing día 1 y Freezing día 

2). Los cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de perfiles de la figura 17. 

Z p-valor 

freezing -0.0180 > 0,999 

Tabla 15. Estadístico y p valor de las pruebas de Wilcoxon para muestras pareadas realizadas 

para el freezing de las contiendas comparando los sucesivos días de contiendas.  

Freezing en función de la sustancia de alarma 

Cuartiles 

0% 25% 50% 75% 100% 

Freezing Sin SA 0 0 24,5 521,5 1186 

Freezing Ctrol 0 71,875 288,75 413,875 1093,5 

Freezing Con SA 32,5 94,5 550,5 762,25 1743,5 

Tabla 16. Cuartiles del freezing, en contiendas en función de la sustancia de alarma. Los 

cuartiles se corresponden con los mostrados por el gráfico de cajas de la figura 18. 

X2 df 

freezing 7,633 2 

Tabla 17. Estadístico y grados de libertad de la prueba de Kruskal-Wallis realizadas para el 

freezing de las contiendas comparando los distintos tratamientos: control, con sustancia de 

alarma y sin sustancia de alarma.  
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Freezing en encuentros agonísticos sucesivos en presencia de sustancia de alarma 

Cuartiles 

0% 25% 50% 75% 100% 

Freezing día 1 (Con SA) 32,5 94,5 550,5 762,25 1743,5 

Freezing día 2 (Con SA) 27 229,5 775,5 1623 1998,5 

Tabla 18. Cuartiles del freezing, de contiendas en días sucesivos en presencia de sustancia de 

alarma (Freezing día 1 (Con SA) y Freezing día 2 (Con SA)). Los cuartiles se corresponden con 

los mostrados por el gráfico de perfiles de la figura 19. 

V p-valor 

freezing 30 0,0946 

Tabla 19. Estadístico y p valor de las pruebas de Wilcoxon para muestras pareadas realizadas 

para el freezing de las contiendas comparando los sucesivos días de contiendas, en presencia 

de sustancia de alarma.  

Porcentajes de contiendas con y sin resolución 

Figura Anexo 1. Porcentaje de contiendas con resolución y sin resolución, para el primer 

encuentro diádico. 



87 

Figura Anexo 2. Porcentaje de contiendas con resolución y sin resolución, para el primer 

encuentro diádico, en presencia de sustancia de alarma.  

P-valores de supuestos de análisis paramétricos 

#Peso Derecha VS Peso Izquierda (DMR) 

Shapiro.test p-value = 0.1891 

#Largo Std Derecha VS Largo Std Izquierda (DMR) 

Shapiro.test p-value = 0.6544 

#TIEMPO DE AGRESION VS ESTADIO (SIN SA) 

Shapiro.test p-value= 2,261e-05 

LeveneTest p-value= 0,4084 

#LATENCIA VS ESTADIO (SIN SA) 

Shapiro.test p-value= 0,01023 

LeveneTest p-value = 0,9356 

#FREEZING VS ESTADIO (SIN SA) 

73%

27%

Resolución SA 
día 1

NR R
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Shapiro.test p-value = 0.1232 

LeveneTest p-value = 0.09199 

#TIEMPO DE AGRESION VS TRATAMIENTOS (CTROL, SIN SA, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 8.513e-08 

LeveneTest p-value= 0.6106 

#LATENCIA VS TRATAMIENTOS (CTROL, SIN SA, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 1.035e-07 

LeveneTest p-value = 0.006364  

#FREEZING VS TRATAMIENTOS (CTROL, SIN SA, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 0.001231 

LeveneTest p-value = 0.3858 

#TIEMPO DE AGRESION VS DIA TRATAMIENTO (DMR, SIN SA) 

Shapiro.test p-value = 1.678e-08 

#LATENCIA VS DIA TRATAMIENTO (DMR, SIN SA) 

Shapiro.test p-value = 1.136e-06 

#FREEZING VS DIA TRATAMIENTO (DMR, SIN SA) 

Shapiro.test p-value = 2.033e-07 

#TIEMPO DE AGRESION VS DIA TRATAMIENTO (DMR, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 6.982e-07 

#LATENCIA VS DIA TRATAMIENTO (DMR, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 1.809e-06 

#FREEZING VS DIA TRATAMIENTO (DMR, CON SA) 

Shapiro.test p-value = 0.1619 
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