Tesis doctoral

REYNALDO ELIAS VARGAS VARGAS

Contribucion de la personalidad en la
variacion fonotipica y un impacto sobre
la biologia del pez cebra



Pel meu fill Reynaldo

Suefia y serds libre en espiritu,

lucha y serds libre en vida

Ernesto (fe Guevara









En esta tesis doctoral se evalu6 la variacion individual sobre la personalidad animal, empleando el
pez cebra (Danio rerio), una especie modelo con aplicaciones en diversos campos de la investiga-
cién. Se utilizo la prueba de toma de riesgo en grupos para separar los individuos con patrones al-
ternativos de respuestas y generar un programa de seleccion individual. Para ello estudiamos: (i) el
efecto que la seleccion por personalidad tiene en la morfologia (ii) la consistencia de la personali-
dad en el tiempo y a través de contextos y sus implicaciones en la flexibilidad de comportamientos
y (iii) el efecto que la personalidad provoca en la fitness individual.

Para el estudio del efecto que la seleccion por personalidad tiene en la morfologia del individuo, se
realizé un programa bidireccional de seleccion de lineas de familias empleando la prueba de toma
de riesgo en grupos para separar los individuos con comportamientos extremos. Los resultados del
incremento del porcentaje de individuos con la personalidad objeto de seleccion en cada una de las
lineas demuestran el éxito del programa. Sin embargo los resultados también reflejan que las lineas
responden de manera diferente a la seleccion. La linea R mostré un incremento significativo en el
porcentaje de individuos en la generacién 1(G1) comparado con la GO, y no mostré incrementos en
G2 comparado con G1, por el contrario la linea P mostré un decrecimiento en G1 comparado con
GO y un incremento en G2 comparado con G1. Los datos de las variables morfolégicas demuestran
que la seleccion por personalidad selecciona a su vez por rasgos morfologicos. La linea P mostré un
mayor didmetro de orbitas oculares que la linea R. Este resultado demuestra que los individuos con
mayor disposicion a explorar ambientes nuevos estan equipados con adaptaciones morfoldgicas
que le permiten una mejor evaluacién del ambiente. Sin embargo la diferencia solo se observé en
animales machos mostrando que la mejor vision esta asociada a la mayor disposicion a explorar
mostrada por los machos de D. rerio.

Los resultados demuestran que D. rerio es consistente en el comportamiento en el tiempo y a través
de contextos. Los resultados de la reprueba de toma de riesgo en grupos aplicada 10 meses después
de la primera prueba demuestran que el 75% de los individuos de ambas conductas son consistentes
en sus respuestas de comportamientos. Ambas lineas mostraron consistencia entre contextos, sin
embargo mostraron diferencias en la fortaleza de la consistencia. La linea P mostr6 mayor consis-
tencia que la linea R. Los datos reflejan diferencias en la respuesta a estimulos ambientales y forma-
cién de rutinas que demuestran la diferencia en flexibilidad de comportamientos en las lineas. La
linea R mostré una mayor flexibilidad de comportamientos que la linea P mostrando que esta linea
prospera mejor bajo fluctuaciones ambientales, en tanto la linea P muestra un mejor desempeno
cuando las condiciones ambientales son estables. En cuanto al efecto de la personalidad en la fitness
se realizé un estudio del éxito reproductivo de hembras y machos de la G1 del programa de selec-
cién. Los datos demuestran que la personalidad tiene un efecto en la dindmica reproductiva de D.
rerio. Los datos de las variables reproductivas estudiadas demuestran que la linea P presenta mejo-
res valores reproductivos que la linea R. Ademas, los resultados demuestran que la personalidad
paterna tiene un efecto en la fitness mostrada por las crias en esta especie.

En conclusiéon demostramos la importancia de incluir evaluaciones de la personalidad en los pro-
gramas de seleccion realizados en acuicultura asi como en otros estudios realizados habitualmente
con pez cebra.

PALABRAS CLAVE: personalidad, seleccion de lineas, variacion individual, consistencia, flexibilidad, mor-
fometria, toma de riesgo en grupos, Danio rerio, fitness.



ABSTRACT

In this PhD thesis, zebra fish (Danio rerio), a well-established animal model used in the biological
sciences, were used to evaluate individual variation in animal personality. The risk taking in groups
assay was used to screen animals with different response patterns and to generate an individual
selection program. For that purpose we studied: (i) the effect of personality selection on morpholo-
gy, (ii) the consistency of personality over time and through contexts and their implications on
phenotypic plasticity and (iii) the effect of personality on individual fitness.

To study the effect of personality selection on individual morphology, we performed a two-way
(bidirectional) selection program for family lines using screening for risk taking in groups to identi-
fy individuals at behavioural extremes. An increase in the percentage of individuals with each per-
sonality in the respective selected lines highlighted the success of the program. However, results
also showed that lines respond differently to selection. The R line showed a significant increase in
the percentage of individuals in the generation 1(G1) compared to GO, and did not show any in-
crease in G2 compared to G1 whereas in contrast P lines showed a decrease in G1 compared with
GO and an increase in G2 compared to G1. Morphometric data from each generation supported
personality selection where the P line showed a greater ocular orbital diameter. This result suggests
that proactive individuals may be equipped with morphological adaptations related to a better as-
sessment of their environment. However, the difference was only observed in males suggesting that
increased ocular precision may be associated with increased willingness to explore novel environ-
ments in males of D. rerio.

The results demonstrate that personality traits in D. rerio are consistent over time and across con-
texts. The results of the repeated test of risk taking in groups applied 10 months after the initial test
show that 75% of individuals are consistent in their behavioural responses. Both lines showed con-
sistency across contexts; however they showed differences in the strength of consistency. The P line
showed greater consistency than the R line. Data reflected differences in response to environmental
stimuli and training routines that demonstrated differences in behavioural flexibility between the
lines. Line R showed greater behavioural flexibility than line P, reinforcing the idea that these indi-
viduals may thrive best under environmental fluctuations. In contrast line P showed better perfor-
mance when environmental conditions were stable. As for the effect of personality on fitness, a
study of reproductive success of males and females of the G1 generation was performed. Data
showed that personality had an effect on the reproductive dynamics of D. rerio. Reproductive data
demonstrated that P line individuals show better reproductive performance that the R line. Fur-
thermore, the results show that paternal personality has an effect on the fitness reflected in the off-
spring of this species.

In conclusion we demonstrate the importance of including personality assessments in selection
programs conducted in aquaculture as well as in other studies usually performed with zebra fish.

KEYWORDS: personality, line selection, individual variation, consistency, phenotypic flexibility, mor-
phometric selection, screening for risk taking in groups, Danio rerio, fitness.
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Los individuos de una misma poblacion varian en sus respuestas a desafios ambientales. Estas va-
riaciones en respuestas conductuales son ampliamente reconocidas en la literatura (Coleman and
Wilson, 1998; Wilson, 1998). Por ejemplo algunos individuos muestran una mayor disposicion a
asumir riesgo para explorar ambientes nuevos mientras que otros de la misma especie prefieren
permanecer en la seguridad que le brinda un ambiente familiar (Bell and Stamps, 2004).

VARIACION INDIVIDUAL

La variacién individual es considerada como un fundamento basico para la evolucién (Budaev and
Zworykin, 2002; Koolhaas et al., 2010), y puede ser el resultado de factores genéticos. Por ejemplo,
en ratones (Mus musculus domesticus), las diferencias observadas en poblaciones salvajes en laten-
cias de ataque se utilizaron como rasgo conductual para desarrollar un programa de seleccion bidi-
reccional por corta y larga latencia de ataque (SAL, LAL respectivamente). Después de cinco gene-
raciones de seleccion las lineas SAL se estabilizaron en sus latencias de ataque (Oortmerssen and
Bakker, 1981). De la misma manera Gerlai and Csanyi (1994) observaron un fuerte componente
genético en la variacion individual entre lineas de pez del paraiso Macropodus opercularis, seleccio-
nadas por su divergencia en la interrupcién de nado en una nueva situaciéon “staccato movement”.

Las variaciones individuales en comportamiento también pueden ser el resultado de la interaccion
ambiental: Bell (2005) reporté el efecto de la interaccion ambiental en las diferencias individuales
entre dos poblaciones de Gasterosteus aculeatus, una cohabitando con un depredador y la otra sin
depredador. La autora sugiere que la depredacion tiene un efecto en la variabilidad individual den-
tro de la poblacion y en las diferencias mostradas en algunos rasgos de comportamientos entre po-
blaciones.

Por muchos afos las variaciones individuales se consideraron como variaciones al azar que debian
reducirse en lo posible en los disefios de investigacion (Koolhaas et al., 2010; Réale et al., 2010).
Actualmente la percepcion de la importancia de tomar en cuenta las variaciones individuales en
comportamientos en la experimentacion ha cambiado drasticamente, mayormente por las eviden-
cias de su papel en importantes procesos ecoldgicos y evolutivos (Wolf and Weissing, 2012). Esta
vision es apoyada por resultados de investigaciones obtenidos en poblaciones de diferentes especies
que muestran que las variaciones individuales muchas veces son consistentes en el tiempo y a través
de contextos y/o situaciones y se conocen en la literatura como personalidad animal (Gosling, 2001;
Dall et al., 2004), temperamento (Réale et al., 2007) o estilo de afrontamiento coping style (Koolhaas
et al., 1999). Cuando las diferencias individuales son correlacionadas sobre el tiempo y las diferen-
cias son consistentes a través del tiempo y a través de contextos y/o situaciones se denominan sin-
drome de comportamiento (Sih et al., 2004a).

CONSISTENCIA

Actualmente existe mucho debate con respecto a si la personalidad es consistente sobre el tiempo y
a través de contextos y/o situaciones. El termino consistencia se refiere a comportamientos que se
caracterizan por una alta previsibilidad o correlacion durante medidas repetidas (estabilidad
temporal o continuidad) o a través de varias situaciones incluso si el nivel promedio general de
esta medida cambia (Budaev and Zworykin, 2002). Consistencia en personalidad no significa que
el valor del rasgo medido no cambia con la edad o condiciones ambientales, por el contrario sugiere
que aun se sucedan cambios las diferencias individuales en gran parte se mantienen (Réale et al.,
2007).
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Consistencia en variaciones individuales se han reportado en mamiferos, aves, peces, reptiles, anfi-
bios, insectos, (Gosling, 2001). Por ejemplo Huntingford (1976) en un estudio con Gasterosteus
aculeatus, report6 consistencia entre agresividad y bold medido como la disposicion a explorar en
una situacion peligrosa. De la misma manera Budaev et al., (1999) reportaron consistencia en el
comportamiento en el tiempo de Steatocranus casuarius, en edad adulta cuando fueron evaluados
un mes después de la primera prueba a pesar de no haber mostrado consistencia en la reprueba
cuando fueron evaluados en fase juvenil, con lo que los autores sugieren que la consistencia se al-
canza con la edad. En Parus major Carere et al., (2005) en un estudio realizado con lineas seleccio-
nadas por su lenta o rapida exploracion, reportaron consistencia solo entre lineas en el tiempo y a
través de situaciones, en donde la linea de rapida exploraciéon mantuvo una mayor consistencia; por
el contrario la linea de lenta exploracién mostré un comportamiento mas flexible.

En anos recientes algunas hipdtesis sugieren que la personalidad es en parte el resultado del meta-
bolismo energético. El argumento principal se basa en que la energia es el combustible que el cuer-
po emplea en procesos fisiologicos que generan nueva biomasa y otros procesos fisioldgicos que
sustentan la vida (Careau et al., 2008, Biro and Stamps, 2010). En linea con estos autores, Biro and
Stamps (2008) argumentan que consistentes diferencias en tasas metabdlicas en reposo pueden
generar consistentes diferencias en crecimiento y fecundacion, en donde individuos con mayor tasa
de exploracion y agresion caracteristica de individuos proactivos mostraran mayores tasas metabo-
licas en reposo. Martins et al., (2011), en un estudio con Solea senegalensis, evaluaron la relacion
entre metabolismo energético y estilo de afrontamiento, los autores reportaron que las variaciones
observadas en el consumo de oxigeno se relacionan con las diferencias en estilos de afrontamientos
mostrado por los individuos en la prueba conductual y en las variables fisiolégicas evaluadas.

CORRELACION DE RASGOS

Otro aspecto de la personalidad que llama la atencién de muchos investigadores es la correlacion
entre comportamientos conocida como sindrome de comportamientos (Sih et al., 2004a), por sus
implicaciones ecolédgicas y evolutivas (Conrad et al.,, 2011). La existencia de correlaciones entre
comportamientos se ha descrito en varias especies de peces por ejemplo Moretz et al., (2007a) en un
estudio con dos cepas de laboratorio y una cepa salvaje de Danio rerio, reportaron la existencia de
un sindrome entre audacia-agresion, y la existencia de un sindrome de domesticacion en algunas de
las cepas estudiadas. De la misma forma Sundstrom et al., (2004) en un estudio con Salmo trutta, de
dos semanas de edad, reportaron la relacion entre audacia y dominancia, sugiriendo que estos
comportamientos son parte de un mismo fenotipo propenso a la agresividad reforzado por la selec-
cién en cautiverio. En otros estudios los investigadores se han interesado por la correlacion entre
rasgos de personalidad con variables fisiologicas (@Dverli et al., 2007; Huntingford et al., 2010; Silva
etal, 2010).

También se ha reportado el efecto de factores ambientales como disponibilidad de recursos o el
nivel de depredacion como factores causales de algunas correlaciones de comportamientos encon-
tradas, por ejemplo en un estudio realizado por Dingemanse et al., (2007) para examinar la existen-
cia de posibles sindromes de comportamientos, los autores reportaron que la existencia de sindro-
mes de comportamientos solo fue presente en aquellas poblaciones con alto nivel de depredacion.
De la misma manera Bell and Sih (2007) reportaron que en una poblacién de Gasterosteus aculea-
tus, cuyo niveles de depredacion eran bajos no mostraba correlaciones entre rasgos de comporta-
miento. Después de ser expuestas a un nivel de depredacion la poblacién mostrd la existencia de un
sindrome de comportamiento
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Estos sindromes pueden generar situaciones ventajosas bajo algunos gradientes ambientales pero
también situaciones desventajosas en otros. Por ejemplo el sindrome de agresividad-exploracion:
un individuo que muestra mayor agresividad también muestra una mayor disposicion para explo-
rar ambientes nuevos, en donde las diferencias ambientales (alta o baja depredacion), pueden ser
ventajosas o desventajosas. Esta correlacion entre rasgos de comportamientos puede ser ventajosa
en un ambiente de baja depredacién en donde una mayor exploracién puede significar mayor ad-
quisicion de recursos los cuales puede defender exitosamente por sus nivel de agresion y de esta
manera incrementar sus tasas de crecimiento o reproduccion. Por el contrario en un ambiente de
alta depredacién la mayor disposicion a explorar puede ser desventajosa para este tipo de compor-
tamientos. Con este escenario dos teorias tratan de explicar la evolucion de los sindromes de com-
portamiento: la hipétesis de la restriccion y la hipétesis adaptativa.

La hipdtesis de la restriccion postula que los comportamientos que constituyen un sindrome de
comportamiento no pueden evolucionar de forma independiente. Se basa en que las correlaciones
de comportamientos son el resultado del efecto pleiotrépico de los genes o de algunos efectos hor-
monales (Sih et al., 2004a; Bell, 2005). La hipotesis de la restriccion asume que los mecanismos ba-
sicos de rasgos correlacionados no pueden evolucionar ficilmente porque esto requiere cambios
genéticos o la evolucion de diferentes componentes hormonales (Bell, 2005). Esta hipotesis es res-
paldada por las correlaciones genéticas que se han encontrado entre diferentes rasgos de compor-
tamientos (van Oers et a., 2005; van Oers and Mueller, 2010). La existencia de controles neuroen-
docrinos en diferentes rasgos de personalidad también se ha descrito como posible efecto causal de
la correlacion de rasgos de comportamientos (Koolhaas et al, 1999; Carere et al., 2003; Qverli et al.,
2007).

Por el contrario la hipotesis adaptativa postula que la seleccion debe favorecer rasgos de compor-
tamientos que son ventajosos en un determinado contexto o situacién (Wilson 1998; Bell, 2005).
Por ejemplo en un estudio realizado por Hedrick (2000) con machos de Gryllus intiger, que emiten
un largo llamado el cual es captado por hembras y también por depredadores toman mas tiempo en
dejar la seguridad del refugio que machos que emiten un corto llamado, de esta forma la correla-
cidén entre cortejo y comportamiento en contra del depredador es adaptativo (Bell, 2005). Esta hipo-
tesis es apoyada por las evidencias que muestran que las correlaciones de comportamientos pueden
ser el resultado de la exposicion a diferentes gradientes ambientales y la flexibilidad frente a los
cambios ambientales (Bell and Sih 2007; Dingemanse and Wolf, 2013).

FLEXIBILIDAD

Las variaciones individuales no siempre muestran consistencia y en muchos casos los patrones de
respuestas son variables en el tiempo y entre contextos y/o situaciones y se conocen como plastici-
dad (Dingemanse et al., 2007) o flexibilidad de comportamientos (Coppens et al., 2010). La flexibi-
lidad refleja el efecto que tiene el ambiente para alterar la consistencia de rasgos de personalidad
(Dingemanse and Wolf, 2013). Por ejemplo Magnhagen and Staffan (2005), en un estudio realizado
con percas juveniles (Perca fluviatilis), los autores reportaron que a pesar de que el rasgo de com-
portamiento puede ser innato, también puede ser modificado por las influencias de otros miembros
del grupo y por la habituacién al ambiente. De la misma forma Frost et al., (2007), en un estudio
con trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), reportaron que los individuos previamente selecciona-
dos por personalidad, modificaron sus patrones de respuestas después de observar el comporta-
miento de otro individuo de la misma especie.
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La relacion entre flexibilidad de comportamientos y personalidad se ha estudiado en diferentes
tipos de animales incluyendo moluscos (Wilson et al., 2012), reptiles (Carter et al., 2012), insectos
(Kralj-Fier and Schneider, 2012), aves (Dingemanse et al., 2012), mamiferos (Martin and Réale,
2008) y peces (Adriaenssens and Johnsson, 2013; Serensen et al., 2013).

La flexibilidad de comportamiento se define como la habilidad de un individuo para directamen-
te responder y ajustar su comportamiento a estimulos ambientales (Coppens et al., 2010). Esta
definicién sugiere que personalidad y flexibilidad de comportamiento son términos incompatibles
(Neff and Sherman, 2004). Los estimulos ambientales pueden tener un efecto sobre el comporta-
miento de corta o larga duracién. El efecto de corta duracidon ocurre cuando el comportamiento es
totalmente determinado por las condiciones ambientales actuales. Por el contrario el efecto de larga
duracion ocurre cuando el comportamiento es totalmente determinado por condiciones ambienta-
les pasadas (Dingemanse and Wolf, 2013).

PROACTIVO-REACTIVO: ESTILO DE AFRONTAMIENTO

La variacion individual en el comportamiento se ha asociado a otros aspectos de la personalidad
como el estilo de afrontamiento proactivo-reactivo (Morand-Ferron et al., 2011). El concepto de
estilo de afrontamiento se ha utilizado en una amplia variedad de especies animales, facilitado por
el desarrollo de programas de seleccion de lineas con valores extremos de personalidad. Varios
autores sugieren que los extremos de estas variaciones en rasgos de personalidad tienen una elevada
fitness si los comparamos con individuos de conductas intermedias (Wilson, 1998, Koolhaas et al.,
1999). Estos programas de seleccion se han desarrollado basandose en las diferencias en rasgos
conductuales en grupos tales como, mamiferos (Mus musculus, Rattus norvegicus, Oortmerssen and
Bakker, 1981, Benus et al., 1987), aves (Parus major, Verbeek et al., 1994) y peces, (Macropodus
opercularis, Gerlai and Csanyi, 1994) y otros en variables fisiologicas en aves (Gallus gallus, Edens
and Siegel, 1975; Coturnix japonica, Carsia et al., 1988; Satterlee and Johnson, 1988) y trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss, Pottinger et al., 1992).

Las variaciones en los estilos de afrontamiento pueden estar condicionadas en parte por un com-
ponente genético. Mackenzie et al., (2009) en un estudio realizado con carpa comun (Cyprinus
carpio), reportaron diferencias entre proactivos y reactivos en la expresion génica, y en 80% de la
respuesta de los genes investigados. También se ha demostrado que las diferencias en comporta-
miento mostrada por individuos proactivos-reactivos esta correlacionada a parametros fisioldgicos
o neuroendocrinos (Koolhaas et al., 1999; van Riel et al., 2004; Carere et al., 2003; Feldker et al.,
2003; Sluyter et al., 2003; Veenema et al., 2003; Qverli et al., 2006).

El estilo de afrontamiento proactivo se caracteriza por una estrategia de lucha-huida fight-flight,
con altos niveles de agresion, dispuestos a asumir riesgos, control territorial, exploracion rapida y
superficial. Por el contrario los individuos reactivos muestran una estrategia de conservacion-
retirada conservation-withdrawal, con bajos niveles de agresion y congelamiento en presencia de
una amenaza, evitando asumir riesgos, explorando el ambiente a fondo y con cautela (Koolhaas et
al., 1999, Korte et al., 2005; Qverli et al., 2007; Silva et al., 2010).

A nivel fisioldgico los individuos proactivos se caracterizan por baja reactividad del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal (HPA) en el caso de mamiferos o hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI) en pe-
ces, que se traduce en bajos niveles de cortisol. Los individuos reactivos muestran una alta reactivi-
dad del eje HPI con altos niveles basales de cortisol (Meager et al., 2012). A nivel neuroldgico los
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individuos proactivos muestran una alta reactividad simpdtica y una baja reactividad parasimpati-
co; por el contrario los reactivos muestran una baja reactividad simpatica y una alta reactividad
parasimpatica (Korte et al., 2005).

Otro componente del proactivo-reactivo estilo de afrontamiento es su divergencia en respuestas a
estimulos ambientales y la formacién de rutinas. Los individuos proactivos muestran poco interés
por las modificaciones ambientales con conductas poco flexibles y rutinarias, por el contrario los
reactivos se muestran mas sensibles a los estimulos externos, mostrando una alta flexibilidad en sus
conductas y poco rutinarios en sus comportamientos (Benus et al., 1987; Bolhuis et al., 2004; Ruiz-
Gomez et al,, 2011). A nivel ecolégico ambas conductas muestran patrones diferentes, los indivi-
duos proactivos prosperan en condiciones estables con abundancia de recursos y en altas densida-
des, por el contrario los reactivos prosperan en escasez de recursos cuando las situaciones son va-
riables y a bajas densidades (Korte et al., 2005; Mackenzie et al., 2009).

PERSONALIDAD Y MORFOLOGIA

Segun la teoria de la restriccion se ha demostrado que muchos rasgos no pueden evolucionar solos
(Bell, 2005), en esos casos diferentes combinaciones de rasgos deben ser ventajosos en diferentes
ambientes (Sih et al., 2004a; Bell, 2005). Ademas de las diferencias conductuales entre poblaciones,
existen también diferencias en morfologia (Nicieza, 1995; Salonem, 2005). La morfologia tiene una
gran importancia funcional en peces (Svanbéck and Eklov, 2004). Diferencias en personalidad pue-
den estar relacionadas a diferencias en rasgos morfoldgicos (Robinson and Wilson, 1994; Imre et
al., 2002; Wilson and Mclaughlin, 2007). Varios estudios han demostrado la relacion entre perso-
nalidad y morfologia por ejemplo Brown and Braithwaite (2004), en un estudio con Brachyraphis
episcopi provenientes de sitios con diferentes regimenes de depredaciéon reportaron una relacion
entre tamafo del cuerpo y el tiempo para dejar el refugio; sus resultados reflejaron que los peces
pequenos dejaban mas rapido el refugio. En linea con esto Brown et al.,, (2007), en un estudio con
las mismas poblaciones de Brachyraphis episcopi, reportaron una correlacion significante entre
masa del cuerpo, longitud total y audacia bold, en donde los peces audaces tienen una mayor masa
por unidad de longitud que los peces timidos.

PERSONALIDAD Y F/TNESS

Los rasgos de historia de vida incluyendo supervivencia y mortalidad son considerados como ele-
mentos claves para determinar la fitness o eficacia bioldgica de una especie (Wolf and Weissing,
2012). También se ha sugerido que los rasgos pueden variar y ser adaptativos si los individuos de
los extremos de la distribucion de personalidades tienen una mayor fitness que individuos interme-
dios (Wilson, 1998). Otros estudios sugieren que la fitness de determinado tipo de personalidades es
dependiente de ciertas modificaciones ambientales, incluyendo depredacién, disponibilidad de
recursos y condicion social (Réale and Festa-Bianchet, 2003; Dingemanse et al., 2004; Both et al.,
2005).

A nivel de mortalidad varios trabajos han mostrado el efecto que la depredacion tiene en la fitness
de la especie. En ovejas de cuerno largo (Ovis canadensis), se reportd el efecto de la depredacion en
la supervivencia de las ovejas: el primer afio con baja depredacién de Puma concolor la superviven-
cia fue alta y no se relacion6 con la audacia bold, pero en los afos siguientes que aumento el nivel
de depredacion, las ovejas audaces sobrevivieron mejor que las ovejas timidas (Réale and Festa-
Bianchet, 2003). Otros estudios han mostrado que el ambiente genera relaciones entre fitness y
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personalidad que son dependientes del sexo, por ejemplo en Parus major, la abundancia de alimen-
to genera una fitness para sexos con personalidades opuestas. En inviernos con abundancia de ali-
mento hay mayor supervivencia de machos de rapida exploracion y hembras de lenta exploracion,
en inviernos con limitadas fuentes de alimentacién ocurre el fenémeno inverso, hay mayor super-
vivencia de machos de lenta exploracion y hembras de rapida exploraciéon (Dingemanse et al.,
2004).

La relacidn entre reproduccion y rasgos de personalidad en la fitness se ha estudiado en diferentes
especies, por ejemplo Janczak et al., (2003) evaluaron la relacion entre el miedo y la ansiedad como
rasgos de personalidad en respuesta a la proximidad de un humano y un objeto nuevo y el éxito
reproductivo en cerdas. Los autores reportaron una relacion negativa entre las cerdas que mostra-
ban mayor miedo y ansiedad caracteristica de los individuos timidos y el éxito reproductivo. En
ovejas de cuerno largo, Réale et al., (2000) reportaron que las ovejas audaces se reprodujeron pri-
mero y tuvieron un mayor éxito de destete que las ovejas timidas. Un estudio con pez cebra, Danio
rerio, realizado por Ariyomo et al., (2012) revela la relacion entre rasgos de personalidad y éxito
reproductivo: los autores reportaron que individuos con conducta audaz y agresiva tuvieron un
mayor éxito reproductivo, sin embargo el estudio solo comprendié la evaluacién de individuos
machos.

PERSONALIDAD Y ACUICULTURA

Incluir estudios de personalidad en la acuicultura, puede tener importantes implicaciones en la
produccién (Huntingford, 2004; Biro and Post, 2008), manejo (McDougall et al., 2005) y bienestar
animal (Huntingford and Adams, 2005; Muller and Schrader, 2005; Rodenburg et al., 2008). Estu-
dios de personalidad se han realizado en varias especies de peces de interés comercial, incluyendo
Oncorhynchus mykiss (Qverli et al., 2006), Salmo trutta (Sundstrom et al., 2004; Brelin et al., 2005),
Clarias ariepinus (van de Nieuwegiessen et al., 2008), Hippoglosus hippoglossus (Kristiansen and
Ferno, 2007), Solea senegalensis (Silva et al., 2010), Cyprinus carpio (Mackenzie et al., 2009; Hun-
tingford et al., 2010) y Oreochromis niloticus (Martins et al., 2011).

Las relaciones entre variables de importancia para la acuicultura se ha documentado en algunas
especies de peces, por ejemplo Qverli et al., (2002) evaluaron la relacién entre personalidad y el
tiempo para reanudar la alimentacion, reportando que los individuos con conducta audaz reasu-
mieron la alimentacién mas rdapido; esto tiene importantes consecuencias para la acuicultura en
donde los animales son sometidos a diferentes situaciones estresantes como puede ser el cambio de
tanques por fases de crecimiento y aquellos animales que reanuden la alimentacién mas rapido
mostraran mayores tasas de crecimiento. En linea con esto Silva et al., (2010) en un estudio con
Solea senegalensis, reportaron una relacion entre diferencias en conducta, respuestas al estrés y cre-
cimiento.

Las actividades acuicolas se caracterizan por practicas de manejo como presencia humana, altas
densidades, transporte que generan estrés a las especies cultivadas, en donde una seleccion previa
por personalidad puede incrementar la eficiencia del sistema de produccion, seleccionando aquellos
individuos que muestren una mayor aptitud para la produccion, salvaguardando el bienestar ani-
mal.
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ESPECIE MODELO

Danio rerio es un pequefo ciprinido originario de los rios de Pakistdn, India y Bangladesh (Spence
et al,, 2006). Las lineas azules y doradas que corren longitudinalmente en ambos lados del cuerpo y
en las aletas anal y caudal se consideran la caracteristica mas importante de la especie y de donde se
origina su nombre (Fang, 2000; Pritchard, 2001).

Entre sus ventajas principales como especie modelo esta su reducido tamaro, lo cual permite tener
grandes poblaciones en espacios reducidos, abaratando los costos en instalaciones y manejo. Mues-
tran alta fecundidad, ya que un solo par puede producir hasta 200 huevos viables por dia, rapida
maduracidn, alcanzando la edad adulta a los tres meses, embrion transparentes los cual permite
seguir en vivo los diferentes estadios de desarrollo y su genoma esta totalmente secuenciado, con la
disponibilidad comercial de microarrays (Hill et al., 2005; Helmut, 2009).

Todos estas ventajas han convertido al pez cebra en una de las especies modelos utilizadas en dife-
rentes campos de la investigacion, incluyendo la respuesta inmune (Pressley et al., 2005; Sullivan
and Kim, 2008), la biologia del desarrollo y genética (Grunwald and Eisen, 2002), drogas (Barros et
al., 2008), ), drogas terapéuticas (Rubinstein, 2003; Rubinstein, 2006), evoluciéon (Caiiestro et al.,
2007), toxicologia y envenenamiento (Amanuma et al., 2000; Liu et al., 2006) y acuicultura (Ulloa et
al., 2011).

El pez cebra también se ha convertido en una de las especies mdas importantes para el estudio de la
conducta. Varios aspectos de la conducta del pez cebra se han investigado, entre ellas su compor-
tamiento gregario (Engeszer et al., 2007), agresién (Wright et al., 2003; Larson et al., 2006), domi-
nancia y jerarquia (Dahlbom et al., 2011; Filby et al., 2010; Paull et al., 2010), toma de riesgo (Du-
gatkin et al., 2005), comportamiento reproductivo (Spence et al., 2007; Castranova et al., 2011),
aprendizaje (Bilotta et al., 2005; Sison and Gerlai, 2010) comportamiento y morfologia (Wright et
al., 2006), evolucion del comportamiento (Moretz et al.,, 2007a), comportamiento y reproduccion
(Ariyomo and Watt, 2012) y genética del comportamiento(Ariyomo et al., 2013).
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OBJETIVOS







El objetivo principal de esta tesis es caracterizar a nivel conductual y morfoldgico la variacion indi-
vidual en la personalidad entre los individuos de pez cebra (Danio rerio), su importancia ecoldgica
en la fitness de la especie y la aplicacion en acuicultura. Mds especificamente se exploraron los si-
guientes aspectos:

En el CAPITULO 2 el objetivo principal fue establecer un programa genético de selecciéon bidireccional
de lineas de familias de pez cebra por su personalidad frente a la prueba de riesgo en grupos y eva-
luar si la seleccion por rasgos de personalidad selecciona por rasgos morfologicos. Estos objetivos
fueron desarrollados de acuerdo a las siguientes hipétesis:

Existen patrones alternativos de respuestas frente a desafios ambientales en una poblacion de 2. rerio.

La prueba de toma de riesgo en grupos es un indicador fiable para separar poblaciones en diferentes personalidades.
Existe relacion entre la personalidad y la morfologia en individuos de diferentes personalidades.

La variacion morfoldgica mostrada por las lineas esta relacionada con el sexo.

En el CAPITULO 3 el objetivo principal fue evaluar la estabilidad y consistencia de un conjunto de com-
portamientos a través de diferentes contextos (consistencia a través de contextos), en peces que
previamente se evaluaron por la prueba de toma de riesgo en grupos, 10 meses después de la prime-
ra prueba (consistencia en el tiempo). Para alcanzar estos objetivos desarrollamos las siguientes
hipdtesis.

La diferencia en personalidad dentro de la poblacion en el pez cebra se mantiene en el tiempo.

Existe diferencias en el porcentaje de personalidades entre la poblacion base y las subpoblaciones posteriores demos-
trando una fijacion del comportamiento.

Existe estabilidad a través de los contextos en cada una de las subpoblaciones a nivel intra-poblacional (familias
proactivas/reactivas).

Existe consistencia de comportamiento a través de los contextos dentro de las lineas y también a nivel intra-individual
para seguin que comportamientos.

En el CAPITULD 4 el objetivo principal fue investigar si los individuos proactivos (P) y reactivos (R) de
D. rerio difieren en sus respuestas a estimulos ambientales y en la formacién de rutinas. Este objeti-
vo se alcanzd desarrollando las siguientes hipdtesis.

Existen diferencias en la flexibilidad del comportamiento entre P y R frente a estimulos ambientales.
Existen diferencias en la capacidad de desarrollar un comportamiento rutinario entre Py R.
Hay diferencia en consistencia entre P y R en diferentes situaciones en un mismo contexto.

En el CAPITULO 5 nos planteamos como objetivo principal evaluar el efecto que la personalidad de
hembras y machos tiene en el éxito reproductivo. Un segundo objetivo fue investigar si la persona-
lidad de los padres tiene un papel en la supervivencia y el crecimiento larvario de las crias. Estos
objetivos fueron alcanzados desarrollando las siguientes hipdtesis.

Individuos con personalidad P y R tienen estrategias reproductivas diferentes.

Los individuos P tienen un mayor éxito reproductivo que los individuos R.

La personalidad parental tiene un efecto en el desempefio de las crias.

Las crias de padres P muestran una mejor fitness que las crias de padres R.

Existen diferencias entre los fenotipos de color (WT-UAB/WT-I) en individuos de una misma personalidad.
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En el CAPITULO 6 discutimos de forma general el resultado de los capitulos anteriores (2-5), con énfasis
principal en la importancia de la personalidad en la ecologia y la necesidad de su implementacién
en los programas de seleccion desarrollados en acuicultura.
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ESTABLECIMIENTO

PROGRAMA BIDIRECCIONAL
"SELECCION “LINEAS *FAMILIAS
"“PEZ CEBRA (Danio rerio)

" PERSONALIDAD
"™RELACION * MORFOLOGIA







INTRODUCCION

En la naturaleza las poblaciones estan enfrentadas a constantes cambios ambientales. Las estrategias
empleadas para mantener la estabilidad frente a estas alteraciones ambientales son diferentes entre
individuos de una misma poblacion (Korte et al., 2005; Réale et al., 2007). Estas diferencias en mu-
chos casos son consistentes en el tiempo y a través de contextos o situaciones (Sih et al., 2004) y
determinan la personalidad (Gosling, 2001; Dall et al., 2004), temperamento (Réale et al., 2007) o
estilo de afrontamiento (Koolhaas et al., 1999) del individuo. Varios autores sugieren que los ex-
tremos de estas variaciones en rasgos de personalidad tienen una mayor fitness si los comparamos
con individuos de conductas intermedias (Wilson, 1998, Koolhaas et al., 1999). En diferentes gru-
pos de vertebrados como: mamiferos (Mus musculus, Rattus norvegicus, Oortmerssen and Bakker,
1981, Benus et al., 1987), aves (Parus major, Verbeek et al., 1994) y peces, (Macropodus opercularis,
Gerlai and Csanyi, 1994) se han realizado con éxito programas de seleccion bidireccional emplean-
do las variaciones extremas en rasgos de personalidad frente a algunos desafios ambientales.

Uno de los rasgos de personalidad mas importantes que caracteriza a las poblaciones en su manera
de interactuar con el ambiente, es la exploracion, con algunos individuos mas dispuestos a tomar
riesgos y explorar ambientes nuevos, mientras otros prefieren la seguridad que les brindan su am-
biente actual. La disposicion de explorar nuevos ambientes tiene importantes beneficios para los
individuos como puede ser la oportunidad de colonizar y acaparar nuevas zonas de alimentacion
que pueden incrementar su crecimiento y reproduccion. Sin embargo pueden existir desventajas
asociadas con una mayor disposicion a asumir riesgos de exploraciéon como son los costos energéti-
cos incurridos (Biro y Stamps, 2010) y la probabilidad de ser depredado (Fraser et al., 2001). De esta
manera la disposicion de explorar un ambiente nuevo tiene importantes repercusiones en la vida y
la fitness individual (Smith and Blumstein, 2008; Dall et al., 2012). Una de las pruebas con mayor
éxito para seleccionar individuos por su disposicion a explorar un ambiente nuevo es la prueba de
toma de riesgo que se ha empleado en ambientes naturales (Brown et al., 2004) y en condiciones de
laboratorio (Brydges et al., 2008). La prueba de toma de riesgo en grupos tiene la ventaja de brindar
la oportunidad al individuo de reaccionar con patrones alternativos de respuesta (Treit, 1989) que
son facilmente cuantificable a través de las latencias para dejar un drea segura (Huntingford and
Coyle, 2007), y puede ser aplicada grupalmente en especies que muestran un fuerte comportamien-
to gregario (Mackenzie et al., 2009; Huntingford et al., 2010).

La seleccion por un rasgo de personalidad puede seleccionar individuos por otros rasgos morfolé-
gicos y fisiologicos (Falconer and Mackay, 2006). En peces algunos estudios reportan la relaciéon
entre las preferencias de los depredadores por presas con algunas caracteristicas morfoldgicas, por
ejemplo Weber et al., (2012), reportaron la relacion entre las preferencias del depredador por indi-
viduos con ciertas caracteristicas morfoldgicas de acuerdo al tipo de ambiente. De la misma manera
Dingemanse et al., (2009) reportaron la relacion entre personalidad y variables morfologicas en un
estudio realizado en dos poblaciones de Gasterosteus aculeatus con diferentes regimenes de depre-
dacion.

Con estos antecedentes nosotros planteamos como un primer objetivo de este estudio establecer un
programa genético de seleccion bidireccional de lineas de familias de pez cebra por su persona-
lidad frente a la prueba de riesgo en grupos. Un segundo objetivo fue evaluar si la seleccion por
rasgos de personalidad selecciona por rasgos morfologicos. Estos objetivos fueron desarrollados
de acuerdo a las siguientes hipdtesis:
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Existen patrones alternativos de respuestas frente a desafios ambientales en una poblacion de 2. rerio.

La prueba de toma de riesgo en grupos es un indicador fiable para separar poblaciones en diferentes personalidades.
Existe relacion entre la personalidad y la morfologia en individuos de diferentes personalidades.

La variacion morfoldgica mostrada por las lineas esta relacionada con el sexo.

MATERIALES Y METODOS
DISENO EXPERIMENTAL

Aqui de forma general se explicara el disefio experimental propuesto; mayores detalles del mismo
seran ampliados en cada seccion. Antes de iniciar la parte experimental se descartaron aquellos
individuos con patrones de color diferentes al patrén salvaje y aquellos con algtn tipo de deformi-
dad. La generacion 0 (de aqui en adelante GO), se obtuvo siguiendo un riguroso sistema de selec-
cién. La poblacion original total o poblacion base (de aqui en adelante PB) se dividié en dos cate-
gorias fenotipicas de color basado en las diferencias en los patrones de color (WT-UAB grupo
homogéneo y WT-I grupo heterogéneo). A cada categoria fenotipica de color se le registraron 8
variables morfométricas, adicionalmente se les registrd el peso y se determino el sexo. Los dos feno-
tipos de color se dividieron en tres categorias de toma de riesgo en grupos, proactivos (de aqui en
adelante P), intermedios (de aqui en adelante I) y reactivos (de aqui en adelante R). Los I se des-
cartaron. Los peces P y R de cada categoria fenotipica de color se les registraron las mismas 8 varia-
bles morfométricas previas a la prueba de toma de riesgo en grupos, igualmente se les registrd el
peso y se determino el sexo. En este punto del experimento se disei6 la estrategia de reproduccion
para ambas categorias fenotipicas de color. Un resumen de los pasos realizados para obtener GO es
presentado en la FIGURA 2.1.

La generacion 1 (de aqui en adelante G1) del fenotipo WT-UAB se obtuvo de una puesta en masas
de sus progenitores (machos n= 9; hembras n=32), en donde todas las categorias de toma de riesgo
en grupos se mezclaron para conseguir el nimero maximo posible de individuos mostrando el fe-
notipo de color adecuado (patrén de coloracion salvaje homogéneo). La generacion 2 (de aqui en
adelante G2) del fenotipo WT-UAB se obtuvo en grupos de familias. Se generaron 6 familias P y 5
familias R, siguiendo un apareamiento en parejas dentro de P y R (ver FIGURA2.2).

El esquema de reproduccion empleado para obtener las generaciones G1 y G2 del fenotipo WT-I
fue el de familias. En la generacion G1 se obtuvieron 6 familias P y 6 familias R. El esquema de apa-
reamiento empleado es el de parejas en P y R. Sin embargo para obtener la generacion G1 se apared
un macho y dos hembras (relacion 1:2), con la finalidad de asegurar la progenie (ver FIGURA2.3).
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FIGURA 2.1. ESQUEMA DEL FLUJO EXPERIMENTAL, para generar los reproductores desde la ge-

neracion GO hasta G2.
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Tuestas en masas (32 hembras, 9 machos), mezcladas las tres categorias de toma
de riesgo en grupos en G0

|
G1

l

413 individuos se separaron en 2 fenotipos (259 WT-TAR, 154 WT-I)
S0 individues WT-TAE, se les registrd 8 variables morfométricas, peso v sexo

23% individuos del fenotipo WT-TTAR e separaron por la prueba de toma de
riesgo en grupes (17 P, 181, 204 )
204 individuos EWT-TAR se separaron por la prueba de campo abierto (18 R
seleccionados come los mas extremos mostrando el comportamiente de
congelamients)

33 individues WT-TTAR (17 P, 18 E), se les registrd las mismas 8 variables
motrfométricas, peso v sexo

Reproduccidn en parejas (6 familias P, 5 familias B)

|
32

]

145 individuos se separaron en 2 fenotipos (120 WT-TAR, 23 WT-T
117 individue s WT-TTAER, se les registrd 8 variables morfométricas, peso v sexo

5 familias P (58 individuos) se separaron por la prueba de toma de riesgo en
grupos (11TP, 6141 E)
Sfamilias de B (35 individuos) se separaron por la prueba de toma de riesgo en
grupes (2P, 31,30 F)
S0 individuos B WT-TTAR se separaron por la prueba de campo abierto {12 E
seleccionados come los mas extremos mostrando el comportamiento de
congelamients)

33 individues WIT-TAE (11 F, 12 E), se les registrd las mismas 8 vartables
motfometricas, peso v sexo

FIGURA 2.2. ESQUEMA DE REPRODUCCION Y SELECCION de WT-UAB desde GO hasta G2.
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Eeproduccidn en familias (6 P, 6 B, & machos, 12 hembras por personalidad G0

|
G1

1

6 familias P {190 individuos), & familias B (226 individucs), se les registrd 8
variables morfomeétricas, peso v sexo.

L.

6 familias de P (180 indiwviduos) se separaron por la prueba de toma de riesgo en
grupos (3 familias seleccionadas, 3 familias descartadas)
6 familias de B (182 indiwidues) se separaron por la prueba de toma de riesgo en
SrUpos
182 individuos R se separaron por la prueba de campo abierto (3 familias
seleccionadas, 3 familias descartadas)

L

159 individuos (7 P, 8 B), se lesregistrd 8 variables morfometricas, peso v sexo
Eeproduccidn en parejas (3 familias T, 3 familias E)

|
G2

]

3familias P (44 individuos), 3 familias E (36 individuoes), se les registréd &
variables morfometricas, peso v sexo

3 familiaz de P (3% individucs) se separaron por la prueba de de toma de riesgo
engrupos (f P, 31, 29 B
3 familiaz de B (01 individuos) se separaron por la prueba de de toma de riesgo
engrupos (20, 21,47 B
S0 individuos B WT-TAB se separaron por la prueba de campo abierto (8 E
seleccionados come los mas extremos mostrando el comportamients de
congelamiento )

152 individues WI-TUAE (7 P, B E), se les registrd B vartables motfométricas,
PESO ¥ SEEC

FIGURA 2.3. ESQUEMA DE REPRODUCCION Y SELECCION de WT-I desde GO hasta G2.
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POBLACION BASE

La PB de pez cebra (Danio rerio), utilizada para desarrollar este programa de seleccion de lineas de
familias por sus rasgos de personalidad se adquirié en diciembre de 2009 en un distribuidor local
ubicado en Parets del Vallés, Barcelona, Espana. Se estabularon en tanques de 30 litros, colocados
en estanterias en una sala con ambiente controlado ubicada dentro del acuario de la Facultad de
Biociencias de la Universitat Autonoma de Barcelona (Espafa). La densidad maxima se determiné
en 30 peces por tanque (densidad max. 1pez/litro, Lawrence, 2007). El suministro de agua se realiz6
con agua de grifo previamente filtrada a través de un sistema mecdnico de carbén activo granulado
(filter cartidge CTO®, Water Quality Association, Lisle, IL, USA). Cada estante se equipé con un
sistema cerrado de recirculacién con un sistema de filtracion fisica y bioldgica. La temperatura del
agua se mantuvo en 27,06+0,74°C, (mediatdesviacion estandar), las concentraciones de oxigeno
fueron de 5,47+0,26mg/L (miligramos x litro), ambas mediciones se realizaron diariamente con un
oximetro (OxyGuard®, Handy Polaris, OxyGuard International, Denmark). El continuo flujo de
agua mantuvo las concentraciones adecuadas de oxigeno. Para mantener la calidad del agua, sema-
nalmente se sustituyé 30% del volumen total de agua de cada estanteria. Semanalmente se realiza-
ron controles de Amoniaco, Nitrito y Nitrato (Sera Test Kit®, New Tech, Wateringbury, Kent, UK).
El ciclo de luz/oscuridad se estableci6 en 14:10 (0600-2000 horas). Los peces se alimentaron hasta la
saciedad dos veces al dia, en la mafnana con un pienso seco y en la tarde con un pienso himedo de
acuerdo a las especificaciones del fabricante (Zfbiolabs®; ver www. Zfbiolabs. com).

PROCESO DE SELECCION PARA OBTENER LOS REPRODUCTORES DE GO

Se indican los diferentes procedimientos utilizados para establecer las bases del programa genético
de seleccion de lineas de familias por su personalidad. Sin embargo informacién de interés en el
momento de desarrollar un programa genético de seleccion como son procedencia geografica, edad
exacta y tiempo de permanencia en cautiverio no pudieron ser establecidas.

PROCEDIMIENTO DE SELECCION

Antes de iniciar la parte experimental todos los peces se clasificaron, descartando aquellos indivi-
duos con patrén de color diferente al patron salvaje (leopardos, velares), y aquellos individuos con
deformidades que comprometieran los resultados de las pruebas. También se descartaron aquellos
peces que presentaron lesiones propias de enfermedades o lesiones de tipo mecanicas.

Como un primer paso de nuestro programa de seleccion separamos la PB en dos subpoblaciones,
de acuerdo al fenotipo de color (WT-UAB y WT-I). WT-UAB con un patrén de color homogéneo
en todos los individuos y WT-I con diferentes arreglos del patron de color formando una subpobla-
cion heterogénea (McClure, 1999; Niisslein-Volhard and Dahm, 2002; Parichy y Johnson, 2001;
Parichy, 2006).

Seleccion fenotipica

La seleccion fenotipica se inicié en el mes de abril del 2010. El tanque de prueba consistié en un
tanque de vidrio de 9 litros (Largo x Ancho x Altura: 30 x 15 x 20 centimetros), cubierto en tres de
sus lados con papel blanco para aumentar el contraste y asi facilitar la observacion, y solo la parte
frontal se dejo descubierta para permitir la observacion. Aproximadamente 500 individuos D. rerio
mayores de 6 meses se separaron en dos categorias fenotipicas de color de acuerdo al procedimien-
to descrito a continuacién. Grupos de aproximadamente 70 individuos por dia, se transfirieron
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desde su tanque stock al tanque de habituacion de 38 litros (50 x 25 x 30), dejados durante 10 minu-
tos para que se recobraran del manejo. Grupos de 3 peces a la vez se transfirieron desde su tanque
de habituacion, al tanque de prueba, la separacion fenotipica se realizé de forma visual siguiendo
un orden de observacion de una serie jerarquica de criterios establecidos para clasificar entre ambas
categorias de color (TABLA2.1).

CRITERIOS
ORDEN DE OBSERVACION WT-UAB WT-I
DE LOS CRITERIOS (HOMOGENEA) (HETEROGENEA)
Uniformidad de color en i No

ambos lados del cuerpo

Lineas (azules y doradas)
bien definidas en ambos Si No
lados del cuerpo

Correcta insercion de las
lineas del cuerpo en la aleta Si No
caudal

Lineas bien definidas y

Si No
rectas en la aleta anal.

TABLA 2. 1. ORDEN DE OBSERVACION Y CRITERIOS utilizados para clasificar entre fenotipos de

color en grupo de tres peces. Homogeneidad en los criterios utilizados se consi-

deré como WT-UAB, y la heterogeneidad como WT-I. El orden de observacion

de los criterios para discernir entre categorias de color se estableci6 desde aspec-

tos generales hasta aspectos especificos del individuo y de esta manera aumentar
la eficacia de clasificacion.

Registro de variables morfométricas (WT-UAB, WT-I)

El peso y todas las variables morfométricas se registraron sobre individuos vivos. Para realizar el
registro se inmovilizd a los peces reduciendo su temperatura corporal (ver ANEX0). Cada individuo se
transfirié desde su tanque de stock a un vaso de precipitado conteniendo 300 ml de agua, colocado
dentro de una bandeja con hielo. Cuando los peces mostraron signos de inmovilidad se colocaron
sobre su lado izquierdo en una esponja cubierta de papel de aluminio con una ligera pelicula de
agua. Cada uno de los individuos se sex6 de acuerdo al dimorfismo de caracteristicas mostradas
entre ambos sexos: a) hembras con abdomen abultado, papila genital visible y una coloracién ama-
rilla en el borde de la aleta dorsal, pectoral y caudal, b) machos con cuerpos fusiformes, puntos
naranja heterogéneamente distribuidos en diferentes zonas de la aleta caudal (Niisslein-Volhard
and Dahm, 2002; von Krogh et al., 2010). El peso en gramos, se registrd utilizando una balanza tipo
ADP 210/L, confiabilidad de 0,001 gr, (Wilmington, California, USA). A cada individuo se le regis-
traron ocho variables morfométricas (Rodriguez y Granado, 1988; Pineda Santis, et al., 2004; Goetz
et al., 2010), con un pie de rey convencional, precisién de 0,01mm, (Ehlis®, S.A. Barcelona, Espana)
(ver, TABLA 2.2, FIGURA2.4).
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VARIABLE DESCRIPCION

Desde la punta del maxilar superior hasta la punta superior

Longitud Total (LT) de la aleta caudal

Desde la punta del maxilar superior hasta el centro del

Longitud Estandar (LE) pednculo caudal

Desde la punta del maxilar superior hasta la punta del

Longitud Cefalica (LC) opérculo

Desde la punta del maxilar superior hasta el borde delan-

L itud P | LP
ongitud Preocular (LPO) tero de la orbita ocular

Longitud de la Base de la | Desde la insercidon anterior de la aleta anal hasta la inser-

Aleta Anal (LBAA) cion posterior de la aleta anal
Longitud de la Aleta Desde el origen de la aleta pectoral hasta la punta de la
Pectoral (LAP) aleta pectoral

Diametro de las Orbitas Desde el borde delantero de la orbita ocular hasta el borde

Oculares (DOO) posterior de la orbita ocular
Distancia Interorbitaria Desde el borde superior de la orbita ocular derecha hasta
(DIO) el borde superior de la orbita ocular izquierda

Fuente: Adaptado de Rodriguez y Granado, 1988.

TABLA 2.2. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES MORFOMETRICAS registradas a cada uno de los indi-
viduos.

FIGURA 2.4. MEDIDAS MORFOMETRICAS registradas a cada individuo (adaptado de
Pritchard, 2001).

Seleccion por personalidades (prueba de toma de riesgo en grupos)

Finalizado el registro de las variables morfométricas (aproximadamente después de 2 semanas de
reposo), los peces de cada fenotipo de color se separaron por sus estilos de afrontamiento frente a la
prueba de toma de riesgo en grupos. Toma de riesgo en grupos se medié como el tiempo tomado
por un individuo para dejar un grupo en la seguridad de un refugio. Representa la disposicion de
explorar un ambiente nuevo y potencialmente peligroso (Huntingford and Coyle, 2007).
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El tanque de prueba consistié en un tanque de 20 litros (40x20x25cm), el lado opuesto y los lados
laterales al observador se cubrieron con papel blanco, asi como también el lado de observacion se
cubrid en 3/4 partes para reducir el estrés y aislar del medio externo. Se dividié 1/3 de su longitud,
con un separador negro de PVC, formando un drea de refugio en uno de los extremos. El separador
se equipo con un agujero de 3 centimetros de diametro en el centro, ubicado a 10 cm del fondo del
tanque. El nuevo ambiente consistio en el restante espacio abierto del tanque.

Un dia antes de la prueba de toma de riesgo en grupos los peces se transfirieron desde su tanque de
stock al tanque de habituacion de 60 litros (50x40x30cm), provisto de grava en el fondo y plantas de
plastico para acuarios, la temperatura y la concentracion de oxigeno se mantuvo similar a las del
tanque stock. Utilizamos una modificacion del protocolo descrito por Mackenzie et al., (2009) para
carpa comun (Cyprinus carpio). Los criterios establecidos para separar entre las diferentes catego-
rias de toma de riesgo en grupos se desarrollaron en una prueba piloto preliminar, separando segin
la secuencia de emergencia de cada pez del refugio con un limite de tiempo de una hora.

Un grupo de nueve peces se transfirieron del tanque de habituacion y se colocaron en el area de
refugio del tanque de prueba, cubriendo la parte superior con papel blanco, el agujero del separador
se cubrié con una lamina negra corrediza de un material similar al del separador de PVC espuma-
do, dejando los animales 10 minutos para reducir el estrés de manipulacion. El ensayo se dividié en
dos fases de observacion. Finalizados los 10 minutos el separador que cubria el agujero se retir6
suavemente, permitiendo a cada pez elegir entre permanecer en el refugio o salir y entrar en el nue-
vo ambiente, iniciando la primera fase de observacion de 10 minutos. Los tres primeros peces que
entraron al nuevo ambiente, o los peces con latencias inferiores a 10 minutos se seleccionaron co-
mo P registrando la latencia total de cada individuo. El agujero de salida se cubri6 con la lamina y
los peces que emergieron se trasladaron a un tanque con las mismas condiciones descritas para los
tanques de stock, debidamente rotulado (P), registrando el tiempo real. El separador se retiré nue-
vamente iniciando un segundo periodo de observacién de 15 minutos. Los tres primeros peces que
entraron al nuevo ambiente o si menos de tres peces entraron en 15 minutos se seleccionaron como
I, registrando la latencia total de salida de cada individuo. Nuevamente se cerro el agujero de salida
del separador y se colocaron los individuos en un tanque previamente rotulado (I), posteriormente
fueron descartados. Los restantes tres peces o todos los peces que aun permanecieron en el refugio
después de la segunda fase de 15 minutos se clasificaron como Ry se colocaron en un tanque pre-
viamente rotulado (R).

Registro de variables morfométricas (P y R)

Después de finalizada la prueba de toma de riesgo en grupos una muestra al azar de P y R peces de
cada fenotipo de color (WT-UAB, N= 16; WT-I, N= 40), se sexaron, pesaron y se les registraron las
variables morfométricas previamente descritas (ver apartado Registro de variables morfométricas
(WT-UAB, WT-I).

Indices morfofuncionales

Los datos brutos del peso y todas las variables morfomeétricas se transformaron a indices morfofun-
cionales. La relacion entre peso y longitud total se determind por el factor de condicién de Fulton,
segun la siguiente formula:

K=W x 100000/L*
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En donde W representa el peso en gramos, L es la longitud total y 10000 es un factor empleado para
ajustar los datos (Carlander, 1950).

El resto de las variables morfométricas, se transformaron a indices dividiendo el valor del dato bru-
to de cada individuo entre el factor de condicién de Fulton promedio del grupo (Blackwell et al.,
2000; Richter et al., 2000; Stevenson and Woods, 2006) (ver TABLA2.3).

VARIABLES SIGNIFICADO MORFOFUNCIONAL iNDICES
W/L*x100000 Relacién volumétrica Krotal
Longitud Cefalica/K Forma de la cabeza LC/Kpromedio
Longitud de la Base de la

Estabilidad en movimiento LBAA/Kpromedio
Aleta Anal/K
Longitud de la aleta Estabilidad y propulsién en mo-

L . .ore I-AP/KPromedio

Pectoral/K vimiento (maniobrabilidad)
Longitud Preocular/K Visibilidad LPO/Kpromedio
Diametro de las Orbitas

Visibilidad DOO/Kpromedio
Oculares/K
Distancia Interorbitaria/K Visibilidad DIO/Kpromedio

TABLA 2.3. RELACION DE LOS iNDICES utilizados y significado morfofuncional.

ESTRATEGIA REPRODUCTIVA PARA PRODUCIR G1

Debido a la diferencia en el método de reproduccion elegido para obtener la G1 en WT-UAB y
WT-I, cada uno se explicara por separado.

Esquema de reproduccion de WT-UAB puesta en masas

El resultado de la prueba de toma de riesgo en grupos que se realiz6 al fenotipo WT-UAB mostré6
pocos individuos con personalidad P haciendo de este modo dificil obtener un niimero representa-
tivo de parejas para generar familias con esta personalidad (ver TABLA2.4). De este modo la totalidad
de los individuos de cada categoria de toma de riesgo en grupos (P, I, R) se mezclaron formando
dos subgrupos de reproductores. Cada subgrupo contenia el mismo porcentaje de peces de cada
una de las categorias de toma de riesgo en grupos. Se aparearon utilizando el método de puesta en
masas en donde varios machos y hembras maduras son mantenidos juntos en el tanque de puesta
(Gjedrem, 2005). Los peces de cada subgrupo se colocaron juntos en el tanque de puesta. La meta
de este método de reproduccion es expandir la poblacién mostrando este tipo de patrén de color
para incrementar la cantidad de posibles reproductores dentro de cada personalidad en la siguiente
generacion, y de aqui en adelante realizar una reproduccion en familias.

40



WT-UAB (N=41)
CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO HEMBRA MACHO
P 6 2
I 3 0
R 23 7

TABLA 2.4. DISTRIBUCION DE SEXO0S de cada categoria de toma de riesgo en grupos dentro
del fenotipo WT-UAB.

Alimentacion de los reproductores

Una semana antes de iniciar la reproduccion, los reproductores se separaron por sexos y personali-
dad en tanques de 20 litros. El horario de alimentacion se modificé durante este periodo adicio-
nando una tercera comida al mediodia. En la mafiana se les suministr6 alimento himedo, al me-
diodia y en la tarde alimento seco siguiendo las recomendaciones de la casa proveedora ZF Bio-
Labs® S.L (ver www. Zfbiolabs.com).

Equipo

Se emplearon dos tanques de vidrio de 38 litros, con dimensiones de 50x25x30cm para cada sub-
grupo. Cada tanque se equipd con un calentador y un sistema de aireaciéon. Ambos acuarios se cu-
brieron en sus 4 lados con papel blanco para reducir el estrés y proveer un aislamiento del medio
externo. Se confeccionaron 2 cestas (una para cada subgrupo), de malla plastica blanca de 4x4mm,
con las siguientes dimensiones: (22x25x37cm), modificando el modelo propuesto por Rocha et al.,
(2002). Cada cesta se le adiciond una planta plastica para peceras para reducir estrés. En el fondo
del tanque de puesta se colocaron 4 parideras flotantes (15x10x10cm).A cada paridera se le adicio-
nd una capa de canicas simulando un sustrato para estimular la puesta y evitar que los peces se co-
man la puesta.

Puestas

Las puestas se realizaron en el mes de junio de 2010, por un periodo de dos semanas consecutivas.
Se utiliz6 un tanque para la alimentacion y el otro para la puesta. El objetivo de usar dos tanques es
evitar en lo posible afectar la calidad de los huevos por excretas y residuos de alimento que pro-
mueven el crecimiento de hongos y bacterias (McGowan, 2001). Un dia antes de iniciar el aparea-
miento se coloco un calentador y un sistema de aireacion en los tanques de alimentacién. La tempe-
ratura se fijo en 28°C para el tanque de alimentacion y el tanque de puesta. El ciclo de luz-oscuridad
se establecié en 14:10h. La cesta se colocé dentro del tanque de alimentacidon con vegetacion artifi-
cial para peceras. Cada subgrupo de 20 individuos se transfirié dentro de la cesta y se dejo 24 horas
para su habituacion. El horario de alimentacion durante el periodo de puestas se modificé a dos
comidas y la dltima se suministrd a las 1500 horas con la finalidad de que los individuos excretaran
la mayor cantidad posible antes de ser transferidos al tanque de puesta. Después de 24 horas, apro-
ximadamente a las 1700-1800, la cesta con los individuos se removié y transfirié dentro del tanque
de puesta. El volumen de agua se mantuvo 10 cm sobre el fondo de la cesta para evitar el consumo
de los huevos al momento de la puesta por los reproductores. En la manana cada cesta con los indi-
viduos se transfirié de vuelta al tanque de alimentacidn, el proceso se repitié de lunes a viernes por
dos semanas consecutivas (ver FIGURA 2.5).
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FIGURA 2.5. FOTOGRAFA MOSTRANDO UN TANQUE DE PUESTA EMPLEADO EN WT-UAB. El grupo de peces
listos para desovar. Bajo la cesta se aprecia las parideras con las canicas para reco-
lectar los huevos.

Recoleccion, limpieza y manejo de las puestas

En la manana (0800-1000h), después de retirar los reproductores, las parideras del tanque de puesta
se retiraron y examinaron para verificar la presencia de huevos. Los huevos se extrajeron con la
ayuda de una pipeta Pasteur de 3 mililitros, se colocaron en una placa Petri de 95mm, cualquier
resto de comida o excreta se retird al igual que algin huevo que mostrara malformaciones o color
opaco. Para la limpieza se utilizo agua previamente filtrada con una temperatura similar a la del
tanque de puesta, vertida empleando una botella a presion. Los huevos limpios se colocaron en un
tanque de 50x25x30cm, con un tercio de su volumen de agua y temperatura de 28°C. Las puestas
semanales se colocaron en tanques separados. No realizamos ningun tipo de conteo del total de las
puestas. Los tanques de puesta y alimentacion se limpiaron cada dia y se renovo la totalidad del
volumen de agua.

Esquema de reproduccion de WT-I adaptacion de los métodos de apareamiento en pare-
jas y el método anidado

Se emplearon 12 hembras y 6 machos, por cada personalidad. Las hembras seleccionadas mostra-
ban signos evidentes de estar aptas para la puesta (hembras con vientres abultados indicando pre-
sencia de huevos). Para asegurar la continuidad de las familias un macho se apareé al mismo mo-
mento con 2 hembras de la misma personalidad (relacion 1:2), empleando una modificacion de los
métodos en parejas y anidado (Gjedrem, 2005). En el pez cebra la hembra dominante inhibe la
puesta de la hembra subordinada a través de la liberacion de feromonas por lo que existe la posibi-
lidad de que una sola hembra realizara el desove (Gerlach, 2006). El objetivo en este fenotipo de
color es obtener 6 familias Py 6 R.
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Alimentacion de los reproductores

El tipo de alimento, los horarios y la metodologia son las mismas empleadas con el otro fenotipo de
color.

Equipo

Se emplearon 12 tanques de vidrio de 6 litros con dimensiones de (25,5x14x17cm) para cada una de
las personalidades. Se utilizaron dos tanques de 38 litros equipados con un calentador y un sistema
de aireacion, para acondicionar el agua necesaria para los tanques de puesta y alimentacion. Cada
tanque de puesta contenia una paridera flotante (15x10X10 c¢cm), equipada con canicas simulando
un sustrato para estimular la puesta.

Puestas

Las puestas se realizaron en el mes de junio de 2010, por un periodo de dos semanas consecutivas.
Se utilizé un tanque para la alimentacion y el otro para la puesta. Ambos tanques se etiquetaron con
la letra de la personalidad (P o R), y el numero de la familia correspondiente. Un dia antes de iniciar
la puesta se colocd un calentador y un sistema de aireacion en dos tanques de vidrio de 38 litros,
para preparar el agua necesaria para ser utilizada en los tanques de reproduccién. La temperatura y
el ciclo luz-oscuridad son similares a los descritos en WT-UAB. En la tarde a las 1500h cada tanque
de puesta se llend con 5 litros de agua, se colocd dentro una paridera previamente equipada con
canicas. Entre las 1700-1800h, cada familia compuesta de 1 macho y 2 hembras se trasfirié dentro
del tanque de apareamiento, colocando una tapa para evitar que los individuos saltasen fuera. En la
manana cada grupo de reproductores de cada familia se transfiri6 al tanque de alimentacién y se le
suministré la primera comida, los peces permanecieron durante el dia en este tanque. El proceso
seguido durante las dos semanas de reproduccion es similar al descrito en WT-UAB (ver FIGURA 2.6).

FIGURA 2.6. FOTOGRAFiA MOSTRANDO LOS PECES DE UNA FAMILIA EN EL TANQUE DE ALIMENTACION, al lado
se aprecia el tanque de desove con una paridera dentro.
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Recoleccion, limpieza y manejo de las puestas

El procedimiento empleado para la recoleccion limpieza y manejo de los huevos es el mismo descri-
to para WT-UAB. Sin embargo el nimero total de huevos puestos por cada familia se registrd. Des-
pués del registro de la puesta total por familia se seleccionaron los huevos fertilizados (trasparentes
al observador), se dejaron en placa de Petri de 95 mm. En la mafiana siguiente se eliminaron los
huevos infértiles y se registrd este dato. Los huevos fértiles de cada familia se colocaron por separa-
do en un tanque de vidrio de 20 litros, previamente etiquetado con los datos de la familia. La tem-
peratura se mantuvo en 28°C. Los tanques de puesta y alimentacion se limpiaron cada dia y se re-
novo la totalidad del volumen de agua.

Manejo durante las diferentes fases del ciclo de vida

El manejo empleado desde la fecundacion hasta alcanzar la edad adulta (90 dias), es el mismo en
ambos fenotipos de color, de este modo las diferentes practicas zootécnicas aplicadas en las fases
embrionaria, larvaria y juvenil son explicadas en forma conjunta.

Fase Embrionaria (Desde la fertilizacion hasta 72 horas post fertilizacion (hpf))

Los huevos del fenotipo WT-UAB se incubaron en dos tanques de 40 litros. En el caso del fenotipo
WT-I las puestas de cada familia se incubaron por separado. Se realizaron controles diarios de tem-
peratura y de las concentraciones de oxigeno para evitar diferencias entre las 12 familias y entre
ambos fenotipos de color (28+1°C.; 5,45+0,15mg/L respectivamente). El ciclo de luz-oscuridad
durante este periodo se mantuvo en14:10h. Los embriones eclosionaron entre los 2-3dpf. El corion
se retird con la ayuda de una pipeta de 20ml. Durante este periodo no se realizé ningun tipo de
conteo sobre la supervivencia embrionaria.

Fase Larvaria (72hpf-30 dias pos-fertilizacion (dpf))

Esta fase tiene una duracion de 27 dias. Es la fase mas complicada de la cria de pez cebra, y es donde
se presenta una alta mortalidad. Para facilitar el manejo la fase larvaria se dividié en dos periodos.
El primer periodo comprendido desde el dia tres hasta el dia 15dpf. En este periodo no se realizo
ningin cambio de agua a los tanques de cria. A partir de 5-6dpf, se inici6 la alimentaciéon en el
momento que las larvas mostraron un movimiento activo y fueron capaces de capturar el alimento.
Se suministraron seis comidas durante el dia que representaron aproximadamente el 20% del peso
vivo de las larvas. Se utilizé un pienso seco indicado para esta fase de desarrollo (ver www. Zfbio-
labs.com). El segundo periodo comprendido de 16-30dpf. Durante este periodo de la fase larvaria
cuidadosamente cada dia se renové un pequenio volumen de agua que semanalmente represento
cerca de un tercio del volumen total de los tanques de cria. La alimentacién se suministré por lo
menos cuatro veces al dia (aproximadamente un 10-15% de su peso vivo). Igual que en la fase em-
brionaria se realizaron controles diarios de temperatura y la concentracion de oxigeno para evitar
diferencias entre los diferentes tanque de cria (28+1°C.; 5,48+0,12mg/L respectivamente). El foto-
periodo es similar al de la fase embrionaria (14:10h). No se utilizaron sistemas auxiliares de oxige-
nacion. El exceso de comida, excretas y larvas muertas se retiraron cada dia con la ayuda de una
pipeta Pasteur de 20ml.

Fase Juvenil (30-90dpf)

Durante esta fase la temperatura, la concentracion de oxigeno y el fotoperiodo se mantuvieron si-
milares a las etapas anteriores (28+1°C; 5,48+0,08mg/L; 14:10h, respectivamente). Semanalmente
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un tercio del volumen de agua se renovd y se suministrd un sistema de aireacion a baja capacidad.
A cada uno de los tanques de cria se le adiciond en el fondo aproximadamente 1cm de grava para
pecera. A partir del inicio de este periodo se sustituy6 gradualmente la formula para alimentar lar-
vas a una formula para juveniles. La cantidad de alimento por dia se ajusté hasta aproximadamente
un 5% de su peso vivo al final del periodo. Ademas se sustituy6 la mitad del tipo de pienso de seco a
hiimedo, suministrando en la mafana pienso seco y en la tarde pienso humedo, siempre siguiendo
las recomendaciones establecidas por el proveedor (ver www. Zfbiolabs.com). Durante esta fase se
realizé la técnica de tamano de gradiente donde los individuos de cada tanque se separaron de
acuerdo a su tamano (cabezas y colas). Esta técnica permite reducir la alometria y facilita a los ani-
males con crecimiento inferior alcanzar el crecimiento promedio del grupo (Doyle and Talbot,
1986). Durante esta fase se mantuvo la misma densidad en los tanques de cria. Al final de la fase
juvenil se realizo un descarte de aquellos individuos que mostraron algun tipo de deformidad asi
como los que mostraban un tamafio muy reducido.

Procedimiento de seleccion WT-UAB y WT-1

Después de eliminar aquellos individuos que mostraron algtn tipo de lesién mecanica o signos de
enfermedad se procedié a establecer el esquema de seleccion para generar los reproductores en
ambos fenotipos de color.

Seleccion fenotipica

Solo la categoria WT-UAB se sometid a una seleccion fenotipica. La seleccion fenotipica se inicié
en el mes de noviembre del 2010. El equipo, el procedimiento y los criterios establecidos son simila-
res a los empleados para seleccionar los reproductores en GO.

Registro de variables morfométricas

Una muestra al azar de 50 individuos del fenotipo WT-UAB vy la totalidad de las familias del fenoti-
po WT-I se sexaron, pesaron y se registraron las mismas variables morfométricas previamente des-
critas. El equipo y el procedimiento empleado son similares a los descritos para el registro de las
variables morfométricas en GO.

Seleccion por personalidades (prueba de toma de riesgo en grupos)

Finalizado el registro de las variables morfométricas (aproximadamente 2 semanas), los peces de
cada fenotipo de color se separaron por sus estilos de afrontamiento frente a la prueba de toma de
riesgo en grupos. El equipo y el procedimiento empleado son similares a los descritos para GO.

Prueba de campo abierto

Todos los peces R en la prueba de toma de riesgo en grupos se sometieron a una segunda prueba
conductual denominada de campo abierto (Budaev, 1997; Bell, 2004; Harcourt et al., 2009). El obje-
tivo de esta segunda prueba es el de obtener los individuos con un comportamiento R mas extremo
para utilizarlos en nuestro programa de reproduccion. La prueba es contextualmente similar a la de
toma de riesgo en grupos, solo con la diferencia que es una prueba individual, facilitando observar
comportamientos caracteristicos de la conducta R que no se pueden apreciar en pruebas grupales.
El tanque de prueba consistié en un tanque de vidrio de 20 litros (40x20x25cm), el lado opuesto y
los lados laterales al observador se cubrieron con papel blanco, asi como también el lado de obser-
vacion se cubrié en 1/4 de su longitud para reducir el estrés y aislar del medio externo. Ademas el
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lado del observador 3/4 partes fueron marcados externamente con cinta adhesiva blanca formando
4 cuadrantes de areas similares, en el extremo no marcado correspondiente a 1/3 de la longitud del
tanque de prueba se colocd un separador negro de PVC formando un area de refugio. El nuevo
ambiente consistié del restante espacio abierto del tanque. Un dia antes de la prueba los peces se
transfirieron desde su tanque stock al tanque de habituacion de 60 litros (50x40x30cm), provisto de
grava en el fondo y plantas de plastico para acuarios. La temperatura y la concentracion de oxigeno
se mantuvieron similares a los del tanque stock. Los ensayos se realizaron entre las 9000-1500h.
Cada individuo se transfirié del tanque de habituacion y se colocd en el drea de refugio del tanque
de prueba, se dejé 10 minutos para su habituacion, el refugio se cubrié en su parte superior con
papel blanco. Finalizado el periodo de habituacion el separador se retird suavemente en su totalidad
dejando cubierta solo la parte superior del refugio y se observo el comportamiento del individuo
por 5 minutos. Nosotros utilizamos el comportamiento de congelamiento, para seleccionar los pe-
ces R para utilizar en el programa de reproduccion. Congelamiento se defini6 como la ausencia
total de movimientos excepto para las branquias y los ojos (Egan, et al., 2009) Se seleccionaron
aquellos individuos que mostraron un comportamiento de congelamiento freezing de forma conse-
cutiva igual o mayor de 30 segundos (seg.). Los individuos que no mostraron este comportamiento
0 mostraron comportamiento de congelamiento no consecutivos menores de 30seg se descartaron
en el programa de reproducciéon. El comportamiento de congelamiento en peces es interpretado
por su semejanza con el comportamiento de congelamiento mostrado por muchos taxones en dife-
rentes habitats en presencia de un depredador, refleja un estado de estrés agudo caracteristico de la
conducta R (Templeton and Shriner, 2004; Burns, 2008). Finalizada la prueba la totalidad del agua
se sustituyo para evitar algun tipo de sefiales quimicas.

Registro de variables morfométricas

El procedimiento y las variables registradas son las mismas previamente descritas.

Indices morfofuncionales

Los indices morfofuncionales registrados son los mismos que se elaboraron para evaluar la GO.

ESTRATEGIA REPRODUCTIVA PARA PRODUCIR 62

Las estrategias empleadas para producir G2 son las mismas en ambos fenotipos de color, de esta
forma los diferentes procedimientos seran explicado en forma conjunta.

Esquema de reproduccion

En ambos fenotipos de color se empleo el apareamiento en parejas, para generar las familias. En el
fenotipo WT-UAB se obtuvieron 6 familias P y 5 R. En el fenotipo WT-I se contintio con el esque-
ma de apareamiento en familias, solo 3 familias de cada personalidad mostraron consistencia frente
a la prueba de toma de riesgo en grupos en este fenotipo.

Apareamiento en parejas (WT-UAB, WT-I)

Los individuos P y R del fenotipo WT-UAB, se separaron de acuerdo al sexo para generar las fami-
lias necesarias. Cada hembra se apared con un solo macho para generar la siguiente generacion. En
el fenotipo WT-I cada hembra se apared con un solo macho de la misma familia (hermanos com-
pletos). Una semana antes de iniciar el apareamiento cada hembra y cada macho se colocaron por
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separado en tanques de metacrilato de 1,3 litros (Panlab®), conectados a un sistema de recircula-
cién.

Alimentacion de los reproductores (WT-UAB, WT-I)

Los piensos empleados y el horario de alimentacion son similares a los descritos en GO y G1 previo
a la reproduccion. Sin embargo los reproductores recibieron dos veces por semana Artemia (Arte-
mia sp.) con el objetivo de mejorar la calidad de las puestas.

Equipo

Para cada familia se emplearon 2 tanques de vidrio de 6 litros. Cada tanque de puesta estaba equi-
pado con una paridera flotante (15x10X10), con canicas en el fondo simulando un sustrato para
estimular la puesta.

Puestas

Las puestas se realizaron a partir del mes de abril de 2011. Se utilizé un tanque para la alimentacién
y el otro para la puesta. Ambos tanques se etiquetaron debidamente con las claves de la personali-
dad y familia correspondiente. El equipo y el procedimiento empleado son similares a los descritos
en GOy Gl.

Recoleccion, limpieza y manejo de las puestas

Después de transferir los reproductores de cada familia del tanque de puesta al tanque de alimenta-
cidén. Se retiraron y examinaron las parideras para ver la presencia de huevos. Los huevos se extraje-
ron vertiendo medio E3 (Niisslein-Volhard and Dahm, 2002), con la ayuda de una botella a presion
en una malla fina para acuario. Luego se colocaron dentro de una placa de Petri de 140mm. Con la
ayuda de una pipeta Pasteur de 3ml, se retir6 cualquier residuo de comida o heces. Ademas los hue-
vos con malformaciones o con color opaco se eliminaron. Los huevos limpios se transfirieron a una
placa de Petri de 95mm, conteniendo medio E3, etiquetada igual al tanque de puesta, se dejaron por
24 horas para verificar la viabilidad. En la mafana siguiente se eliminaron los huevos infértiles y se
registrd este dato. Los huevos fértiles de cada familia se colocaron en grupo de 30 en una placa de
Petri de 55mm, conteniendo medio E3, etiquetada con los datos de la familia. La temperatura se
mantuvo a 28°C y el ciclo de luz-oscuridad en 14:10h.

Manejo durante las diferentes fases del ciclo de vida (WT-UAB, WT-I)
El manejo empleado desde la fecundacion hasta alcanzar la edad adulta es el mismo previamente
descrito.

Fase embrionaria

Los huevos de cada familia se incubaron separadamente en placas de Petri de 55mm. Las placas de
Petri contenian 11ml de medio E3. Se estableci6é una densidad de 30 embriones por cada placa de
Petri (2.72 embriones/ml). Se realizé un control diario de la temperatura de la habitacion (28+1°C).
El ciclo de luz-oscuridad se mantuvo en 14:10h. Finalizadas las 72hpf., se registro la supervivencia
embrionaria. Las larvas vivas se transfirieron a placas de Petri de 55ml, conteniendo medio E3.
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Fase Larvaria

En esta fase cada familia de hermanos completos se mantuvo separada. Sin embargo las condiciones
de temperatura y concentracion de oxigeno se mantuvieron similares para todas las familia (28.5°C;
5,46+0,12mg/L respectivamente). La densidad también se ajust6 igualando en lo posible el nimero
de individuos en cada familia. Para facilitar el manejo y el registro de datos nosotros separamos la
fase larvaria total comprendida desde tres hasta 29dpf en tres sub etapas de esta manera. Primera
sub etapa (3-5dpf): Durante esta fase las larvas permanecieron en las placas de Petri, mientras infla-
ban su vejiga natatoria y reabsorbian el saco vitelino. Las placas de Petri se examinaron cada dia, y
cualquier larva muerta se elimino y se registrd este dato. No se suministré ningun tipo de alimenta-
cién. Segunda sub-etapa (6-15dpf). Las larvas se transfirieron a un tanque de cria o nursery de 6
litros debidamente rotulado con los datos similares a los registrados en la placa de Petri correspon-
diente. Se le adiciono agua proveniente de un sistema de filtrado. La densidad se establecio en 60
larvas por litro de agua. Durante esta fase del desarrollo larval se inici6 la alimentacién con Liqui-
fryl®, un producto comercial en forma de microparticulas en suspension, para facilitar la captura
del alimento por parte de las larvas. Administrando dos a tres gotas tres veces al dia (recomenda-
ciones suministradas por la casa fabricante INTERPET), aproximadamente 12-15dpf iniciamos una
fase de transicidn, sustituyendo paulatinamente el alimento en suspension por una formula seca
especial para la fase larvaria (ver www. Zfbiolabs.com). A partir de la tercera sub-etapa (16-29dpf)
se adicionaron pequefos volumenes de agua al tanque y al menos dos veces a la semana se eliminé
cualquier residuo existente (excretas, excedente de comida). Las larvas se alimentaron 5 veces al dia
con un pienso seco especial para fase larvaria. Paralelamente se inici6 el suministro de Artemia, dos
veces por semana.

Fase Juvenil

Durante esta fase de crecimiento, la temperatura, la concentracion de oxigeno y el fotoperiodo fue-
ron similares en todas las familias (28+1°C; 5,46+0,12mg/L; 14:10h respectivamente). Las familias
de hermanos completos se transfirieron a un sistema de recirculacion. La densidad se establecié en
1 pez/litro de agua. La alimentacion se sustituy6 gradualmente de alimento de larvas a una formula
para juveniles. El numero de comidas se redujo gradualmente desde cuatro hasta dos. El resto de las
practicas zootécnicas son las mismas descritas en G1.

Procedimiento de seleccion para obtener G2

Los criterios para la seleccion fenotipica son similares a los utilizados en GO y G1. Las variables
morfométricas realizadas a cada individuo son las mismas realizadas en las generaciones anteriores.
La metodologia empleada para realizar la seleccion por personalidad es similar a la descrita en GOy
G1. Las condiciones fisico quimicas del agua, el control de metabolitos asi como el fotoperiodo son
similares a los valores de las generaciones anteriores. El equipo empleado, asi como los horarios de
alimentacion y desempeno de las pruebas son los mismos empleados en GO y G1.

ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias a nivel de fenotipo de color se evaluaron utilizando el andlisis Pearson Chi- cuadra-
do (x?). Las diferencias en el porcentaje de categorias de toma de riesgo en grupos entre personali-
dades, generaciones y fenotipos se evaluaron utilizando el analisis Pearson Chi- cuadrado (x?). Las
latencias para dejar el refugio asi como las variables morfométricas evaluadas se examinaron por la

48



prueba de Levene de homogeneidad de varianzas para verificar si mostraban una distribucién nor-
mal. Aquellas variables no normales se normalizaron empleando el logaritmo 10 (var.+1). Las
comparaciones de las variables morfométricas entre lineas con distribucion normal se realizaron a
través de la prueba de t de Student. Aquellas variables que permanecieron con una distribucién no
normal después de la transformacion logaritmica se evaluaron empleando las pruebas no paramé-
tricas de Mann-Whitney. Diferencias en las latencias para dejar el refugio entre generaciones se
evaluaron empleando la prueba de Kruskall Wallis. Resultados significantes fueron evaluados con la
prueba de comparaciones multiples de Dunn's.

RESULTADOS

SELECCION FENOTIPICA

Los resultados de la seleccion fenotipica en GO (n=493) G1 (n=413) y G2 (n=143) muestran que el
porcentaje de individuos con fenotipo homogéneo se incrementd en el fenotipo de color WT-UAB
de 8 hasta 63 y 84% respectivamente. La FIGURA 2.7, muestra que existen diferencias significativas en
el porcentaje de peces con fenotipo WT-UAB entre GO, G1 y G2 (x*= 123,4, DF=2 p<0,0001). Exis-
ten diferencias en el porcentaje de individuos con fenotipo homogéneo entre G1 y GO (x*= 66,06,
DF=1 p<0,0001). Existe un mayor porcentaje de individuos con fenotipo homogéneo en G2 com-
parado con G1 y GO (x*= 11,32, DF=1 p=0,0008; x*= 116,3, DF=1 p<0,0001, respectivamente).
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FIGURA 2.7. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE PECES DE AMBOS FENOTIPOS DE COLOR dentro del pro-
grama de seleccion fenotipica establecido para generar individuos WT-UAB.
#etp< 0,001,

SELECCION POR PERSONALIDAD (DISTRIBUCION PORCENTUAL DE CATEGORIAS DE TOMA DE
RIESGO EN GRUPOS)

La FIGURA 2.8 muestra que de forma general no existen diferencias en la distribucién porcentual de
categorias de toma de riesgo en grupos entre P (n=763) y R (n=781) (x’= 0,68, DF=2 p=0,71). La
comparacion entre generaciones muestra que existen diferencias significativas en la distribucién de
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categorias de toma de riesgo en grupos entre GO (n=247), Gl(n= 608) y G2 (n=203) (x*= 33,39,
DF=4 p<0,0001). Existe un mayor porcentaje de peces P en la GO comparado con la G1 y G2 (x’=
26,18, DF=2 p<0,0001; x*>= 18,21, DF=2 p=0,0001, respectivamente). No existe diferencia en la dis-
tribucién porcentual de categorias de toma de riesgo en grupos entre G1 y G2. (x*= 1,114, DF=2
p=0,57, ver FIGURA 2.9). A nivel de fenotipo de color no existe diferencia en la distribucién porcentual

de categorias de toma de riesgo en grupos entre WT-UAB (n= 393) y WT-I (n=665) (x’= 1,588,
DF=2 p=0,45, ver FIGURA 2.10).
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FIGURA 2.8. PORCENTAJE DE CATEGORIAS DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS EN CADA UNA DE LAS LiNEAS CON-
DUCTUALES. Datos de ambos fenotipos de color y de tres generaciones.
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FIGURA 2.9. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR GENERACION.
Datos de ambos fenotipos de color y de las dos lineas conductuales. ns=
sin diferencias significativas; ***p< 0,001.
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FIGURA 2.10. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR FENOTIPO DE
COLOR WT-UAB, WT-l. Datos de tres generaciones.

SELECCION POR PERSONALIDAD (LINEA ENTRE GENERACIONES)

Linea P

La FIGURA 2.11 muestra que existen diferencias significativas en la distribucién porcentual de las cate-
gorias de toma de riesgo en grupos de la linea P entre GO, G1 y G2 (x*= 26,46, DF=4 p<0,0001). El
porcentaje de individuos mostrando una personalidad P disminuy6 18 y 6% en G1 y G2 respecti-
vamente comparado con GO (x*= 24,44, DF=2 p=0,0001; x*= 8,190, DF=2 p=0,016). El porcentaje
de individuos P se incremento en G2 12% comparado con G1 (x*= 7,029, DF=2 p=0,029).
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FIGURA 2.11. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR GENERACION
EN LA PERSONALIDAD P. Datos de ambos fenotipos de color. *p<0,05; ***p<0,001.

Linea R

Existe diferencia significativa en la distribucion porcentual de las categorias de toma de riesgo en
grupos de la linea R entre GO, G1 y G2 (x’= 47,23, DF=4 p<0,0001). El porcentaje de individuos
mostrando una personalidad R aumenté en G1 33 y 37% en G2 comparado con GO (x*= 26,18,
DF=2 p<0,0001; X2= 39,42, DF=2 p<0,0001). No se encontr¢ diferencia significativas en el porcen-
taje de individuos R entre G1 y G2 (x*= 0,99, DF=2 p=0,606) (ver FIGURA 2.12).
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FIGURA 2.12. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR GENERACION
EN LA PERSONALIDAD R. Datos de ambos fenotipos de color. ns= sin diferencias signifi-

cativas;***p<0,001.

SELECCION POR PERSONALIDAD (COMPARACION DE LAS LINEAS POR GENERACION)

Los resultados muestran que existen deferencias significativas en la distribuciéon porcentual de cate-
gorias de toma de riesgo en grupos entre Py R en G2 (x*= 13,14, DF=2 p=0,001). No existe diferen-

cia entre Py R en GO y G1 (x*= 0,00, DF=2 p=1,00; x*= 0,082, DF=2 p<0,95, respectivamente, ver
FIGURA 2.13).
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FIGURA 2.13. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR LINEA CON-
DUCTUAL EN CADA GENERACION. Datos de ambos fenotipos de color. ns= sin diferencias

significativas;**p<0,01.

SELECCION POR PERSONALIDAD (COMPARACION DE FENOTIPOS DE COLOR POR GENERACION)

La FIGURA 2.14 muestra que existe diferencia en la distribucién porcentual de categorias de toma de
riesgo en grupos entre los fenotipos de color por generacion en GO (x*= 13,22, DF=2 p=0,001). En
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G1 y G2 no se encontraron diferencias en la distribucion porcentual de categorias de toma de riesgo
en grupos entre ambos fenotipos de color (x*= 0,744, DF=2 p=0,689; x’= 0,565, DF=2 p=0,753,
respectivamente).
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FIGURA 2.14. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO EN GRUPOS POR FENOTIPO DE
COLOR EN CADA GENERACION. UB= W'T-UAB, I= WT-L ns= sin diferencias significativas,

+p<0,01.
SELECCION POR PERSONALIDAD (LATENCIAS PARA DEJAR EL REFUBIO, LINEA ENTRE GENERACIONES)

Linea P

La FIGURA 2.15 muestra que la linea P difiere significativamente en las latencias para dejar el refugio
entre generaciones (Kruskall Wallis= 78,3, DF= 3 p<0,0001). La prueba de comparaciones multiples
de Dunn's, muestra que existen diferencias significativas en las latencias para dejar el refugio entre
GO y las generaciones G1, G2 (Comparacion de Dunn’s p< 0,001; p< 0,05 respectivamente). Ade-
mas existen diferencias significativas entre las generaciones G1 y G2 (Comparacion de Dunn’s p<
0,01).
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FIGURA 2.15. MEDIA (= DE), DE LA LATENCIA EN MINUTOS PARA DEJAR EL REFUGIO EN PECES DE LA LINEA
CONDUCTUAL P POR GENERACION. Datos de ambos fenotipos de color. *p<0,05; **p<0,01,
**p<0,001.
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Linea R

La FIGURA 2.16 muestra que la linea R difiere significativamente en las latencias para dejar el refugio
entre generaciones (Kruskall Wallis= 113,2, DF= 3 p<0,0001). La prueba de comparaciones multi-
ples de Dunn's, muestra que existen diferencias significativas en las latencias para dejar el refugio
entre GO y las generaciones G1, G2 (Comparacién de Dunn’s p< 0,001; p< 0,001 respectivamente).
Sin embargo no existen diferencias significativas entre las generaciones G1 y G2.
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FIGURA 2.16. MEDIA (= DE), DE LA LATENCIA EN MINUTOS PARA DEJAR EL REFUGIO EN PECES DE LA LiNEA
CONDUCTUAL R POR GENERACION. Datos de ambos fenotipos de color. ns= sin diferencias
significativas, ***p<0,001.

SELECCION POR PERSONALIDAD (COMPARACION DE LATENCIAS ENTRE LAS LINEAS Y POR GENERACIONES)

Mann Whitney U Test muestra que no existe diferencia entre P y R en la GO y G1 (U=30500
p=0,99; U=88190 p=0,488, respectivamente). En G2 los peces P tuvieron una latencia (min) menor
para dejar el refugio que los peces R (ver FIGURA2.17).
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FIGURA 2.17. MEDIA (= DE), DE LA LATENCIA EN MINUTOS PARA DEJAR EL REFUGIO POR LINEA CONDUCTUAL EN
CADA GENERACION. Datos de ambos fenotipos de color. ns= sin diferencias significati-
vas;***p<0,001.
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REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

La FIGURA 2.18 muestra que de forma general los peces de la linea P presentan un mayor DOO que los
peces de la linea R (t=3,71 p=0,0002 DF=140). La TABLA 2.6 muestra que no existen diferencias entre
PyRenpeso, LT, LE, LC, LPO, LBAA, DIO y LAP.
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FIGURA 2.18. MEDIA (= DE)DEDOOENPYR. Datos de ambos fenotipos de color y de tres ge-
neraciones. ***p<0,001.

VARIABLES P R t p
Peso 0,758%0,271 0,793+0,317 -0,714 0,476
LT 40,72%4,09 40,6445,01 0,105 0,915
LE 33,4443,40 33,24+4,20 0,307 0,758
LC 7,560,85 7,42+0,82 1,013 0,312
LPO 1,61+0,21 1,57+0,19 1,102 0,272
LBAA 7,95+0,99 7,86+1,04 0,544 0,586
DIO 4,50+0,49 4,36+0,57 1,488 0,138
LAP 5,65+0,86 5,64+0,93 0,105 0.916

TABLA 2.5. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T PARA LA COMPARACION DE PESO (G), LT (mm),
LE (mm), LC (mm), LPO (mm), LBAA (mm), DIO (mm), LPA (mm) entre Py
R.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS POR FENOTIPO DE COLOR

La FIGURA 2.19 muestran que los peces P tienen un mayor DOO que los peces R, en el fenotipos de
color WT-UAB (t=2,77 p=0,025 DF=70).
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FIGURA 2.19. MEDIA (= DE) DE DOO ENPY R DEL FENOTIPO DE COLOR WT-UAB. Datos de tres genera-
ciones. *p<0,05.

El resultado de la prueba t (ver TABLA 2.6) muestra que no existen diferencias significativas entre P y
R en el resto de las variables morfométricas, en el fenotipo de color WT-UAB.

WT-UAB (N=72)
VARIABLES GONDUCTA MEDIA(DE) P
P 0,224+0,065 t=-1,23
Peso
R 0,246%0,083 p=0,22
P 39,54+4,34 t=-0,94
LT
R 40,56%4,80 p=0,34
P 32,43+3,59 t=-0,88
LE
R 33,2414,12 p=0,37
P 7,27+0,88 t=-0,66
LC
R 7,4010,77 p=0,51
P 1,6310,21 t=0,00
LPO
R 1,63+0,23 p=0,99
P 7,91+0,96 t=-0,53
LBAA
R 8,04+1,01 p=0,59
P 4,57+0,50 t=1,26
DIO
R 4,40+0,58 p=0,20
P 5,3210,83 t=-1,03
LAP
R 5,55+1,07 p=0,30

TABLA 2.6. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T PARA LA COMPARACION DE LOG DE PESO (G), LT
(mm), LE (mm), LC (mm), LPO (mm), LBAA (mm), DIO (mm), LPA (mm) en-
tre Py R, en el fenotipo WT-UAB.
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La FIGURA 2.20 muestra que los peces P tienen un mayor DOO que los peces R, en el fenotipos de co-
lor WT-I (t=-3,05 p=0,003 DF=68).
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FIGURA 2.20. MEDIA (= DEYDE DOOEN PY R DEL FENOTIPO DE COLOR WT-I. Datos de tres generaciones. **p<0,01.

Los resultados de Mann-Whitney muestran que no existen diferencias significativas entre P y R en
LT y LE (U=559,00 p=0,533; U=531,00 p=0,341, respectivamente). La TABLA 2.7 muestra los resulta-
dos de la prueba t donde los peces P tienen una mayor LC que los peces R, los resultados de la
prueba t muestran que no existen diferencias significativas en peso, LPO, LBAA, DIO, LAP entre P
yR.

WT-1 (N=70
VARIABLES CONDUCTA MEDIA:DE P
P 0,822+0,270 t=-0,46
Peso
R 0,792+40,285 p=0,64
P 7,87+0,70 t=-2,22
LC
R 7,45+0,87 p=0,02*
P 1,5940,22 t=-1,80
LPO
R 1,51+0,13 p=0,07
P 7,99+1,03 t=-1,26
LBAA
R 7,67+1,06 p=0,20
P 4,42+0,47 t=-0,82
DIO
R 4,32+0,57 p=0,41
P 5,99+0,75 t=-1,49
LAP
R 5,72+0,76 p=0,13

TABLA 2.7. MEDIA (= DE Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T para la comparacién de peso (g), LC
(mm), LPO (mm), LBAA (mm), DIO (mm), LPA (mm) entre P y R, en el fenoti-
po WT-L (Asterisco indica diferencias significativas entre P y R. *<p0,05).
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REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS (DATOS NORMALIZADOS POR EL PROMEDIO DEL FACTOR DE CONDICION
DE FULTON)

La FIGURA 2.21 muestra los resultados de la prueba t donde los peces P presentan un mayor indice
DOO/K que los peces R (t=3,71 p=0,0002).
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FIGURA 2.21. MEDIA (= DEY DE DOO/KENPY R. Datos de ambos fenotipos de color y de tres
generaciones. ***p<0,001.

Los resultados de la prueba t (ver TABLA 2.8) muestran que no existen diferencias significativas entre
PyRenK, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K.

VARIABLES P R t P

K 1,08+0,21 1,1240,21 -0,903 0,367
LE/K 30,35+£3,09 30,1743,81 0,307 0,758
LC/K 6,87+0,77 6,74+0,74 1,01 0,312
LPO/K 1,46%0,19 1,42+0,18 1,10 0,272
LBAA/K 7,22+0,90 7,13+0,95 0,54 0,586
DIO/K 4,08+0,44 3,96+0,52 1,48 0,138
LAP/K 5,13+0,78 5,12+0,84 0,10 0,916

TABLA 2.8. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T para la comparacién K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K entre P y R.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS POR FENOTIPOS DE COLOR (DATOS NORMALIZADOS POR EL FACTOR DE
CONDICION DE FULTON)

La FIGURA 2.22 muestra los resultados de la prueba t donde los peces P presentan un mayor indice
DOO/K que los peces R en el fenotipo de color WT-UAB (t=2,77 p=0,02).

58



*

2.0 o s
X 1.5
o)
o
A 1.0

0.5

0.0- T

P R

FIGURA 2.22. MEDIA (+ DE) DE DOO/KENP YR, del fenotipo de color WT-UAB. Datos de tres
generaciones. *p<0,05.

La TABLA 2.9 con los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre
PyRenK, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K, en el fenotipo de color WT-UAB.

VARIABLES P R t p

K 1,08+0,23 1,11+0,20 -0,626 0,532
LE/K 29,41+3,26 30,15+3,74 -0,888 0,377
LC/K 6,59+0,80 6,71+0,70 -0,660 0,511
LPO/K 1,47%0,19 1,4740,21 0,001 0,998
LBAA/K 7,18+0,87 7,29+0,91 -0,535 0,594
DIO/K 4,1440,45 3,99+0,52 1,265 0,209
LAP/K 4,83+0,75 5,04+0,97 -0,030 0,306

TABLA 2.9. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T para la comparaciéon de K, LE/K,
LC/K, LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R del fenotipo de co-
lor WT-UAB.

La FIGURA 2.23 muestra los resultados de la prueba t donde los peces P presentan un mayor indice
DOO/K que los peces R en el fenotipo de color WT-I (t=-3,05 p=0,003).
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FIGURA 2.23. MEDIA (= DE) DE DOO/K EN P Y R, DEL FENOTIPO DE COLOR WT-I. Datos de tres genera-
ciones. *p<0,05.

Los resultados de Mann-Whitney muestran que no existen diferencias significativas entre P y R en
LE/K, en el fenotipo de color WT-I (U=531,00 p=0,341). La Tabla 2.10 con los resultados de la
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prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre P y R en K, LE/K, LC/K, LPO/K,
LBAA/K, DIO/K, LAP/K, en el fenotipo de color WT-I.

VARIABLES P R t p
K 1,08+0,19 1,11+0,19 0,643 0,521
LC/K 7,1540,63 6,77+0,79 2,22 0,029*
LPO/K 1,44%0,20 1,37+0,11 -1,80 0,074
LBAA/K 7,26+0,93 6,97+0,96 -1,26 0,209
DIO/K 4,0240,43 3,92+0,52 -0,82 0,410
LAP/K 5,45+0,69 5,20+0,69 -1,49 0,139

TABLA 2.10. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de la comparacién de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R del fenotipo de color WT-
I. (Asterisco indica diferencias significativas entre P y R. *<p0,05).

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS POR SEXO (DATOS NORMALIZADOS POR EL PROMEDIO DEL FACTOR DE
CONDICION DE FULTON)

La TABLA 2.11 con los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre
Py R hembras en K, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LAP/K.

VARIABLES P R t P

K 1,2040,20 1,1940,18 0,231 0,817
LE/K 28,69+2,78 28,78+3,26 -0,139 0,889
LC/K 6,39+0,71 6,36+0,60 0,220 0,826
LPO/K 1,34+0,17 1,31+0,15 0,857 0,393
LBAA/K 6,32+0,68 6,43+0,82 -0,681 0,497
DOO/K 1,82+0,08 1,79+0,10 1,252 0,213
DIO/K 3,78+0,41 3,70+0,48 0,805 0,422
LAP/K 5,17+0,57 5,11+0,58 0,475 0,635

TABLA 2.11. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBAT de la comparacion de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R hembras.
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La FIGURA 2.24 muestra los resultados de la prueba t donde los peces P machos presentan un mayor
indice DOO/K que los peces R (t=4,35 p<0,001).
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FIGURA 2.24. MEDIA (= DE DE DOO/K ENPY R, MACHOS. Datos de tres generaciones.
40,001

La TABLA 2.12 con los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre
Py R machos en K, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K.

VARIABLES P R t p

K 0,93+0,09 0,98+0,13 -1,522 0,133
LE/K 33,7613,37 32,52+4,17 1,227 0,225
LC/K 7,80+0,88 7,41+0,93 1,576 0,120
LPO/K 1,68+0,23 1,64+0,24 0,650 0,518
LBAA/K 8,84+1,00 8,53+1,15 1,094 0,278
DIO/K 4,66+0,51 4,43+0,58 1,556 0,125
LAP/K 5,19+0,53 5,00+0,68 1,145 0,257

TABLA 2.12. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de la comparacién de K, LE/K, LC/K,

LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R machos.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS DE CADA FENOTIPO DE COLOR POR SEXO (DATOS NORMALIZADOS POR EL
PROMEDIO DEL FACTOR DE CONDICION DE FULTON)

Los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre P y R hembras
en K, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LAP/K, en los fenotipos de color WT-UABy
WT-I (ver TABLAS 2.13 y 2.14 respectivamente).
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VARIABLES P R t p
K 1,29+0,19 1,22+0,19 1,083 0,286
LE/K 26,07+3,18 27,16£3,55 -0,945 0,350
LC/K 5,78+0,71 5,98+0,62 -0,876 0,386
LPO/K 1,31+0,15 1,30+0,17 0,151 0,880
LBAA/K 5,82+0,55 6,27+0,90 -1,689 0,100
DOO/K 1,74+0,08 1,73+0,10 0,365 0,717
DIO/K 3,71+0,38 3,59+0,52 0,787 0,436
LAP/K 4,72+0,66 4,92+0,71 -0,838 0,407

TABLA 2.13. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de la comparacién de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R hembras, del fenotipo de

color WT-UAB.

VARIABLES P R t P
K 1,13+0,20 1,16+0,18 0,405 0,686
LE/K 30,61+2,14 30,07+2,99 -0,733 0,466
LC/K 6,83+0,65 6,6610,59 -0,974 0,334
LPO/K 1,37+0,19 1,31+0,10 -1,284 0,205
LBAA/K 6,69+0,75 6,5410,72 -0,688 0,494
DOO/K 1,88+0,09 1,84+0,09 -1,477 0,146
DIO/K 3,85+0,42 3,79+0,44 -0,493 0,624
LAP/K 5,50+0,46 5,2510,44 -1,914 0,061

TABLA 2.14. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de la comparacién de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R hembras, del fenotipo de

Las FIGURAS 2.25 y 2.26 muestran los resultados de la prueba t donde los peces P machos presentan un
mayor indice DOO/K que los peces R en los fenotipos de color WT-UAB y WT-I (t=2,88 p=0,007;
t=-3,537 p=0,002, respectivamente). Los peces P en el fenotipo de color WT-I muestran un mayor

color WT-1.

indice LC/K que los peces R (U=17,00 p=0,012).
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FIGURA 2.25. MEDIA (= DE) DE DOO/K ENP Y R, MACHOS, del fenotipo de color WT-UAB. Datos
de tres generaciones. **p<0,01.
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FIGURA 2.26. MEDIA (= DE) DE DOO/K EN P Y R, MACHOS, del fenotipo de color WT-I. Datos de
tres generaciones. **p<0,01.

La TABLA 2.15 con los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre
P y R machos en K, LE/K, LC/K, LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K, en el fenotipo de color WT-
UAB.

VARIABLES P R t p

K 0,92+0,08 0,97+0,08 -1,751 0,088
LE/K 33,9243,52 33,8243,62 0,085 0,932
LC/K 7,66+0,95 7,63+0,81 0,081 0,935
LPO/K 1,70£0,24 1,7120,27 -0,057 0,9i54
LBAA/K 8,81+0,95 8,70+0,84 0,0380 0,705
DIO/K 4,73+0,54 4,50£0,47 1,378 0,177
LAP/K 5,13+0,47 4,99+0,69 0,684 0,498

TABLA 2.15. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBAT de la comparacion de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R machos, del fenotipo de
color WT-UAB.
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La TABLA 2.16 con los resultados de la prueba t, muestran que no existe diferencias significativas entre
Py R machos en K, LE/K, LPO/K, LBAA/K, DIO/K, LAP/K, en el fenotipo de color WT-I.

VARIABLES

P

t [4
K 0,95+0,11 0,99+0,20 0,571 0,574
LE/K 33,5043,23 30,44+4,66 -1,708 0,104
LPO/K 1,65%0,23 1,54+0,16 -1,270 0,220
LBAA/K 8,92+1,11 8,25+1,55 -1,110 0,281
DIO/K 4,52+0,48 4,31+0,74 -0,720 0,480
LAP/K 5,33+0,61 5,01+0,70 -1,074 0,296

TABLA 2.16. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de la comparacion de K, LE/K, LC/K,
LPO/K, LBAA/K, DOO/K, DIO/K, LPA/K entre P y R machos, del fenotipo de
color WT-1.

DISCUSION

Los resultados principales de este estudio muestran que la seleccion por personalidad también
selecciona por morfologia. Los peces P y R presentan diferencias morfoldgicas en el diametro de las
orbitas oculares. Las lineas de ambos fenotipos de color muestran el mismo patrén de variacién
morfolégica. Las diferencias observadas en el didmetro ocular son consistentes en datos brutos y en
indices morfofuncionales. Las diferencias observadas en indices morfofuncionales entre ambas
lineas esta asociada al sexo.

SELECCION FENOTIPICA

Las lineas longitudinales de color son consideradas la caracteristica mds distintiva en D. rerio.
(Fang, 2000; Pritchard, 2001a; Maderspacher, 2012). El protocolo de seleccion fenotipica desarro-
llado por nuestro grupo utilizé6 como herramienta principal para separar la poblacién en dos feno-
tipos de color, la uniformidad de las lineas longitudinales azules y doradas presentes en ambos la-
dos del cuerpo, asi como en las aletas anal y caudal. Nosotros demostramos la efectividad del uso de
las lineas longitudinales del pez cebra como rasgo para la seleccion fenotipica por patrones de color,
esto se refleja en el incremento en el porcentaje de peces WT-UAB entre generaciones de menos de
10% en GO hasta 60 y 80% en G1 y G2 respectivamente.

SELECCION POR PERSONALIDAD

La prueba de toma de riesgo en grupos se ha utilizado con éxito para estudiar rasgos de personali-
dad en varias especies de peces (Yoshida et al., 2005; Mackenzie et al., 2009; Huntingford et al.,
2010) en ambientes naturales y en condiciones de laboratorio (Brown et al., 2004, Brydges et al.,
2008). En este estudio una serie de resultados apoya la importancia del empleo de la prueba de to-
ma de riesgo en grupos en el estudio de la personalidad animal, entre ellos tenemos: (1) incremento
del porcentaje de la personalidad seleccionada en ambas lineas (mayor porcentaje de individuos
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con la personalidad P en la G2 de la linea P, comparado con la G1de la misma linea, mayor porcen-
taje de individuos R en la G1 y G2 de la linea R comparados con la GO de la misma linea), (2) igual
distribucion porcentual de categorias de toma de riesgo en grupos en ambos fenotipos de color en
la G2, (3) variacion de las latencias en ambas lineas (en la linea R hay un incremento de la latencia
para dejar el refugio en G1, en la linea P a pesar de registrar un incremento en la G1 en las latencias
para dejar el refugio se reduce significativamente en G2) y (4) las lineas son significativamente
diferentes en las latencias para dejar el refugio en G2. Estas observaciones muestran que el pro-
grama de seleccién desarrollado separa adecuadamente la poblacién en diferentes categorias de
toma de riesgo en grupo y que incrementan el porcentaje de peces con la personalidad por la cual se
selecciona dentro de cada linea, todos estos resultados validan el uso de la prueba de toma de riesgo
en grupos como una prueba conductual apropiada para establecer un programa genético de selec-
cidén bidireccional por personalidades.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

La morfometria tradicional se ha empleado con éxito para evaluar taxonomicamente diferentes
especies (Mitteoecker and Gunz, 2009). En peces la morfometria se ha utilizado principalmente
para evaluar diferencias taxonoémicas (Rodriguez y Granado, 1988; Torres, 2010), sexuales
(Pritchard, 2001; Pineda et al., 2004) fenotipicas (Goetz et al., 2010) y de comportamiento (Imre et
al., 2002; Adams and Huntingford, 2004).

En el estudio actual nosotros demostramos la importancia del empleo de la morfometria tradicional
para identificar las diferencias morfoldgicas entre peces con distintas personalidades. Esto se apoya
en las siguientes observaciones:

(1) el método determind diferencias morfométricas entre peces P y R en el didmetro
de las orbitas oculares a nivel de datos brutos,

(2) las diferencias fueron persistentes en las mismas variables cuando los datos se
normalizaron por el promedio del factor de condicién de Fulton, y

(3) el mismo patron de variacion morfolégica se observé en los dos fenotipos de color
evaluadas por separado, sugiriendo que las diferencias morfolégicas van mas alld de
diferencias por la alometria individual.

RELACION ENTRE PERSONALIDAD Y MORFOLOGIA

En el estudio actual los peces P mostraron un mayor diametro de orbitas oculares que los peces R.
Estos resultados sugieren que la seleccion por personalidades divergentes selecciona a la vez por
ciertos rasgos morfoldgicos. Las diferencias entre lineas a nivel fenotipico y en los datos normaliza-
dos sugieren la existencia de un fuerte componente genético, y posiblemente algo de plasticidad
fenotipica que explica parte de esta variacion a nivel de personalidad y morfologia. La mayor con-
tribucion de la genética o el ambiente en el polimorfismo mostrado por algunas especies de peces
ha generado numerosos debates, por ejemplo Goetz et al., (2010) en un estudio realizado con dos
morfotipos simpatricos de truchas wild lean y siscowet de la especie Salvelinus namaycush, que
muestran diferencias morfoldgicas en estado salvaje, cuando fueron criadas en forma conjuntas
bajo las mismas condiciones de laboratorio, mostraron diferencias morfoldgicas similares a las des-
critas en la especie en estado salvaje. Con estos resultados los autores concluyen que al estar iguala-
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das las condiciones de crianza, las diferencias expresadas a nivel fenotipico tienen un fuerte com-
ponente genético y no son solo el resultado de la plasticidad ambiental. En nuestro estudio a pesar
que los peces se mantuvieron en tanques separados por la imposibilidad para identificarlos indivi-
dualmente, las condiciones ambientales fueron similares para ambas lineas en la medida que ambos
grupos crecieron en un mismo sistema de recirculacion donde la ubicacion de los tanques de cria se
hizo al azar, la velocidad de entrada del agua, densidad, alimentacion, temperatura y concentracion
de oxigeno se mantuvieron en condiciones similares para ambas lineas, por lo que podemos supo-
ner que existe un fuerte componente genético en las diferencias por personalidad y por lo tanto a
nivel morfoldégico mostrada por las lineas. Sin embrago no podemos descartar un componente
ambiental en la variaciéon mostrada en la morfologia de ambas lineas; asi lo sugieren Adams and
Huntingford (2004), en un estudio empleando dos morfotipos simpatricos de Salvelinus alpinus, los
autores compararon la morfologia de la cabeza de individuos criados en el laboratorio con la de sus
padres en estado salvaje, concluyendo que la mayor parte de la variacion en morfologia entre am-
bos morfotipos criados en condiciones idénticas de laboratorio es atribuida a la plasticidad mostra-
da en el ambiente de crianza.

Ambos estudios citados anteriormente no exploran directamente si las diferencias encontradas
entre los morfotipos estdn asociadas a la personalidad; en esta linea Dingemanse et al., (2009), en
un estudio realizado con dos poblaciones de Gasterosteus aculeatus, una cohabitando con un de-
predador y la otra libre de depredacidn, reportaron el efecto que el depredador tiene en la heredabi-
lidad de algunos rasgo relacionados con personalidad y morfometria.

En este estudio nosotros encontramos que las diferencias en personalidad seleccionan por diferen-
cias en morfologia entre las dos lineas, probablemente pueden estar asociadas a las diferentes inter-
acciones experimentadas por D. rerio en su habitat natural, las cuales son transmitidas a través de
las generaciones y que generan diferentes personalidades dentro de la especie, cada una equipada
con diferencias morfoldgicas que le otorgan una ventaja durante su historia de vida. Podemos apo-
yar esta sugerencia en el hecho, que el pez cebra vive en zonas con una estacionalidad marcada por
la influencia de las lluvias monzdnicas (McClure et al., 2006; Spence et al., 2006), en época seca
muchas poblaciones se separan en pequenos lagunas donde existen diferentes gradientes de depre-
dacién y de disponibilidad de alimento (Pritchard, 2001). Estos gradientes seleccionan aquellos
individuos con la personalidad mas apropiada. Al momento de reproducirse individuos provenien-
tes de diferentes interacciones ambientales se cruzan entre si, manteniendo el equilibrio de las dife-
rentes conductas dentro de la poblacién que se fijan con el paso de las generaciones.

Las diferencias morfoldgicas observadas entre ambas lineas en el didmetro de las orbitas oculares
tiene importantes implicaciones en la vision. El diametro de las orbitas oculares se ha relacionado
con la calidad de la visidén en peces (Shand, 1997). Una mejor capacidad visual esta relacionada con
dos aspectos importantes que son la sensibilidad y la agudeza visual, la sensibilidad se refiere a la
capacidad de los individuos para responder a estimulos en condiciones de poca luz, mientras la
agudeza visual se refiere a la capacidad para descifrar detalles (Goatley and Bellwood, 2009; Goatley
et al., 2010). Individuos con didmetros oculares mas grandes tienen mayor capacidad de captura luz
al poseen retinas y cristalinos mas grandes mejorando la sensibilidad y la agudeza visual (Shand,
1997; Goatley and Bellwood, 2009). Esta mayor capacidad visual puede tener importantes implica-
ciones en el desempefio de los individuos con diferentes personalidades. Por ejemplo una mayor
capacidad visual puede ser ventajosa en individuos con comportamientos P, caracterizados por una
mayor disposicién a asumir riesgos para explorar nuevos ambientes, en donde la sensibilidad y
agudeza visual pueden representar la diferencia entre mejorar o decrecer su fitness (Schmitz and
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Wainwright, 2011). En linea con esta sugerencia Bishop and Brown, (1992), en un estudio donde
evaluaron la disposicion de larvas de Gasterosteus aculeatus para forrajear en presencia de depreda-
dores de diferentes tamanos, concluyeron que las larvas gastaron menos tiempo forrajeando cerca
de depredadores medianos y grandes cuando se compararon con el tiempo forrajeando cerca de
depredadores pequenos. Similarmente Chivers et al., (2001), reportaron que Cottus cognatus ex-
puestos a un depredador simpatrico Salvelinus fontinalis responden de forma diferente cuando solo
son expuestos a senales quimicas que cuando tienen contacto visual con el depredador. En nuestro
caso una ventaja en la vision le permite a un individuo tomar decisiones que tienen importantes
implicaciones para su fitness, por ejemplo en la necesidad de forrajear en la presencia de un depre-
dador, si el individuo solo tiene la posibilidad de detectarlo por sefales quimicas, no podra evaluar
si realmente representa una amenaza, en cambio si el mismo depredador es evaluado visualmente el
individuo puede determinar otros aspectos del depredador como puede ser su tamafo y determinar
si realmente representa una amenaza o puede asumir el riesgo de ir a forrajear e incrementar su
fitness (Lima and Dill, 1990, Brown et al., 2009; Chapman et al., 2010; Schmitz and Wainwright,
2011)

En nuestro estudio las diferencias en el diametro de las orbitas oculares solo se observo entre ma-
chos de las diferentes lineas. Las existencia de diferencia solo entre machos de ambas lineas puede
estar relacionada a los diferentes papeles que juega cada sexo en el mantenimiento de la estructura
social de la poblacion. Por ejemplo en esta especie existen diferencias entre sexos en el comporta-
miento exploratorio en donde los machos muestran una mayor disposicién que las hembras a to-
mar riesgo para explorar ambientes nuevos (Moretz et al., 2007a; Dahlbom et al., 2012). A nivel de
la dinamica reproductiva de la especie existen diferencias en el comportamiento reproductivo entre
hembras y machos por ejemplo las hembras prefieren aparearse con individuos mas grandes (Py-
ron, 2003), o individuos que controlan territorios con sitios de puesta de mejor calidad (Spence and
Smith, 2005). De esta manera la oportunidad de reproducirse del macho esta asociada a su mayor
disposicién a explorar ambientes nuevos en donde una mejor capacidad visual puede incrementar
la fitness del sexo.

En conclusion nuestro estudio ha demostrado que la prueba de toma de riesgo en grupo es una
herramienta adecuada para separar la poblacion en diferentes categorias conductuales y fue la
piedra angular para desarrollar un programa exitoso de lineas genéticas con divergentes persona-
lidades. Lineas seleccionadas por su divergencia en personalidades muestran diferencias a nivel
morfoldgico en variables relacionadas con la vision. Este estudio nos muestra ademas que la selec-
cion por divergencia en personalidades selecciona por diferencias en la capacidad visual solo en
machos.
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INTRODUCCION

Estudiosos del comportamiento animal reconocen que los individuos dentro y entre poblaciones
difieren en las respuestas a cambios ambientales (Magurran, 1993; Wilson, 1998, Bell, 2007). Cuan-
do las diferencias son consistentes a través del tiempo y/o contexto, se dice que existe un sindrome
de comportamiento (Sih et al., 2004 a,b), también conocido con otros términos como: estilo de
afrontamiento o coping style (Koolhaas et al., 1999), temperamento (Réale et al., 2007), o persona-
lidad animal (Gosling, 2001; Dall et al., 2004; Briffa and Greenaway, 2011).

A nivel de comportamiento las diferencias en personalidades entre proactivos (P) y reactivos (R) se
pueden caracterizar por la diferencia en el estilos de afrontar desafios ambientales con individuos P
mostrando conductas activas para escapar de un estresor, alta motivaciéon en un ambiente nuevo,
asumiendo mas riesgo y con una mayor disposicion a explorar, son mas agresivos durante encuen-
tros con conespecificos, cuando son comparados con la conducta mostrada por individuos R
(Qverli et al., 2004, 2006, 2007; Frost et al., 2007; Mackenzie et al., 2009; Silva et al., 2010).

Las variaciones en personalidad puede estar condicionada en parte por un componente genético
(van Oers et al., 2005; Mackenzie et al., 2009; van Oers and Mueller, 2010), esta correlacionada a
parametros fisioldgicos o neuroendocrinos (Koolhaas et al., 1999; van Riel et al., 2002; Carere et al.,
2003; Feldker et al., 2003; Sluyter et al., 2003; Veenema et al., 2003; Qverli et al., 2006), y tiene im-
portantes implicaciones en la producciéon (Huntingford, 2004; Biro and Post, 2008), manejo, con-
servacion (McDougall et al., 2006) y bienestar animal (Huntingford and Adams, 2005; Muller and
Schrader, 2005; Rodenburg et al., 2008). Existen evidencias que la correlaciéon de comportamientos
tiene implicaciones ecoldgicas y evolutivas, donde algunas correlaciones de comportamientos en
determinados contextos puede ser ventajosa, pero pueden ser mal adaptativas bajo otros contextos
(Sih et al., 2004a; Colléter and Brown, 2011; Conrad et al., 2011).

La existencia de correlaciones entre comportamientos se ha descrito en ciertas especies de peces
tales como: Salmo trutta (Sundstrom et al., 2004); Danio rerio (Moretz et al., 2007a); Gasterosteus
aculeatus (Bell, 2005; Bell and Sih, 2007; Dingemanse et al., 2007); Lepomis macrochirus (Wilson
and Godin, 2009); Melanotaenia duboulayi (Colléter and Brown, 2011); Salvelinus fontinalis (Wil-
son and Mclaughlin, 2007); también con parametros fisioldgicos como: niveles de cortisol y com-
portamiento Solea solea (Siva et al., 2010); Oncorhynchus mykiss (Qverli et al., 2007); tasa metabdli-
ca en reposo y comportamiento Cyprinus carpio (Huntingford et al., 2010); o reactividad emocional
y comportamiento Oreochromis niloticus (Martins et al., 2011).

El pez cebra es una especie apropiada para estudiar la estabilidad y consistencia de comportamien-
tos a través del tiempo y/o contextos, por ser un organismo modelo utilizado en muchos campos de
las ciencias como: biologia del desarrollo y genética (Grunwald and Eisen, 2002), farmacologia (Ba-
rros et al., 2008), evolucion (Canestro et al., 2007), comportamiento (Larson et al., 2006; Filby et al.,
2010; Paull et al., 2010; Ariyomo and Watt, 2012) y acuicultura (Ulloa et al., 2011). Moretz et al.,
(2007a), utilizando tres cepas de esta especie reportd la existencia de un sindrome de comporta-
miento. Ademas se ha reportado que la seleccidon previa por individuos atrevidos bold puede prede-
cir su estatus social (Dahlbom et al., 2011). Sin embargo no conocemos la existencia de ningtiin
estudio que haya evaluado la estabilidad y consistencia de la conducta a través del tiempo y a la vez
en diferentes contextos empleando el mismo grupo de individuos, en D. rerio. Con estos anteceden-
tes se evalud la estabilidad y consistencia de un conjunto de comportamientos a través de diferentes
contextos (consistencia a través de contextos), en peces que previamente se evaluaron por la prueba
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de toma de riesgo en grupos, 10 meses después de la primera prueba (consistencia en el tiempo).
Para alcanzar estos objetivos nosotros nos planteamos una serie de hipdtesis.

La diferencia en personalidad dentro de la poblacion en el pez cebra se mantiene en el tiempo.

Existe diferencias en el porcentaje de personalidades entre la poblacion base y las subpoblaciones posteriores demos-
trando una fijacion del comportamiento.

Existe estabilidad a través de los contextos en cada una de las subpoblaciones a nivel intra-poblacional (familias
proactivas/reactivas).

Existe consistencia de comportamiento a través de los contextos dentro de las lineas y también a nivel intra-individual
para segtin qué comportamientos.

MATERIAL Y METODOS
PECES, ESTABULACION Y MANEJO

Los peces cebras (Danio rerio), utilizados para desarrollar este experimento de consistencia de la
personalidad en el tiempo y/o contextos eran adultos mayores de tres meses adquiridos en diciem-
bre de 2009 en un distribuidor local ubicado en Parets del Vallés, Barcelona, Espaiia. Se estabularon
en tanques de 30 litros, arreglados en estanterias en una sala con ambiente controlado (condiciones
estandar), ubicada dentro del acuario de la Facultad de Biociencias de la Universitat Autonoma de
Barcelona. La densidad se establecié en 1 pez/litro de agua. Se alimentaron hasta la saciedad dos
veces al dia, en la manana con un pienso seco y en la tarde con un pienso himedo de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (Zfbiolabs®, ver www. Zfbiolabs. com). Se aclimataron por cinco
meses antes de iniciar la primera parte del experimento.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA Y FOTOPERIODO

El suministro de agua se realizé con agua de grifo previamente filtrada (The body of the CI1 filter is
filled with granular activated carbon) (filter cartidge CTO®, Water Quality Association, Lisle, IL,
USA). Cada estante esta equipado con un sistema cerrado de recirculaciéon con un sistema de filtra-
cion fisica y bioldgica (ZFbiolabs®). Semanalmente se recambi6 el 30% del volumen de agua de cada
estante. La temperatura del agua se mantuvo en 27,06+0,74°C, (media + desviacion estandar, tem-
peratura exterior: 28°C), las concentraciones de oxigeno se mantuvieron en 5,47+0,26mg/L (mili-
gramos X litro), ambas mediciones se realizaron diariamente con un oximetro (OxyGuard®, Handy
Polaris, OxyGuard International, Denmark). Adicionalmente se realizaron controles semanales de
Amoniaco, Nitrito, Nitrato y pH (Sera Test Kit®, New Tech, Wateringbury, Kent, UK). El ciclo de
luz/oscuridad se establecié en 14:10 (0600-2000 horas).

DISENO DEL EXPERIMENTO

Se explicara de forma general el flujo del experimento (ver FIGURA 3.1), y los detalles de cada prueba
seran explicados en su seccion correspondiente. Durante el ensayo el registro de los datos se realiz6
a través de un sistema de video, y de forma manual. Los datos de la prueba de actividad se extraje-
ron posteriormente empleando un sistema de video, para el resto de las pruebas, el registro de los
datos se realiz6 en tiempo real por un solo observador (RV).

El experimento se disefié para probar la consistencia de la personalidad en el tiempo (Koolhaas, et
al., 1999, Dall et al., 2012), y/o contextos (Sih, et al., 2004a). Se emplearon peces cebras (Danio re-
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rio), adultos de ambos sexos mayores de 6 meses. La primera parte del experimento se desarrollo
entre los meses de abril y mayo de 2010. Los individuos se separaron por la prueba de toma de ries-
gos en grupos en tres categorias conductuales, proactivos (P), intermedios (I) y reactivos (R) (adap-
tado de Mackenzie et al., 2009 previamente descrito en el CAPITUL0 2). La categoria I se descartaron en
este experimento. Los peces P y R se estabularon separadamente en grupos de ambos sexos, en tan-
ques de 30 litros, ubicados dentro del acuario de la Facultad de Biociencias de la Universitat
Autonoma de Barcelona, Espana (FIGURA 3.1R).

) ~
efugig/

-z Nuevo ambiente

c D
espejo
X
Gusanos rojos
\K j i; mm
100 mm

FIGURA 3.1. DIAGRAMA MOSTRANDO EL FLUJO DEL DISENO EXPERIMENTAL. (A) toma de riesgo en
grupos prueba 1y reprueba 10 meses después, (B) prueba individual de actividad
en un ambiente familiar; (C) prueba individual de agresividad frente a la imagen
reflejada en un espejo; (D) prueba de alimentacion, latencia para reasumir la ali-

mentacién después de una situacion estresante.

Diez meses después de realizarse la prueba de toma de riesgos en grupos se inicio la segunda fase
del experimento, se seleccionaron al azar 36 individuos de cada categoria conductual (que se encon-
traban en tanques separados por conducta) y se evaluaron nuevamente por la prueba de toma de
riesgos en grupos (consistencia de la personalidad en el tiempo). Diez individuos con igual propor-
cién de sexos que mostraron consistencia en la prueba de riesgo en grupos se seleccionaron para la
segunda fase del experimento, registrandoles el peso, longitud total y se determind el factor de con-
dicién de Fulton (Carlander, 1950). En cada uno de los individuos se registré las diferencias exis-
tentes en los patrones de coloracion con el fin de ser identificados individualmente en cada una de
las pruebas conductuales, evitando asi alterar su comportamiento con ningiin marcaje interno o
externo. Los individuos seleccionados se habituaron por un periodo de tiempo de una semana a un
cambio de alimento, sustituyendo el pienso seco y himedo por larvas descongeladas de gusanos
rojos (Chironomid Ocean Nutrition®, Esse, Belgium). Finalizado el periodo de habituacién al nuevo
tipo de alimento se trasladaron a la habitacion de estudio de comportamiento de peces. Se estabula-
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ron en tanques de vidrio de 20 litros previamente equipados con calentadores y un sistema de ai-
reacion, con condiciones similares a los tanques stock. Una semana después se evalu6 su compor-
tamiento individual en la prueba de actividad empleando un sistema de video de uso para estudiar
comportamiento en mamiferos (roedores), validada por nuestro grupo para ser utilizada en peces
(Smart, Panlab®, FIGURA 3.1B). Finalizada la prueba de actividad, los individuos se estabularon en tan-
ques similares a los descritos previamente. Posteriormente una semana después de practicada la
prueba de actividad, los individuos se evaluaron en la prueba de agresividad, empleando el método
del espejo (Oliveira et al., 2011) (FIGURA 3.1C). Inmediatamente finalizada la prueba de agresividad se
evalud la latencia de los individuos para reasumir la alimentacion, después de una situacion estre-
sante (Qverli et al., 2007) (FIGURA 3.1D).

SELECCION CONDUCTUAL
TOMA DE RIESGO EN GRUPOS

Los peces se separaron por sus personalidades, mediante la prueba de toma de riesgo en grupos y se
categorizaron como P, Iy R. Este método se ha descrito previamente en el CAPITULO 2, por lo que aqui
se mencionard el procedimiento brevemente.

El tanque de prueba consistié en un tanque de vidrio de 20 litros (40x20x25cm), el lado opuesto y
los lados laterales al observador se cubrieron con papel blanco, asi como también el lado de obser-
vacion se cubrié en 3/4 partes para reducir el estrés y aislar del medio externo. Se dividido 1/3 de su
longitud, con un separador negro de PVC, formando un area de “refugio” en uno de los extremos.
El separador presentaba un agujero de 3 centimetros de didmetro en el centro, el agujero quedaba
ubicado a 10 cm del fondo del tanque. El nuevo ambiente consistié en el restante espacio abierto del
tanque.

Grupos de nueve peces se separaron a la vez. Se transfirieron del tanque de habituacién y se coloca-
ron en el drea de refugio del tanque de prueba, dejados 10 minutos para reducir el estrés de mani-
pulacién. Los criterios utilizados para separar entre categorias de toma de riesgo en grupos son los
mismos descritos en el CAPITULD 2. Los individuos de cada categoria conductual se colocaron por se-
parado en tanques previamente acondicionados. Finalizada la prueba de toma de riesgo en grupos,
la categoria I se descarté. Los individuos P y R se colocaron por separado en grupos de ambos se-
x0s, en los tanques de stock con las mismas condiciones de estabulacion descritas arriba.

CONSISTENCIA EN EL TIEMPO
TOMA DE RIESGO EN GRUPOS

Diez meses después de la prueba de toma de riesgo en grupos, 36 individuos de cada categoria con-
ductual (subpoblaciones P y R) se evaluaron nuevamente por la misma prueba, siguiendo el mismo
procedimiento y horario descrito anteriormente.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

Diez individuos, con comportamientos consistentes en sus estilos de afrontamiento frente a la toma
de riesgo en grupos se seleccionaron para la segunda fase del estudio, se sexaron, se les registrd el
peso y la longitud total y se determino el factor de condicién de Fulton para cada uno de ellos (Car-
lander, 1950; Blackwell et al., 2000). Se estabularon de acuerdo a la conducta en grupos de ambos
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sexos, en tanque de vidrio de 20 litros. Se sometieron a un periodo de habituacion de una semana
para sustituir el pienso seco y humedo por larvas descongeladas de gusanos rojas (Chironomid,
Ocean Nutrition®, Esse, Belgium). La temperatura, la concentracion de oxigeno y el fotoperiodo
eran similares a los de los tanques stock.

CONSISTENCIA A TRAVES DE CONTEXTOS
ACTIVIDAD

Una semana después de la prueba de toma de riesgo en grupos los individuos se trasladaron a la
habitacion de filmaciéon de comportamiento de peces, para ser evaluados por su nivel de actividad.
Se alojaron en tanques de vidrio de 20 litros (40 x 20 x 25 c¢m, largo x ancho x profundidad), de
acuerdo a su categoria conductual en grupos de ambos sexos. Los tanques de alojamiento estaban
provistos de grava, un calentador y un sistema auxiliar de oxigenacion, para mantener la tempera-
tura y la concentracion de oxigeno similares a los del tanque stock. El fotoperiodo fue de 14:10 ho-
ras similar al establecido en el acuario. Se alimentaron hasta la saciedad, con larvas de gusanos rojos
siguiendo el mismo horario establecido durante el periodo de habituacién.

El tanque de prueba consistié en un tanque de vidrio de 20 litros con dimensiones similares a los
tanques de alojamiento(40 x 20 x 25 cm), el lado opuesto al observador, los lados laterales y el fondo
del tanque se cubrieron con una ldmina de PVC espumada de color negro, insertadas dentro del
tanque para facilitar la filmacidon. Una lampara de 30 watt colocada por encima del tanque de prue-
ba suministr6 luz uniforme a todo el tanque y facilité al programa de filmacion el seguimiento del
individuo. El tanque de prueba se separ6 virtualmente en 16 areas (5 x 10 cm) para seguir el movi-
miento horizontal del individuo y 5 dreas en la periferia superior, necesarias para seguir el indivi-
duo, cuando se mueve verticalmente en la columna de agua. Las filmaciones se realizaron desde
arriba del tanque de prueba empleando el programa de filmacion SMART (Panlab® version 2,5)
herramienta tecnologica de uso en roedores adaptada por nuestro grupo para la filmacion y el ana-
lisis automatizado del comportamiento de peces. Los datos de actividad se extrajeron y analizaron
posteriormente.

Cada pez se evalud individualmente. La secuencia de filmaciones se realizé siguiendo una serie
alternada, iniciando con R seguido de P, hasta filmar la mitad de los individuos en donde la secuen-
cia de la serie se invirtié evaluando primero un P seguido de un R, hasta culminar la totalidad de la
prueba.

Cada individuo se transfiri6 del tanque de habituacion y se colocé en el tanque de prueba, dejado
10 minutos para reducir el estrés de manipulacion, permitiéndole mostrar patrones de comporta-
miento normales. El nivel de actividad es mejor observarlo en un ambiente familiar en el cual el
animal muestre los patrones de comportamientos normales (Réale et al., 2007; Colléter and Brown,
2011; Conrad et al., 2011). Finalizados los 10 minutos de habituacidn, se inici6 la filmacién del
comportamiento durante 5 minutos. Nosotros registramos las siguientes variables: el nimero de
transiciones, la distancia total recorrida, velocidad promedio, y el nimero de areas usadas. Una
transicion se definié como el desplazamiento horizontal que un pez realiza para pasar de un rectan-
gulo a otro. Finalizada la prueba los individuos se transfirieron a sus tanques de alojamiento debi-
damente etiquetados con la categoria conductual correspondiente. Al final de cada prueba la totali-
dad del agua se renovo, evitando sefiales quimicas que interfieran con el comportamiento del si-
guiente individuo.
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AGRESIVIDAD

Una semana después de la prueba de actividad los peces se evaluaron por su nivel de agresividad en
la prueba de espejo (Budaev, 1997; Budaev et al., 1999; Archard and Braithwaite, 2011). El tanque
de prueba consistio en un tanque de vidrio de 9 litros (30 x 15 x 20 cm, largo x ancho x profundi-
dad), con un espejo (15 x 20 cm), insertado en uno de los extremos del tanque. Un separador negro
espumado de PVC se coloco frente al espejo, el separador estaba equipado con un cordén (hilo) en
su parte superior unido a una polea, facilitando su retiro desde atras del tanque. El lado opuesto al
observador y los lados laterales del tanque se cubrieron con papel blanco para reducir el estrés y
aislar del medio externo. En la parte exterior del tanque del lado de observacion se dibujaron dos
lineas en sentido vertical, la primera a una distancia de 10 milimetros (mm) del espejo y la segunda
a una distancia de 100 mm del espejo.

Los peces se transfirieron individualmente del tanque de habituacién al tanque de prueba, el espejo
estaba cubierto con el separador negro espumado de PVC. El periodo de habituacion se estableci6
en 10 minutos, periodo que le permite al pez reducir el estrés de la manipulacion y adaptarse al
nuevo ambiente. Al finalizar el periodo de habituacion el separador se elevo desde atrds a través de
un sistema de poleas para evitar interferir en el comportamiento, iniciando el periodo de prueba de
5 minutos. Nosotros registramos las siguientes variables: latencia para realizar el primer enfoque,
el niimero de mordiscos que el pez realizé a la imagen, el niimero de comportamientos agresivos y
el porcentaje del tiempo que el pez permanecié inmévil (congelamiento). Latencia para realizar el
primer enfoque se definié como el tiempo que tarda el pez en enfocar la imagen y mostrar un com-
portamiento agresivo a una distancia horizontal entre 10 y 100 mm de la imagen del espejo. Un
mordisco se considerd cuando la cabeza del pez atraviesa la linea de 10 mm de distancia horizontal
de la imagen del espejo. El nimero de comportamientos agresivos se definié como la suma de repe-
tidos acercamientos a la imagen sin sobrepasar la linea de 10 mm, mostrando nado paralelo a la
imagen y curvamientos del cuerpo hacia la imagen (animal adopta la forma de la letra ¢ con la ca-
beza y la regién caudal curvada hacia uno de los flancos) (Oliveira et al., 2011). Congelamiento se
definié como la ausencia total de movimientos excepto para las branquias y los ojos. Finalizado el
periodo de prueba los peces permanecieron en el tanque de prueba para ser inmediatamente eva-
luados en la prueba de alimentacion.

ALIMENTACION

Finalizada la prueba de agresividad, se inicié inmediatamente la prueba de alimentacion. El tanque
de prueba es el mismo utilizado para la prueba de alimentacién. Inmediatamente el espejo se retir6
del tanque de prueba, el pez se captur6 con una red para peceras de 8 x 6 cm, reteniéndolo en la
superficie del agua en uno de los extremos del tanque por un periodo de tiempo de 1 minuto. Tres
gusanos rojos se colocaron en el agua en el mismo momento que el pez se liberd en el extremo
opuesto del tanque. Se evalud la latencia para reasumir el comportamiento de alimentacion des-
pués de una situacion estresante (Moretz et al., 2007a), y el tiempo que el pez permanece inmdvil
(congelamiento). La latencia para reasumir la alimentacion se definié como el tiempo que el pez
tarda en capturar el primer gusano. Al final de la prueba la totalidad del agua se cambio, evitando
sefiales quimicas que interfieran con el comportamiento del siguiente individuo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las variables evaluadas para determinar consistencia de comportamientos en el tiempo y entre con-
textos se examinaron por la prueba de Levene de homogeneidad de varianzas para verificar si mos-
traban una distribucion normal. Aquellas variables no normales se normalizaron empleando el
logaritmo 10 (var.+1). Las variables con distribucién normal se analizaron empleando la prueba de
t de Student, aquellas variables que permanecieron con una distribucién no normal después de la
transformacion logaritmica se evaluaron empleando las pruebas no paramétricas de Mann-
Whitney para dos grupos o Kruskall Wallis para mas de dos grupos. Diferencias en el porcentaje de
individuos P, I y R en la primera prueba de toma de riesgo en grupos y la reprueba se determinaron
utilizando el andlisis Pearson Chi- cuadrado (x?*). Diferencias en las latencias para dejar el refugio
en la prueba de toma de riesgo en grupos en los tres grupos se evaluaron empleando la prueba de
Kruskall Wallis. Resultados significantes se evaluaron con la prueba de comparaciones multiples de
Dunn's. Las diferencias en variables morfométricas entre P y R se evaluaron por la prueba de t de
Student. Interaccion entre la conducta y el tiempo se analizaron empleando la prueba de Kruskall
Wallis. Resultados significantes se evaluaron con la prueba de comparaciones multiples de Dunn's,
Las diferencias entre P y R en los tres contextos (actividad, 4 variables; agresividad, 4 variables; ali-
mentacion, 2 variables), se evaluaron por la prueba de t de Student o Mann-Whitney segtn sea el
caso. Correlaciones de comportamientos entre contextos se analizaron empleando el coeficiente de
Spearman para cada categoria conductual por separado. Las correlaciones significativas se analiza-
ron utilizando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

RESULTADOS
CONSISTENCIA EN EL TIEMPO

Los resultados muestran que existen diferencias en el porcentaje de individuos dentro de cada cate-
goria conductual, entre la primera prueba de toma de riesgo en grupos aplicada a la poblacion base
(PB, n= 206), y la segunda prueba aplicada 10 meses después a subpoblaciones de individuos que
permanecieron separados de acuerdo a su categoria conductual, en grupos proactivos (P, n=36), y
grupo de reactivos (R, n=36), (x>= 95,16, DF= 4 p= 0,0001). Existe un mayor porcentaje de indivi-
duos P en la subpoblacion P, comparado con PB y R (x*= 44,50, DF= 2 p= 0,0001; x*>= 94,38, DF=2
p= 0,0001 respectivamente). La subpoblaciéon R muestra mayor porcentaje de individuos mostran-
do un comportamiento R comparado con PB (x*= 15,00, DF= 2 p= 0,0006) (ver Figura 3.2). Existen
diferencias significativas en el porcentaje de individuos dentro de cada categoria conductual de
acuerdo a las latencias en minutos para dejar el refugio en la primera prueba de toma de riesgo en
grupos aplicada a PB y la segunda prueba aplicada 10 meses después a las subpoblaciones P y R (x*=
132,1, DF= 4 p= 0,000). El porcentaje de individuos P es mayor en la subpoblacion P que en la po-
blacién BP y la subpoblacién R (x*= 69,80, DF= 2 p= 0,0001; x*= 130,6, DF= 2 p= 0,0001, respecti-
vamente). La subpoblacion R muestra mayor porcentaje de individuos mostrando un comporta-
miento R comparado con la PB (x*= 18,97, DF= 2 p= 0,0001) (ver FIGURA 3.3).

77



* % %
- 1
150 % % %

% %% '

Individuos (%0)

oom

FIGURA 3.2. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESG0 en grupos, en PB, y los
subpoblaciones P y R, evaluados 10 meses después. **p<0,001.
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FIGURA 3.3. PORCENTAJE DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO en grupos, de acuerdo a
la latencia para dejar el refugio en PB, y las subpoblaciones P y R, evaluados 10
meses después. ***p<0,001.

La FIGURA 3.4 muestra que existen diferencias en las latencias de salida en minutos de animales de la
PB sometido a la prueba de toma de riesgo en grupos y los subpoblaciones P y R estabulados sepa-
radamente y evaluados por la misma prueba 10 meses después (Kruskall Wallis= 48,78, DF= 2
p<0,0001). La prueba de comparaciones multiples de Dunn's, muestra que existen diferencias sig-
nificativas en las latencias para dejar el refugio entre PB y la subpoblaciéon P, PB y la subpoblacién R
(Comparaciéon de Dunn’s p< 0,001; p< 0,01 respectivamente). Ademds existen diferencias significa-
tivas entre las subpoblaciones P y R (Comparacion de Dunn’s p< 0,001).
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FIGURA 3.4. MEDIA (= DE), DE LA LATENCIA EN MINUTOS DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO
en grupos, en PB, y las subpoblaciones P y R, evaluados 10 meses después.
**p<0,01; ***p<0,001.

Los resultados de Kruskal Wallis, muestran una interaccion significante de la conducta con el tiem-
po (Kruskall Wallis= 201,78, DF= 3 p< 0,0001). La prueba de comparaciones multiples de Dunn's,
muestra que no existen diferencias significativas en las latencias para dejar el refugio en ninguna de
las dos categorias conductuales entre la primera prueba y la reprueba de toma de riesgo en grupos
(ver FIGURA 3.5).
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FIGURA 3.5. MEDIA (= DE), DE LA LATENCIA EN MINUTOS DE PECES EN CADA CATEGORIA DE TOMA DE RIESGO
en grupos, en la prueba 1 y en la reprueba. Asterisco indica diferencias significa-
tivas en la interaccién conducta tiempo entre las subpoblaciones. ***p<0,001.
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REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

La TABLA 3.1 con los resultados de la prueba t muestra que no existen diferencias significativas en el
peso, longitud total y factor de condicién de Fulton en los peces P y R después de permanecer 10
meses separados por conducta y evaluados nuevamente por la prueba de toma de riesgo en grupos.

P (N=10) R (N=10)
VARIABLES MEDIA=DE MEDIA=DE t p
Peso 0,866+0,16 0,906%0,18 -0,526 p=0,606
Longitud Total 42,13+0,96 42,22+1,13 -0,198 p=0,845
K 0,98+0,17 1,02+0,18 -0,482 p=0,635

TABLA 3.1. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de peso (g), longitud total (LT, mm) y

factor de condicion de Fulton (K), en peces cebras P y R, alojados separadamente

y evaluados 10 meses después por la prueba de toma de riesgo en grupos (asteris-
co indica diferencias significativas entre P y R. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

ESTABILIDAD DE LAS LINEAS A TRAVES DE CONTEXTOS
ACTIVIDAD

La TABLA 3.2 con los resultados de la prueba t muestra que no existen diferencias significativas en el
numero total de transiciones, velocidad promedio, distancia total recorrida y areas usadas del tan-
que entre Py R.

P (N=10) R (N=10)
VARIABLES MEDIA=DE MEDIA:DE t p
Numero total de 323,70£124,74 340,60£60,48 -0,385 p=0,704
transiciones
Velocidad pro- 8,60+3,30 8,91+1,49 -0,267 p=0,792
medio (cm/seg)
Distancia total 1976,24+631,95 2253,32+454,84 -1,326 p=0,201
recorrida (cm)
Areas usadas 19,10+1,72 18,80+1,81 0,378 p=0,709

TABLA 3.2. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T para el niimero total de transiciones,
velocidad promedio, distancia total recorrida y dreas usadas entre individuos P y

R (asterisco indica diferencias significativas entre P y R, *p<0,05; **p<0,01.

***p<0,001).
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AGRESIVIDAD

La TABLA 3.3 con los resultados de la prueba t muestran que los individuos P tienen una menor laten-
cia para enfocar la imagen e iniciar comportamientos agresivos y realizan mas mordidas que los
individuos R. Los peces P muestran de forma general un comportamiento mas agresivo que los
peces R (Mann-Whitney U=22,50 p=0,03). La FIGURA 3.6, muestra que existen diferencias significati-
vas entre P y R en el tiempo que los individuos permanecen inmdviles en congelamiento (Mann-
Whitney U= 0,00 p= 0,0001).

P (N=10) R (N=10)
VARIABLES MEDIA=DE MEDIA=DE t p
Log, de la latencia para
realizar el primer 1,19+0,26 1,59+0,20 3,773 | p=0,001**
enfoque
Log, del nimero de
mordidas 1,18+0,19 0,9340,15 3,218 | p=0,004**

TABLA 3.3. MEDIA (= DE) Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de logaritmo de la latencia para reali-
zar el primer enfoque y logaritmo del nimero de mordidas entre individuos P y
R (asterisco indica diferencias significativas entre P y R. *p<0,05; **p<0,01;

H4p.<0,001).
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FIGURA 3.6. MEDIA (= DE), DE TIEMPO INMOVIL de individuos P y R sometidos a la prueba de
agresividad del espejo. ***p< 0,001.
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ALIMENTACION

La FIGURA 3.7 muestra que existen diferencias significativas en el tiempo en reasumir la alimentacion
después de una situacion estresante entre P y R (t=-2,13, p= 0,044, DF=18). En forma general los
peces R permanecieron mas tiempo mostrando un comportamiento de congelamiento que los pe-
ces P (Mann-Whitney U= 27,50 p= 0,036, ver FIGURA 3.8).
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FIGURA 3.7. MEDIA (= DE), DE LAS LATENCIAS para reasumir la alimentacién de individuos P
y R después de una situacion estresante, en la prueba de alimentacién. *p<0,05.
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FIGURA 3.8. MEDIA (= DE), DE TIEMPO INMOVIL de individuos P y R en la prueba de alimenta-
cién. *p<0,05.

CONSISTENCIA DE LAS LINEAS A TRAVES DE CONTEXTOS

Los resultados del coeficiente de correlaciéon de Spearman de todas las variables en los tres contex-
tos evaluadas separadamente por conducta, muestran en individuos P una alta significancia entre
una de las variables de agresividad y alimentacion, ademds muestran significancia entre actividad y
agresividad (ver TABLA 3.4). Los R muestran significancia entre variables de actividad y alimentacion
al igual que entre variables de agresividad y alimentacion (ver TABLA 3.5).
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ACTIVIDAD AGRESIVIDAD ALIMENTACION

PRUEBA TRANS | VELO | DIST | AUSA | LPEN | MORD | COAGR | CONG | LREA | CONG
ACTIVIDAD
TRANS 1,00 | 0,554 |0,89* |-0,15 |-0,33 0,52 | 0,27 -0,15 | 0,04 | 0,17
*
VELD 054 |100 |050 |0.27 |-0,22 0,23 | -0,16 0,08 |0,01 |-0,17
DIST 0,89* [ 0,50 | 1,00 | 0,00 |-0,33 0,28 | 0,41 -0,01 |0,21 | 0,17
*
AUSA -0,15 | 0,27 |000 |1,00 | 0,55 = -0,55 -0,14 | -0,34 | 0,06
0,71*
AGRESIVIDAD
LPEN -0,33 |-0,22 |-0,33 | 0,55 | 1,00 -0,60 | -0,83** | -0,15 | - -0,41
0,78*
MORD 0,52 |0,23 |030 |- -0,60 1,00 | 0,44 -0,06 | 0,36 | 0,06
0,71*
COAGR 0,27 |-0,16 |0,41 |-0,54 |-0,83** | 0,44 | 1,00 0,02 |0,83* | 0,41
*
CONG -0,15 | 0,08 |-0,01 | 0,14 |-0,15 -0,06 | 0,02 1,00 |0,21 |0,43
ALIMENTACION

LREA 004 |001 |021 |-034 |-0,78* |0,36 |0,83** |0,21 |1,00 |0,41
CONG 0,17 -0,17 | 0,17 | 0,06 |-041 0,06 | 0,41 0,43 | 0,41 1,00

Actividad: Trans (ndmero de transiciones), Velo (cm/seg) (velocidad promedio cm/seg), Ausa (4reas usadas); Agresivi-

dad: Lpen (seg) (latencia en segundos al primer enfoque), Mord (nimero de mordiscos), Coagr (comportamientos agre-

sivos), Cong (seg) (tiempo en segundos mostrando congelamiento); Alimentacion: Lrea (seg) (latencia en segundos para

realimentarse), Cong (seg) (tiempo en segundos mostrando congelamiento). Cuadros grises indican consistencias entre

contextos.

significantes entre contextos. *p<0,05; **p<0,01).
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ACTIVIDAD AGRESIVIDAD ALIMENTACION
PRUEBA TRANS | VELO | DIST | AUSA | LPEN MORD | COAGR | CONG LREA | CONG
ACTIVIDAD
TRANS 1,00 |0,36 |0,71* | 0,15 | 0,49 0,12 |-0,19 | -0,54 -0,47 | -0,43
VELD 0,36 | 1,00 |0,70* |-0,30 | 0,45 021 |03 |-0,36 -0,55 | -
0,72*
DIST 0,71* | 0,70* | 1,00 |-0,34 | 0,59 -0,05 |-0,12 | -0,62 -0,59 | -0,43
AUSA 0,15 |-0,30 |-0,34 | 1,00 |-0,02 0,12 | -0,17 | -0,22 -0,25 | -0,26
AGRESIVIDAD
LPEN 049 |045 |059 |-003 |1,00 -0,45 |- -0,82%* | - -0,45
0,74* 0,77*
MORD 0,12 | 021 |-006 |-0,12 |-0,45 1,00 | 060 |065* |04 |-0,23
COAGR -0,19 | 0,13 |-0,12 |-0,47 |-0,74* |0,60 |1,00 |0,67* |0,553 |06
CONG -0,54 |-0,36 |-0,62 |-0,22 |-0,82** | 0,65* | 0,67* | 1,00 0,72* | 0,42
ALIMENTACION
LREA -0,46 | -0,55 |-0,59 |-0,25 |-0,77* |0,14 | 0,53 | 0,72* 1,00 | 0,78*
CONG -0,43 | - -0,43 | -0,26 | -0,45 -0,23 | 0,16 | 0,42 0,78* | 1,00
0,72*

Actividad: Trans (nimero de transiciones), Velo (cm/seg) (velocidad promedio cm/seg), Ausa (dreas usadas); Agresivi-

dad: Lpen (seg) (latencia en segundos al primer enfoque), Mord (nimero de mordiscos), Coagr (comportamientos agre-

sivos), Cong (seg) (tiempo en segundos mostrando congelamiento); Alimentacion: Lrea (seg) (latencia en segundos para

realimentarse), Cong (seg) (tiempo en segundos mostrando congelamiento). Cuadros grises indican consistencias entre
contextos.

TABLA 3.5. COEFICIENTE DE CORRELACION DE SPEARMAN, para los diferentes contextos en indi-
viduos R de ambos sexos (asterisco indica relaciones que son estadisticamente
significantes entre contextos. *p<0,05; **p<0,01).

DISCUSION

Los resultados de nuestro estudio revelan que la prueba de toma de riesgo en grupos es una prueba
adecuada para evaluar el comportamiento de los individuos a través del tiempo y en diferentes
contextos. La importancia de seleccionar una prueba adecuada que separe a los individuos con dife-
rentes comportamientos es crucial, para no enmascarar los resultados de evaluaciones de la perso-
nalidad en el mismo contexto y situacion o en diferentes contextos o situaciones (Sih et al., 2004a;
Burns, 2008). La toma de riesgo en grupos se ha utilizado con éxito para separar individuos que han
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mostrado consistencia en la personalidad en diferentes contextos (Huntingford, 1976), comporta-
miento y parametros fisioldgicos (Huntingford et al., 2010), comportamiento y tamafo del cuerpo
(Brown and Braithwaite, 2004) y para la interpretacion de datos moleculares de individuos con
diferentes personalidades (Mackenzie et al., 2009).

No existe evidencia en nuestro estudio de que las diferencias en comportamientos observadas a
través de contextos en ambas subpoblaciones este relacionada con diferencias en peso, longitud
total o el factor de condicién de Fulton, como se ha descrito en la literatura para otras especies de
peces como por ejemplo en poecillidos (Brown et al., 2007).

CONSISTENCIA EN EL TIEMPO DE LA PERSONALIDAD

En nuestro estudio nosotros no podemos hablar de estabilidad de la conducta de P y R en el tiempo
ya que al trabajar con una especie que muestra un comportamiento gregario shoals, los peces no
permanecieron separados individualmente o pudieron ser marcado con algun tipo de sefial que
permitiera la identificacion individual al momento de realizar la reprueba 10 meses después (Buda-
ev et al., 1999). Sin embargo, los peces de las subpoblaciones P y R mostraron estabilidad en cada
contexto y consistencia entre contextos 10 meses después de la primera prueba de toma de riesgo
en grupos (reprueba), lo que nos hace pensar que también existe algin tipo de consistencia en el
tiempo (Budaev and Zworykin, 2002; Toms et al., 2010). Apoyamos nuestras afirmaciones basadas
en los siguientes aspectos:

(1) El porcentaje de individuos de la conducta P y R fueron mayores en las subpoblacio-
nes P y R que en PB, cuando se evaluaron en la reprueba 10 meses después,

(2) no existen peces R en la subpoblacion P de acuerdo a las latencias de salida del refu-
gio en la reprueba y solo existe un 8% de peces proactivos en la subpoblacion R, en la re-
prueba,

(3) el promedio de la latencia grupal de la subpoblaciéon P es menor que la de PB indi-
cando un alto porcentaje de individuos P, y la latencia grupal de R es mayor que la de
PB, indicando un mayor porcentaje de individuos R y

(4) el andlisis de la interaccion de las subpoblaciones con el tiempo (prueba, reprueba)
muestra que las diferencias en latencias se mantiene entre subpoblaciones cuando reali-
zamos la reprueba 10 meses después, ademds no existe diferencias en las latencias entre
la primera prueba y la reprueba en ninguna de los dos grupos conductuales.

ESTABILIDAD A TRAVES DE LOS CONTEXTOS

Las dos subpoblaciones mostraron estabilidad en comportamiento, cuando se evaluaron en dife-
rentes contextos (Budaev and Zwoorykin, 2002), similares a los descritos en la literatura para el
proactivo-reactivo coping style (Koolhaas et al., 1999; Réale and Festa-Bianchet, 2003; Korte et al.,
2005). Ambas subpoblaciones mostraron variaciones en el comportamiento en las pruebas excepto
en la de actividad. En la prueba de actividad una probable explicacion de la falta de diferencia puede
ser que los individuos durante el periodo de habituacion tuvieron acceso a la totalidad del tanque
de prueba, familiarizandose con el ambiente nuevo y reduciendo los efectos estresantes del nuevo
ambiente al momento de registrar las variables (Leussis and Bolivar, 2006; Steward et al., 2013). Por
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otro lado probablemente la falta de diferencia en comportamiento entre ambas conductas esté apo-
yada por el hecho que el concepto de personalidad indica que el individuo puede reaccionar con
patrones alternativos de respuesta (Treit, 1989; Veenema et al., 2005), y en nuestro estudio la eva-
luacidn del nivel de actividad se realizo sin confrontar el individuo con un desafio que le otorgara la
posibilidad de elegir patrones alternativos de respuesta. Adicionalmente otras limitaciones de ca-
racter técnico impidieron el registro del comportamiento del individuo a nivel vertical. El uso de las
diferentes zonas de la columna de agua por el pez cebra se ha utilizado como medida para medir el
grado de estrés de los individuos, con individuos mas estresados (reactivos), ocupando las zonas del
fondo del tanque de prueba y con individuos menos estresados (proactivos), desplazandose por la
totalidad de la columna de agua (Barcellos et al., 2007).

La agresividad es uno de los componentes mas importante que son utilizados para evaluar diferen-
cias entre individuos a nivel de comportamiento (Bakker, 1986; Wilson et al., 1994), y se ha em-
pleado como un patrén de comportamiento para seleccionar lineas genéticas conductuales
(Oortmerssen and Bakker, 1981). En nuestro estudio los peces P mostraron altos niveles de agre-
sién cuando se confrontaron con su propia imagen en la prueba del espejo estos resultados son
consistentes a los reportes de la literatura para individuos P (Budaev, 1997; Budaev et al., 1999;
Moretz et al., 2007a, 2007b; Archard and Braithwaite, 2011; Riebli et al., 2011). Por otro lado los
peces R también mostraron comportamientos que se corresponden con los descritos en la prueba
del espejo para individuos R, mostrando comportamientos poco agresivos hacia el reflejo de su
propia imagen y sobre todo alta inmovilidad lo que en la literatura se denomina comportamiento
de congelamiento o “freezing”, caracteristico del individuo reactivo (Templeton and Shriner, 2004;
Blaser and Gerlai, 2006; Burn, 2008).

En la prueba de alimentacion los peces mostraron patrones divergentes de comportamiento, con
los peces P reasumiendo la alimentacion significativamente mas rapido que los peces R. Un patrén
similar de comportamiento se ha descrito para trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), en donde
individuos seleccionados por bajos niveles de cortisol basal (LR), con patrones de comportamiento
similares a los peces P, reasumen mas rdpido la alimentacion después de ser sometidos a una situa-
cion estresante (Qverli et al., 2002; Qverli et al., 2007; Basic et al., 2012). Los mismos resultados se
han reportado en salmoén del Atlantico (Salmo salar), de un programa de selecciéon de grupos de
familias desarrollado por Norwegian comercial breeding company (Kittilsen et al., 2009). Los peces
R pasaron mas tiempo mostrando comportamiento de congelamiento, lo que sugiere que las condi-
ciones estresantes les afectan mas aunque no representen un riesgo potencial para ellos, lo que po-
siblemente se relaciona a un mayor reactividad del eje Hipotalamo-pituitaria-interenal (HPI por sus
siglas en ingles) (Koolhaas et al., 1999; Meager et al., 2012). Estos resultados de las diferencias en
comportamientos entre contextos pueden tener importantes implicaciones en el campo de la acui-
cultura en donde las condiciones ambientales generadas por el proceso de produccién propician
ciertas situaciones como la abundancia de comida que favorecen a individuos con alta agresividad y
con mayor disposicién a realimentarse después de algtiin estrés caracteristicos de la conducta P
(Mueller and Diamond, 2001).

CONSISTENCIA A TRAVES DE CONTEXTOS

En nuestro estudio mostramos consistencia de la personalidad de ambas subpoblaciones entre con-
textos. En los peces P existe una correlacion positiva significante (r=0,83, p<0,01), entre comporta-
mientos agresivos y tiempo para reasumir la alimentacién después de una situacién estresante. Los
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peces R mostraron una correlacion positiva mas débil entre agresividad y latencia para reasumir la
alimentacion (r=0,72< 0,05).

Una relacion positiva entre agresividad y latencias para reasumir la alimentacion después de una
situacion estresante en peces se ha reportado en la literatura en poblaciones juveniles no seleccio-
nadas de trucha arco iris (Qverli et al., 2004). Similares resultados fueron encontrados en poblacio-
nes de trucha arco iris seleccionadas por bajos y altos niveles de cortisol (@verli et al., 2007). Sin
embargo en pez cebra de tres cepas diferentes no se encontré correlacion entre agresividad y laten-
cia para reasumir la alimentaciéon (Moretz, et al., 2007a).

Estos resultados sugieren que a pesar de que ambas lineas muestran consistencias a través de dife-
rentes contextos, existen diferencias en la expresion de las consistencias. Los peces P muestran una
consistencia mucho mas fuerte entre agresividad y latencia para reasumir la alimentacién que los
peces R, la débil correlacion entre contextos mostrada por lo peces R, puede indicar que ajustan su
comportamiento a través de los contextos, indicando una mayor plasticidad (Frost et al., 2007). A
pesar de no poder evaluar consistencia en el tiempo, nosotros encontramos consistencia a través de
los contextos 10 meses después de iniciado el estudio, lo que sugiere consistencia en el tiempo, por
lo que nuestros resultados de manera indirecta coinciden con los resultados obtenidos por Carere et
al., (2005), en donde las lineas de aves (Parus major), seleccionadas conductualmente por lenta
exploracion mostraron un comportamiento variable a través del tiempo.

En conclusion este es el primer estudio que muestra consistencia de la personalidad en el tiempo y
entre contextos en el mismo grupo de individuos en el pez cebra (D. rerio). Nuestros resultados
muestran diferencias entre las dos subpoblaciones en la personalidad. Los peces R de manera gene-
ral mostraron mayores sintomas de estrés, esto es importante pues en el caso de acuicultura donde
existen condiciones que propician el estrés como, altas densidades, diferentes técnicas de manejo y
alimentacion, individuos que se estresan facilmente, pueden tener mayor susceptibilidad a las en-
fermedades y por lo tanto menores tasas de crecimiento (Koolhaas et al., 2007; Koolhaas, 2008,
Strand et al., 2007; Silva et al., 2010). En cambio los peces P mostraron menos susceptibilidad a las
situaciones estresantes, lo que los hace mas apropiados para las condiciones de acuicultura, en don-
de individuos que reasumen mas rapido la alimentacién y son mas agresivos pueden alcanzar mejo-
res tasas de crecimiento (Qverli et al., 2002; Biro and Stamp, 2008) Sin embargo hay que tomar en
cuenta que individuos agresivos pueden presentar una mayor tasa de lesiones mecanicas que pue-
dan afectar tasas de crecimiento (Strand et al., 2007). La incorporacién de la prueba de toma de
riesgo en grupos en los programas de selecciéon empleados en acuicultura puede ser una herramien-
ta apropiada para seleccionar individuos que presenten bajos niveles de estrés, resistencia a enfer-
medades y altas tasas de crecimiento caracteristicas economicamente deseables. A nivel de las im-
plicaciones ecoldgicas los resultados de nuestro estudio deben ser tomados con cautela, ya que
existen otras variables ambientales que pueden condicionar la consistencia mostrada como puede
ser el nivel de depredacion, abundancia de recursos y competicion (Lahti et al., 2002; Dingemanse
et al., 2009).
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INTRODUCCION

Los individuos presentan variaciones en las respuestas de comportamiento para afrontar estimulos
ambientales; en muchos casos estas variaciones en respuestas son consistentes a través del tiempo y
en diferentes contextos o situaciones (Koolhaas et al., 1999; Gosling, 2001; Sih et al., 2004a; Reale et
al., 2007), en otros casos no existe tal consistencia, y los individuos son flexibles en sus patrones de
respuestas (Briffa et al., 2008; Stamps and Groothuis, 2010). Estos patrones de respuesta tienen
importantes implicaciones ecoldgicas y evolutivas (Johansen et al., 2012; Chapman et al., 2010), que
pueden ser ventajosas en algunos contextos y desventajosos en otros (Dall et al., 2004; Frost et al.,
2007).

El termino flexibilidad de comportamiento se define como la habilidad de un individuo para res-
ponder directamente y ajustar su comportamiento a estimulos ambientales (Coppens et al., 2010).
La flexibilidad de comportamiento puede estar determinada por las experiencias previas en el am-
biente de crianza (Sinn et al., 2008), o en el momento en que el animal es desafiado (Briffa et al.,
2008). La flexibilidad refleja la influencia del estimulo ambiental en el comportamiento mostrado
por un individuo (Stamps and Groothuis, 2010). La relacion entre flexibilidad de comportamientos
con otros rasgos de la personalidad se ha estudiado en diferentes grupos taxonémicos como molus-
cos (Wilson et al., 2012), reptiles (Carter et al., 2012), insectos (Kralj-Fiser and Schneider, 2012),
aves (Dingemanse et al., 2012), mamiferos (Martin and Réale, 2008) y peces (Chapman et al., 2010,
Ruiz-Gémez et al., 2011; Heatwole and Fulton, 2013; Adriaenssens and Johnsson, 2013; Serensen et
al., 2013).

Estos patrones de respuesta a estimulos ambientales también se han estudiado en animales modelos
provenientes de programas de seleccion bidireccional o en individuos separados previamente por
una prueba de comportamiento. La divergencia en las respuestas ha sido consistente en las lineas de
las diferentes especies: por un lado los individuos P prestan poca atencion al estimulo ambiental, su
respuesta esta organizada internamente de forma bastante rigida y son mds propensos a desarrollar
rutinas. Contrariamente, los individuos R sus respuestas estin mas condicionadas a estimulos am-
bientales ajustando sus patrones de comportamiento mostrando mayor flexibilidad (Coppens et al.,
2010; Koolhass et al., 2010). Ratas y ratones machos, provenientes de un programa de seleccién
bidireccional de comportamiento se sometieron a pequefias variaciones interiores o exteriores del
aparato de prueba que modificaban las condiciones ambientales aprendidas durante el proceso de
entrenamiento y en ambos grupos los machos P prestaron poca atencién al cambio y siguieron
normalmente la rutina aprendida, por el contrario los R mostraron respuestas al estimulo ambien-
tal tomando mas tiempo en desempenar las tareas aprendidas (Benus et al., 1990). Asi mismo Bol-
huis et al., (2004), reportaron que cerdos separados previamente como P y R en resistance back test
se entrenaron para alimentarse en uno de los brazos de un laberinto T, cuando la zona de alimenta-
cion se revertio los cerdos P tenian mayor dificultad en ajustar su comportamiento que los cerdos
R. Con estas observaciones la autora sugiere que las respuestas de comportamiento de los cerdos P
estan basadas en experiencias previas y por lo tanto son mas rutinarios.

En el caso de peces, lineas de trucha arco iris seleccionadas por bajo o altos niveles basales de corti-
sol (LR, HR respectivamente), se han reportado diferencias entre LR y HR en sus respuestas a esti-
mulos ambientales y por lo tanto en el nivel de flexibilidad. Ruiz-Gémez et al., (2011), reportaron
diferencias en las latencias para alimentarse cuando los peces se confrontaron con un objeto nuevo
o cuando la comida se colocé fuera de la zona de alimentacidn, la latencia de LR fue baja en presen-
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cia del objeto nuevo, pero alta cuando la comida se cambié de posiciéon comparada con HR, por lo
que la autora sugiere que LR es mas propensa a desarrollar rutinas y por el contrario HR sus res-
puestas son condicionadas por el estimulo ambiental.

Nuestro laboratorio ha desarrollado un programa bidireccional de seleccion de lineas de pez cebra
por sus personalidades frente a la toma de riesgo en grupos (Mackenzie et al., 2009), el cual muestra
patrones de comportamiento similares a los descritos para trucha arco iris seleccionada por sus
niveles basales de cortisol. En un estudio anterior (ver CAPITULO 3) demostramos que existe consisten-
cia en los estilos de afrontamiento de ambas lineas probadas en diferentes contextos, sin embargo la
fortaleza de la consistencia fue diferente, P mostré una consistencia mayor que R, lo que parece
apuntar a que R presenta mayor flexibilidad en el comportamiento.

Con estos antecedentes nos planteamos como objetivo principal de este estudio investigar si P y R
de D. rerio, difieren en sus respuestas a estimulos ambientales y en la formacién de rutinas, para
alcanzar este objetivo nos planteamos las siguientes hip6tesis.

Existen diferencias en la flexibilidad del comportamiento entre P y R frente a estimulos ambientales.
Existen diferencias en la capacidad de desarrollar un comportamiento rutinario entre Py R.
Hay diferencia en consistencia entre P y R en diferentes situaciones en un mismo contexto.

MATERIAL Y METODOS
PECES, MANEJO Y ESTABULACION

Se emplearon un total de veinte individuos (N=20), diez de cada personalidad, con una relaciéon
hembra macho de 1,5:1. Los peces experimentales provenian de la primera generacion del progra-
ma de seleccion bidireccional por personalidades con edades aproximadas de 7 meses. El experi-
mento se desarroll6 en la Facultad de Biociencias de la Universitat Autonoma de Barcelona. Las
condiciones de estabulacion, manejo, alimentacion, temperatura, concentraciéon de oxigeno, foto-
periodo y control de los parametros de calidad del agua son las mismas descritas en el CAPITULO 2 de
este trabajo.

DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se diseid para evaluar la respuesta a estimulos ambientales y la formacién de ruti-
nas en pez cebra Danio rerio previamente seleccionados por su personalidad. Se adapt6 de los expe-
rimentos realizados en mamiferos de granja (Bolhuis, et al., 2004), roedores (Benus, et al., 1987) y
otras especies de peces (Frost et al., 2007, Ruiz-Gomez et al., 2011). Se seleccionaron peces adultos
de ambos sexos mayores de 7 meses. Dos semanas antes de realizar el experimento los individuos se
separaron por la prueba de toma de riesgos en grupos en tres categorias conductuales, proactivo
(P), intermedio (I) y reactivo (R) (Mackenzie et al., 2009). Los peces I se descartaron en este expe-
rimento. Diez peces P y diez de R se estabularon en tanques de vidrio de 20 litros debidamente eti-
quetados con la categoria conductual correspondiente. Cada tanque se equipd previamente con
grava en el fondo, calentadores y un sistema de aireacion, igualando las condiciones a los tanques
stock. Una semana antes de iniciar el experimento se determind el sexo (Niisslein-Volhard and
Dahm, 2002; Spence et al., 2006; von Krogh et al., 2010,), se pesaron, se registrd la longitud total y
se determind el factor de condicion de Fulton (Carlander, 1950; Goetz et al., 2010), de cada uno de
los individuos experimentales. El experimento consistié en un periodo inicial de entrenamiento,
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donde la mitad de los individuos de cada tipo de personalidad se entrenaron para alimentarse en el
lado derecho y la otra mitad en el lado izquierdo del tanque de prueba, suministrando dos comidas
al dia, consistente en tres larvas de gusanos rojos. Una vez los individuos alcanzaron el correcto
desempeiio de las tareas de aprendizaje se sometieron a una modificacién ambiental introduciendo
un objeto nuevo desconocido para ellos en la trayectoria de nado para alimentarse. Después de la
exposicion al objeto nuevo los individuos se reforzaron con 5 comidas consecutivas, siguiendo el
mismo protocolo del periodo de entrenamiento. Finalizado el periodo de refuerzo, la posicion de
alimentacion se revertié durante 6 comidas consecutivas. Durante la totalidad del desarrollo del
experimento se evaluaron las mismas variables; latencia para alimentarse, tiempo en el refugio y
numero de errores cometidos (ver FIGURA4.1).

Entrenamiento Reforzamiento
Dial: Dia 6: Dia 8:
Reasumir la Nuevo objeto Reversion de la zona de

alimentacion alimentacion

l l l

INicio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Final

NUmero de comidas

FIGURA 4.1. FLUJO DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL, para establecer respuestas a estimulos
ambientales y formacién de rutinas en peces P y R.

TOMA DE RIESGO EN GRUPOS

Los peces se separaron por sus estilos de afrontamiento, mediante la prueba de toma de riesgo en
grupos siguiendo la misma metodologia y criterios descritos en el CAPITULO 2, para separar por tres
categorias de toma de riesgo, P, I y R. Los peces I se descartaron para este experimento.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

Diez individuos P y diez R (6 hembras y 4 machos) se pesaron, se registré su longitud total y se
determino el factor de condiciéon de Fulton para cada uno de ellos. Se estabularon de acuerdo a la
personalidad en grupos de ambos sexos, en tanque de vidrio de 20 litros. Se sometieron a un perio-
do de habituacién de una semana para sustituir el pienso seco y himedo por larvas descongeladas
de gusanos rojos (Chironomid, Ocean Nutrition®, Esse, Belgium). La temperatura, la concentracion
de oxigeno y el fotoperiodo se mantuvieron con valores similares a los de los tanques stock.

TANQUE DE PRUEBA

El tanque de prueba consistié en un tanque de plastico gris de 40 litros (ver FIGURA4.2). Internamente
se dividi6 en dos secciones. La primera seccion se establecié en uno de los extremos del tanque,
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aproximadamente en % de su longitud, colocando un separador negro de PVC y un cristal, for-
mando un drea de refugio, esta permanecié cubierta durante la totalidad de la prueba. El extremo
de la segunda seccion del tanque (ambiente nuevo), se dividié en dos secciones, un area abierta y
una zona de alimentacién establecida en el extremo opuesto al refugio. La zona de alimentacién se
dividié en una zona derecha y otra izquierda con un separador negro de PVC de 18,5 cm de largo
insertado herméticamente al tanque de prueba. Cada una de las zonas de alimentacion se equip6
con una placa de Petri de 55 milimetros utilizada para colocar el alimento.

| 48,0 cm |

Q

Area abierta .Zona de. Apsem
18,5 cm alimentacion

18,5 cm
O

FIGURA 4.2. DIAGRAMA DEL TANQUE EXPERIMENTAL empleado mostrando el area de refugio y
las dos subdivisiones del ambiente nuevo formadas por el area abierta y la zona
de alimentacidn. La linea entrecortada marca el inicio de la zona de alimentacién,
cada zona de alimentacion estaba equipada con una placa de Petri.

LATENCIA PARA REASUMIR LA ALIMENTACION DESPUES DE UNA SITUACION ESTRESANTE

La primera parte del experimento se diseiid para medir la respuesta de los individuos a un ambiente
nuevo (novel environment test). Cada pez se evalud individualmente. Las secuencias de observacio-
nes se realizaron siguiendo una serie alterna en base a la personalidad, iniciando con P seguido de R
hasta culminar la totalidad de la prueba. Los individuos de cada personalidad se separaron en dos
grupos con igual proporcion de sexos. Cada grupo (mitad de los individuos de cada personalidad)
se alimento en la zona derecha o izquierda del tanque. Cada pez se transfiri6 individualmente del
tanque de habituacion a la zona de refugio del tanque de prueba. El periodo de habituacion se esta-
bleci6 en 10 minutos, periodo que le permitié al pez reducir el estrés de la manipulacién. Finalizado
los primeros 5 minutos del periodo de habituacién el separador negro de PVC se retir6é permitién-
dole al pez tener contacto visual con el area abierta del tanque. Transcurrido 8 minutos del periodo
de habituacion, tres gusanos rojos (Chironomid) se liberaron con la ayuda de una pipeta Pasteur en
la columna de agua de la zona de alimentacion asignada, permitiéndole al pez establecer contacto
visual con el alimento. Al finalizar el periodo de habituacion el separador de cristal se elevé desde
atrds a través de un sistema de poleas, iniciando el periodo de prueba de 5 minutos.
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Evaluamos la latencia para reasumir el comportamiento de alimentacion después de una situacion
estresante, tiempo de permanencia en el refugio y el niimero de errores cometidos. La latencia para
reasumir la alimentacion se definié como el tiempo que el pez tarda en capturar el primer gusano.
Tiempo de permanencia en el refugio se definié como el tiempo que el individuo permanece bajo el
area cubierta de uno de los extremos del tanque que funciona como refugio durante el periodo de
habituacion. Un error se definié como el nimero de veces que el individuo sobrepasa en una longi-
tud de su cuerpo una linea imaginaria trazada al inicio de la zona de alimentacion incorrecta. Fina-
lizada la prueba los individuos se transfirieron individualmente a tanques de vidrio de 6 litros
(25,5x14x17cm) debidamente etiquetados con la personalidad correspondiente, y la zona de ali-
mentacion asignada (derecha/izquierda). La totalidad del agua del tanque de prueba se cambié en-
tre cada prueba, evitando sefiales quimicas que interfieran con el comportamiento del siguiente
individuo.

PERIODO DE ENTRENAMIENTO

Todos los peces se alimentaron dos veces al dia siguiendo el orden de la primera alimentaciéon. A
partir de la segunda alimentacion (primer dia en la tarde), hasta el final del experimento, el alimen-
to se suministré en la placa de Petri, colocado previamente al momento de transferir el pez al refu-
gio. Sin embargo los peces podian mantener contacto visual con el alimento dentro de la placa Petri
al momento que el separador negro es retirado durante el periodo de habituacion. El periodo de
habituacion y prueba son similares a los establecidos en la primera alimentacién. Los criterios em-
pleados para definir si los individuos han realizado correctamente el proceso de aprendizaje se esta-
blecié de la siguiente manera, que atrapen el primer gusano antes de 10 segundos, y no cometan
ningun error para encontrarlo. Durante el periodo de entrenamiento evaluamos las mismas varia-
bles registradas durante la observacion de reasuncion de la alimentacion.

OBJETO NUEVO (RESPUESTA A ESTIMULOS AMBIENTALES)

Finalizado el proceso de aprendizaje los peces se sometieron a una modificaciéon ambiental consis-
tente en la insercion de un objeto nuevo en la trayectoria seguida por los individuos para alimentar-
se. El objeto nuevo consistié de una figura de Lego® de color rojo (6 x 3 x 2,5 mm, largo, ancho,
altura, milimetros,), el cual se suspendi6 en la mitad de la columna de agua, 5 centimetros detras de
la linea imaginaria trazada al inicio de la zona de alimentacién. La prueba solo se evalué durante la
alimentacion de la mafana. El procedimiento seguido es similar al descrito en el periodo de entre-
namiento. Las variables evaluadas son las mismas registradas durante el proceso de entrenamiento.
Terminada la sesion el objeto nuevo se retir y la totalidad del agua se cambié.

PERIODO DE REFUERZO

Una vez el objeto nuevo se retir6 los peces se sometieron a un periodo de refuerzo donde se alimen-
taron siguiendo las condiciones originales que se implementaron durante el periodo de entrena-
miento. Las variables registradas son las mismas que se registraron durante el periodo de entrena-
miento.

REVERSION DE LA ZONA DE ALIMENTACION (FORMACION DE RUTINAS)

Finalizado el periodo de refuerzo los peces se evaluaron por su capacidad de formar rutinas. La
prueba consistio en la reversion de la zona de alimentacion. Durante esta prueba a los peces que se
entrenaron para alimentarse en la zona derecha, se les coloco el alimento en la zona izquierda y
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viceversa. La prueba evalu6 el desempeno de los individuos durante 6 comidas consecutivas (tres
dias). Las variables registradas son las mismas del periodo de entrenamiento.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables evaluadas durante toda la fase experimental se examinaron por la prueba de Levene de
homogeneidad de varianzas para verificar si mostraban una distribucién normal. Aquellas variables
no normales se normalizaron empleando el logaritmo 10 (var+1). Las variables con distribucién
normal se analizaron empleando la prueba de t de Student, aquellas variables que permanecieron
con una distribucién no normal después de la transformacion logaritmica se evaluaron empleando
las pruebas no paramétricas de Mann-Whitney.

RESULTADOS
REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

La TABLA 4.1 con los resultados de la prueba t muestra que los animales P y R seleccionados para rea-
lizar el experimento no mostraron diferencias significativas en el peso, longitud total y en el factor
de condicién de Fulton.

P (N=10) R (N=10)
VARIABLE MEDIA=DE MEDIA=DE t p
Peso 0,798+0,11 0,825+0,12 -0,522 0,607
LT 42,03+0,97 42,47+1,12 -0,947 0,356
K 1,07+0,12 1,07+0,11 -0,007 0,993

TABLA 4.1. MEDIA (= DE Y RESULTADOS DE LA PRUEBA T de peso (g), longitud total (LT) y fac-

tor de condicién de Fulton (K), en peces cebra P y R, evaluados por la prueba de

toma de riesgo en grupos (asterisco indica diferencias significativas entre P y R.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

LATENCIAS PARA REASUMIR LA ALIMENTACION DESPUES DE UNA SITUACION ESTRESANTE

Los resultados muestran que los peces P, reasumieron la alimentaciéon mas rapido, (t= -4,56,
p=0,0002, DF=18), pasaron menos tiempo en el refugio cuando son confrontados con una nueva
situacion (t=-5,47, p=0,00003, DF=18) y cometieron menos errores para encontrar la comida (t= -
2,56, p=0,019, DF=18) que los peces R (ver FIGURAS 4.3, 4.4y 4.5 respectivamente).
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FIGURA 4.3. MEDIA (= DE) DE LA LATENCIA EN SEGUNDOS que los individuos P y R tomaron para
realimentarse, cuando son confrontados con un ambiente nuevo. **p<0,001.

2.5 kKK

log tiempo (seqg)

FIGURA 4.4. MEDIA (= DE) DEL LOGARITMO DE TIEMPO EN SEGUNDOS que los individuos P y R per-
manecieron en el refugio, cuando son confrontados con un ambiente nuevo.

**p<0,001.

numero de errores
o
L

FIGURA 4.5. MEDIA (= DE) DEL NUMERO DE ERRORES que los individuos P y R cometieron,
cuando son confrontados con un ambiente nuevo. *p<0,05.
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PERIODO DE ENTRENAMIENTO

La FIGURA 4.6 muestra que los peces P tomaron menos tiempo que los peces R en desempefar correc-
tamente los criterios establecidos para realizar las tareas durante el periodo de aprendizaje (t=-6,18,
p< 0,0001, DF=18). En la TABLA 42 se muestran los resultados de las latencias para realimentarse,
tiempo en el refugio y errores cometidos, durante el periodo de entrenamiento.

101 % % %

numero de comidas

FIGURA 4.6. MEDIA (= DE) DEL NUMERO DE COMIDAS que los individuos P y R necesitaron para
el correcto desempeno de las tareas durante el periodo de entrenamiento,

**p<0,001.
LATENCIA PARA TIEMPO EN EL REFUBIO
COMIDAS | CONDUCTA ALIMENTARSE ERRORES

P 126,9+33,1 6,00 26,4+11,1 5,00 4,1%1,3 20,50
1 R 201,5+39,6 | p=0,0008 | 108,6+57,5 | P=0,0006 | 57+1,5| p=0,02

P 119,0+23,4 0,00 20,616,8 0,00 3,8+1,1 16,00
2 R 204,6434,9 | p=0,0001 | 123,0+23,7 | P=0,0001 | 5,0+0,7 | p=0,005

P 79,8+8,9 0,00 20,446,4 0,00 1,640,5 0,00
3 R 187,6+44,2 | p=0,0001 | 139,0+27,4 | P=0,0001 | 4,8+0,6 | p=0,000

P 85,1421,1 22,50 27,7#12,9 0,00 2,111 43,00
4 R 105,8+19,0 | p=0,037 | 83,2+24,0 | P=0,0001 | 2,0+0,7 | p=0,57

P 20,6%4,0 0,00 9,443,1 0,00 1,6+0,5 11,00
5 R 120,5+31,2 | p=0,0001 | 90,8+37,3 P=0,0001 | 3,3#1,2 | p=0,002

P 8,11,7 0,00 0 0,00 0,2+0,4 8,00
6 R 95,24+25,8 | p=0,0001 | 41,4+12,1 | P=0,0001 | 1,9+1,1 | p=0,0007

P 8,32,5 1,00 0 0,00 0,10,3 22,50
7 R 21,3+4,0 | p=0,0001 10,2+3,0 P<0,0000 | 1,1%1 p=0,01

P 7,0£1,3 48,00 0 0 45,00
8 R 7,6+2,6 p=0,876 OF 0,1+0,3 p=0,32
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P 6,5+1,2 37,50 0 0 45,00
9 R 6,112 | p=0,328 o | - 0,1#0,3 | p=0,32
P 5,8+1,0 49,50 0 0
10 R 5,9+0,9 p=0,968 I - 0o |

TABLA 4.2. MEDIA (= DEJ Y RESULTADOS DE MANN-WHITNEY DE LATENCIA para alimentarse, tiempo
en el refugio y numero de errores cometidos, por individuos P y R sometidos a
un periodo de entrenamiento.

OBJETO NUEVO

La FIGURA 4.7 muestra que los peces R tomaron mas tiempo en alimentarse que los peces P cuando un
objeto nuevo se adiciond en la trayectoria seguida por los individuos para alcanzar la zona de ali-
mentacion correcta (t=-3,37, p= 0,003, DF=18). Esta respuesta se debe principalmente a que los
peces R permanecieron mucho mas tiempo en el refugio que los peces P (Mann-Whitney U= 0,000
p=0,0001, ver FIGURA4.8). Sin embargo no existieron diferencias significativas en el nimero de erro-
res cometidos entre los peces de ambas conductas (t=-1,88, p= 0,075, DF=18).

300+ * %
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latencias (seqg)
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L

FIGURA 4.7. MEDIA (= DE) DE LA LATENCIAS EN SEGUNDOS para encontrar la comida en indivi-
duos P y R, confrontados con un objeto nuevo insertado en la trayectoria de ali-
mentacion. **p<0,01.
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FIGURA 4.8. MEDIA (= DE) DEL TIEMPO EN SEGUNDOS que los individuos P y R permanecieron
en el refugio cuando se confrontaron con un objeto nuevo insertado en la trayec-
toria de alimentacion. ***p<0,001.

REVERSION DE LA ZONA DE ALIMENTACION

El resultado de la prueba t muestra que no existe diferencia significativa entre P y R cuando la zona
de alimentacién se revirtié por primera vez (t=1,55, p=0,13, DF=18). La FIGURA 49 muestra que los
peces P cometen mas errores para encontrar la comida que los peces R cuando la zona de alimenta-
cidn se revirtio por primera vez (t=4,54, p=0,0002, DF=18).

* % %

ndmero de errores

FIGURA 4.9. MEDIA (= DE) DEL NUMERO DE ERRORES COMETIDOS para encontrar la comida en in-
dividuos P y R, cuando la zona de alimentacion se revirtié por primera vez.
**p<0,001.

Sin embargo los resultados muestran que los peces R permanecieron mucho mas tiempo en el refu-
gio que los peces P, cuando se revirtid la zona de alimentacion (t= -3,69, p= 0,001, DF= 18, ver FIGU-
RA4.10).
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FIGURA 4.10. MEDIA (= DE DEL TIEMPO EN SEGUNDOS que los individuos P y R, permanecen en
el refugio cuando la zona de alimentacién se revirtié por primera vez. **p<0,01.

La FIGURA 4.11 muestra que los peces P demoraron mas tiempo en alcanzar el correcto desempefio de
las tareas de aprendizaje establecidas durante el periodo de entrenamiento que los peces R cuando
la zona de alimentacion se revirtié (Mann-Whitney U= 2,500 p= 0,0003).
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FIGURA 4.11. MEDIA (= DE) DEL NOMERD DE COMIDAS NECESARIAS en individuos P y R, para al-
canzar igual desempeno de las tareas que durante la fase de entrenamiento, des-
pués de revertir la zona de alimentacion. ***p<0,001.
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CONSISTENCIA DE LAS LINEAS A TRAVES DE SITUACIONES

Los resultados del coeficiente de correlacion de Spearman de todas las variables en las tres situacio-
nes evaluadas en un mismo contexto muestran que existen diferencias entre P y R. Los peces P
muestran correlaciones negativas entre el objeto nuevo y la latencia para alimentarse cuando la
posicion de la comida se revirtié (ver TABLA 4.3). Por el contrario los peces R no mostraron ninguna

correlacion entre las tres situaciones evaluadas (ver TABLA4.4).

ALIMENTACION O0BJETO NUEVO REVERSION

PRUEBA LA TR E LA TR E LA TR E
ALIMENTACION

LA 1,00 -0,09 -0,60 -0,03 0,15 0,13 -0,04 -0,43 | -0,43

TR -0,09 1,00 -0,36 0,03 0,01 0,07 0,37 0,42 0,27

E -0,60 | -0,36 1,00 -0,27 -0,42 -0,39 -0,02 0,25 0,08
OBJETO NUEVO

LA -0,03 0,03 -0,27 1,00 0,89*** | 0,87** | -0,72* 0,44 -0,52

TR 0,15 0,01 -0,42 | 0,89%** 1,00 0,98*** | -0,71* 0,33 -0,58

E 0,13 0,07 -0,39 0,87** | 0,98*** 1,00 -0,69* 0,38 -0,53

REVERSION

LA -0,04 0,37 -0,02 -0,72* -0,71* -0,69* 1,00 -0,19 0,52

TR -0,43 0,42 0,25 0,44 0,33 0,38 -0,19 1,00 -0,23

E -0,43 0,27 0,08 -0,52 -0,58 -0,53 0,52 -0,23 1,00

Variables evaluadas en cada uno de las situaciones: LA=latencia para alimentarse (seg); TR=tiempo en el refugio (seg);
E=numero de errores cometidos. Cuadros grises indican consistencias entre situaciones.

significantes. *p<0,05; **p< 0,01, ***p<0,001).

TABLA 4.3. COEFICIENTE DE CORRELACION DE SPEARMAN, para las diferentes situaciones en in-
dividuos P de ambos sexos (asterisco indica relaciones que son estadisticamente

ALIMENTACION OBJETO NUEVO REVERSION
PRUEBA LA TR E LA TR E LA TR E
ALIMENTACION
LA 1,00 | 0,67* -0,11 0,28 0,34 -0,22 -0,16 0,26 -0,58
TR 0,67* 1,00 -0,33 0,01 -0,03 -0,11 0,12 -0,01 0,02
E -0,11 | -0,33 1,00 0,03 0,04 0,57 -0,04 0,42 -0,29
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OBJETO NUEVO
LA 0,28 0,01 0,03 1,00 0,97*** | -0,49 -0,34 0,13 -0,54
TR 0,34 -0,03 0,04 | 0,97*** 1,00 -0,52 -0,35 0,13 -0,62
E -0,22 | -0,11 0,57 -0,49 -0,52 1,00 0,39 0,25 0,20
REVERSION
LA -0,16 0,12 -0,04 -0,34 -0,35 0,39 1,00 0,52 0,46
TR 0,26 -0,01 0,42 0,13 0,13 0,25 0,52 1,00 -0,37
E -0,58 0,02 -0,29 -0,54 -0,62 0,20 0,46 -0,37 1,00

Variables evaluadas en cada uno de los contextos: LA=latencia para alimentarse (seg); TR=tiempo en el refugio (seg);
E=numero de errores cometidos. Cuadros grises indican consistencias entre situaciones.

TABLA 4.4. COEFICIENTE DE CORRELACION DE SPEARMAN, para las diferentes situaciones en in-
dividuos R de ambos sexos (asterisco indica relaciones que son estadisticamente
significantes usando. *p<0,05; ***p<0,001).

DISCUSION

Nuestro estudio muestra que los peces P y R reaccionan con patrones opuestos de respuesta y
muestran diferencias en flexibilidad frente a estimulos ambientales similares a los reportados para
roedores (Koolhaas et al., 1999; Korte et al., 2005), animales de granja (Bolhuis et al., 2004) y otras
especies de peces (Ruiz-Gémez et al., 2011).

En nuestro estudio previo (ver CAPITULO 3) los peces P reasumieron la alimentacién mas rapido cuan-
do fueron confrontados con una nueva situacion. Resultados similares se reportaron en lineas de
trucha arco iris, donde los peces LR reasumen mas rapido la alimentacién después de una situacion
estresante (Qverli et al., 2005). Sin embargo en nuestro estudio anterior los peces no tenian acceso a
un area de refugio que le brindara al individuo la oportunidad de poder reaccionar con patrones
alternativos de respuestas (Treit, 1989; Veenema et al., 2005). En nuestro disefio actual nosotros le
otorgamos la oportunidad de elegir entre salir a alimentarse o permanecer en la seguridad que le
brinda el refugio, el comportamiento mostrado por ambas lineas es similar al del estudio anterior,
donde los peces P reasumieron la alimentacién mas rapido, permanecieron menos tiempo en el
refugio y cometieron menos errores cuando se expusieron a una nueva situacion. En ambos estudio
las latencias para reasumir la alimentacion no estuvo condicionada por diferencias en peso, longi-
tud o factor de condicion de Fulton que puedan sugerir diferencias en tasas metabolicas en reposo
(Biro and Stamp, 2008, 2010; Martins et al., 2011).

Posiblemente las diferencias mostradas entre ambas lineas en las latencias para realimentarse des-
pués de una situacion estresante, estén asociadas a la percepcion de la nueva situacion (Tong, 2010).
Los peces R mostraron sintomas de mayor estrés, con patrones de comportamientos como neofo-
bia, reducida exploracién y miedo, caracteristicos de una alta activacion del eje HPI (Budaev, 1997;
Budaev and Zhuikov, 1998; Koolhaas et al., 1999; Brown and Braithwaite, 2005; Thomas et al.,
2010; Meager et al., 2012).

103



PERIODO DE ENTRENAMIENTO

De forma general los peces P alcanzaron el correcto desempefo de las tareas mas rapido que los
peces R durante el periodo de entrenamiento. Los peces P mostraron una reduccién paulatina entre
cada comida en la latencia para alimentarse, el tiempo en el refugio y el nimero de errores cometi-
dos; por el contrario los peces R mostraron reducciones seguidas muchas veces de incrementos de
las latencias para alimentarse, principalmente debido a una mayor permanencia en la zona de refu-
gio. Esto pareciera indicar que existen diferencias cognitivas temporales en la forma de desempenar
el aprendizaje entre P y R; en la literatura se ha establecido asociaciones entre el nivel cognitivo,
neuroendocrino y de comportamiento en lineas de trucha arco iris (Moreira et al., 2004), también
en Poecilia reticulata se encontrd una relacion positiva entre machos previamente seleccionados
como atrevidos y el desempefio de una tarea asociativa de aprendizaje (Dugatkin and Alfieri, 2003).
Sin embargo nosotros no podemos hablar de diferencias en el aprendizaje, ya que en nuestro estu-
dio todos los peces fueron capaces de desempefiar correctamente las tareas durante el periodo de
entrenamiento y después del primer desafio con el objeto nuevo no existio diferencia entre las li-
neas en las latencias para alimentarse.

OBJETO NUEVO

El correcto desempeiio de las tareas aprendidas durante la fase de entrenamiento se altero dramad-
ticamente en los peces R cuando se confrontaron con un estimulo ambiental en este caso un objeto
nuevo colocado en la ruta seguida por los individuos para alimentarse, en tanto los peces P, mostra-
ron menos signos de ser afectados por el estimulo ambiental. En el estudio actual la mayor latencia
para alimentarse en los peces R esta influenciada por un mayor tiempo de permanencia en el area
refugio lo que probablemente muestra que los individuos tenian la capacidad de evaluar la nueva
situaciéon como potencialmente peligrosa para ellos, sugiriéndonos que las respuestas de compor-
tamiento de R estuvieron relacionadas a la exposicion al estimulo ambiental. Ademds nosotros apo-
yamos nuestra sugerencia en el hecho de que no existieron diferencias en el numero de errores co-
metidos entre P y R, sefialando que los peces R tenian contacto visual con el objeto nuevo desde la
seguridad que les brindaba el refugio antes de tomar el riesgo de ir a alimentarse, esto se reporté en
la literatura en donde algunos autores sugieren que las respuestas en comportamiento puede ser
expresada por la magnitud con que cada individuo percibe y reacciona al estimulo ambiental (Dad-
da et al., 2007; Wolf et al., 2008; Tong, 2010).

Resultados similares mostrada por nuestras lineas conductuales se han reportado en otras especies
de peces, en trucha arco iris de dos lineas (HR y LR,), después de tener desempeiios similares en el
periodo de entrenamiento, HR tomaron mas tiempo en alimentarse que LR cuando se confronta-
ron con un objeto nuevo (Ruiz-Gémez et al., 2011). En mamiferos de laboratorio también se han
encontrado resultados similares, en ratones domésticos (Mus musculus) individuos seleccionados
por una corta latencia de ataque (SAL), con patrones de comportamiento similares a P, no mostra-
ron respuestas a estimulos ambientales colocado dentro del tanque de prueba. Contrariamente ra-
tones de larga latencia de ataque (LAL), mostraron cambios en los patrones de comportamiento
similares a los mostrados por los peces R en el estudio actual (Benus et al., 1991).
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REVERSION DE LA ZONA DE ALIMENTACION

A pesar de que los peces P y R no mostraron diferencias en las latencias para encontrar la comida
cuando se revirtio la zona de alimentacion por primera vez, hubo diferencias en el tiempo de per-
manencia en el refugio y el niimero de errores cometidos que sugieren diferencias en la disposicion
a formar rutinas entre las dos lineas. El mayor niimero de errores cometidos por los individuos P
para encontrar la comida, sugiere que en individuos con este tipo de personalidad una vez aprendi-
das una tarea mantiene el mismo patrén de comportamiento, sugiriendo probablemente el desarro-
llo de rutinas. Nuestras afirmaciones se apoyan en dos observaciones del patron de comportamien-
to adoptado por los peces P:

(1) A pesar que la comida era visible en la nueva posicion los peces P continuaron
buscandola en el lugar donde se entrenaron mostrando un comportamiento rutinario

y

(2) los peces P permanecieron menos tiempo en el refugio que los peces R, indicando
que los individuos P no respondieron al estimulo ambiental (cambio de posicién de la
comida), a pesar de que era visible. Por el contrario los peces R fueron mas propensos
a evaluar el estimulo, demoraron mds tiempo en el refugio evaluando la nueva situa-
cion en este caso la nueva posicion de la comida, una vez el nuevo estimulo se identi-
ficé como una presa y que no representaba una amenaza procedieron a alimentarse,
situacion que se refleja por el menor niimero de errores cometidos.

Resultados similares se han reportado en ratones en donde individuos con un comportamiento P
cometieron un mayor numero de errores para encontrar la nueva posicién de la comida que indivi-
duos R, cuando se produce una modificaciéon ambiental (Benus et al., 1990). En animales de granja
como el caso de cerdos seleccionados como P en la prueba de resistencia (resistance back test), co-
metieron mas errores para encontrar la comida cuando se revirtié de posicion en el brazo opuesto
del laberinto T que cerdos R (Bolhuis ef al., 2004). En peces, Ruiz-Gémez et al., (2011), no encon-
traron diferencias entre HR y LR cuando la comida se revirtié al brazo opuesto de su aparato de
prueba sin embargo cuando la comida se colocé en el drea abierta en donde era visible los peces LR
demoraron mas tiempo para encontrarla, a pesar que nadaban sobre ella, mientras que los peces
HR identificaron la nueva posicion ajustaron su comportamiento aprendido encontrando la comi-
da rapidamente.

Otra diferencia mostrada por las lineas se observé cuando la posicion de la comida es revertida a la
zona contraria, en este caso los peces P demoraron mucho mas tiempo en ajustar su comporta-
miento (ndmero de comidas), insistentemente buscaban la comida en la zona donde habian sido
entrenados, por el contrario los peces R se adaptaron mas rapido a la nueva posicion, este resultado
es similar al reportado en ratones en donde el fotoperiodo se revirtid y los individuos P les tomo
mas tiempo ajustarse al nuevo horario, por el contrario los individuos R se ajustaron inmediata-
mente a la nueva situacion (Benus et al., 1988).

CONSISTENCIA DE LAS LINEAS

En el estudio actual nosotros mostramos consistencia de la personalidad de los peces P frente a
diferentes situaciones en un mismo contexto, los resultados muestran correlaciones negativas sig-
nificantes entre las variables observadas cuando se introdujo un objeto nuevo y la latencia para
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alimentarse cuando la comida se revirtié de posicion (p<0,05). Estas correlaciones mostradas por
los peces P son importantes pues demuestran la incapacidad de modificar un comportamiento
una vez aprendido con mayor predisposicion al desarrollo de rutinas, por el contrario los peces R
a pesar de haber aprendido el correcto desempeno de sus tareas, se mostraron mas propensos a
reaccionar a los estimulos ambientales ajustando sus patrones de comportamiento, por lo tanto
mostrando una mayor flexibilidad. Estos resultados estan en linea con los reportados en Parus ma-
jor, en donde los autores sugieren que los individuos de rapida exploraciéon con patrones de com-
portamiento similares a los peces P mostraron mayor consistencia en sus comportamientos y por lo
tanto desarrollaron comportamientos rutinarios que los individuos de lenta exploracion, similares
en nuestro estudio a los peces R (Verbeek et al., 1994).

En conclusion nosotros mostramos diferencias en como individuos D rerio seleccionados por sus
personalidad en nuestro programa de seleccion bidireccional responden a estimulos ambientales y
su predisposicion a desarrollar flexibilidad de comportamiento. Los peces P mostraron patrones
de comportamientos mas repetitivos una vez aprendida una tarea, similares a los descritos en otras
especies (Koolhaas, et al., 1999; Sih et al., 2004, Ruiz-Gémez et al., 2011), sugiriendo que en esta
linea las experiencias previas adquiridas determinan el estilo de afrontamiento adoptado poste-
riormente frente a un desafio, sugiriendo una mayor predisposiciéon al desarrollo de rutinas
(Koolhaas et al., 2010). Por el contrario los peces R mostraron respuestas de comportamiento aso-
ciadas al estimulo ambiental presente, ajustando sus comportamientos de acuerdo a la situacion
sugiriendo una mayor predisposicion a mostrar flexibilidad de comportamientos (Benus et al.,
1991; Koolhaas et al., 1999, Koolhaas et al., 2010).
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INTRODUCCION

La variacién en comportamientos entre individuos de una poblacién frente a cambios ambientales
esta ampliamente documentada (Wilson, 1998, Frost et al., 2007, Korte et al., 2005). Estas variacio-
nes individuales se ha descrito en varias especies de peces (Sneddon, 2003; Bell, 2005; Martins et al.,
2005; Silva et al., 2010). También se ha reportado que las variaciones individuales en comporta-
miento son estables (Dall et al., 2012), y se describen en la literatura con diversos nombres como
personalidad animal (Gosling and John, 1999), sindromes de comportamiento (Sih et al., 2004a),
temperamento (Réale et al., 2007), y estilos de afrontamiento (coping styles) (Koolhaas et al., 1999).

Varios términos son empleados para categorizar los extremos de la variacion en personalidad, no-
sotros en el presente estudio utilizaremos los términos proactivo-reactivo (P-R), coping style. Los
individuos P se caracterizan por mostrar comportamientos consistentemente mds agresivos, tomar
mas riesgos, ser mas insensibles a cambios ambientales, formar rutinas, prosperar en ambientes
estables ricos en recursos con altas densidades, reproduccion temprana y sus niveles de cortisol
basal son bajos. En cambio los individuos R muestran patrones de comportamiento opuestos a los
descritos para los individuos P y sus niveles basales de cortisol son altos (Korte et al, 2005; Stamps,
2007; Jones and Godin, 2010; Koolhaas et al., 2010; Martins et al., 2011).

Los rasgos de personalidad utilizados por el individuo para afrontar con las diferentes variaciones
ambientales tienen implicaciones directas en su eficacia bioldgica o fitness (Drent et al., 2003;
Koolhaas et al., 2010). En algunas especies se ha mostrado la relaciéon de la conducta con la fitness,
como el caso de ovejas de cuerno largo (Ovis canadensis) en donde el comportamiento de individuo
atrevido bold correlaciona positivamente con una mayor supervivencia en tiempos de alta presion
de predacion (Réale and Festa-Bianchet, 2003). Igualmente en estudios realizados con lineas con-
ductuales de aves (Parus major), se encontré que una rapida exploracion esta relacionada positiva-
mente con la agresividad y la competencia, y sus consecuencias a nivel de la fitness se refleja en una
mayor supervivencia anual de los adultos (Verbeek et al., 1999; Dingemanse et al., 2004). En peces
existe poca literatura que examine la relacion de la personalidad con la fitness de la especie (Dugat-
king, 1992; Godin and Davis, 1995; Ariyomo and Watt, 2012). Ademas existen evidencias de que la
personalidad esta relacionada a éxitos reproductivos, y otros rasgos relacionados como la supervi-
vencia de las crias. La idea general es que individuos P muestran un mayor éxito reproductivo y
mejores tasas de crecimiento que individuos R (Both et al., 2005; Réale et al., 2009; Silva et al., 2010;
Niemela et al., 2013).

El pez cebra es un pequefio ciprinido originario del Sur de Asia, y se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en India, Bangladesh, Nepal, Myanmar y Pakistan (Lawrence, 2007). Su reproduccién en
la naturaleza esta asociada al monzon, sin embargo bajo condiciones de laboratorio se reproduce
durante todo el afio (Spence and Smith, 2006). Los articulos relacionados con ciertos parametros
reproductivos en esta especie son variados (Spence et al., 2008). Sin embargo variables como el
tamafo de puestas en hembras se ha relacionado con intervalo entre puestas, edad y tamafio de la
hembra (Eaton and Farley, 1974; Spence and Smith, 2006; Uusi-Hiekkild et al., 2012). En la literatu-
ra existe solo un articulo (trabajo) que relaciona aspectos de la personalidad con éxitos reproducti-
vos en peces cebras machos (Ariyomo and Watt, 2012). A pesar de la importancia del pez cebra en
diferentes campos de la investigacion poco se conoce del efecto que tiene la personalidad en los
éxitos reproductivos y el crecimiento larvario.
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Por la tanto nosotros nos planteamos como objetivo principal de este estudio evaluar el efecto que
la personalidad de hembras y machos tiene en el éxito reproductivo. Un segundo objetivo es inves-
tigar si la personalidad de los padres tiene un papel en la supervivencia y el crecimiento larvario de
las crias. Para resolver los objetivos nosotros nos planteamos las siguientes hipotesis.

Individuos con personalidad P y R tienen estrategias reproductivas diferentes.

Los individuos P tienen un mayor éxito reproductivo que los individuos R.

La personalidad parental tiene un efecto en el desempefio de las crias.

Las crias de padres P muestran una mejor fitness que las crias de padres R.

Existen diferencias entre los fenotipos de color (WT-UAB/WT-I) en individuos de una misma personalidad.

MATERIAL Y METODOS
REPRODUCTORES, ESTABULACION Y MANEJO

Los reproductores (D. rerio), empleados para desarrollar este experimento fueron adultos entre 10 y
12 meses de edad, provenientes de nuestro programa genético de seleccion de lineas por personali-
dad, crecidos en nuestro laboratorio. Se utilizé la generacién G1, de ambos fenotipos. Un total de 6
familias P y 5 familias R, del fenotipo WT-UAB, generados de una puesta en masas de sus progeni-
tores GO y 4 familias P y R generadas de una reproduccion en parejas siguiendo un esquema de
reproduccion en familias del fenotipo WT-I, se emplearon para desarrollar este experimento. Las
parejas de cada linea conductual del fenotipo WT-UAB se asignaron al azar después de la seleccion
por personalidad realizada en la generacion G1, mientras que las parejas de cada linea conductual
del fenotipo WT-I son hermanos completos provenientes del programa de seleccion de familias por
personalidad realizado desde la GO (ver CAPITULO 2). Dos semanas antes del inicio de la reproduccién
cada individuo de cada pareja se estabuld en tanques de metacrilato de 1,3 litros (14,0 alto; 26,5
superior; 21,5 fondo, 5,4 ancho cm) ordenados en estanterias en una sala con ambiente controlado
ubicada dentro del acuario de la Facultad de Biociencias de la Universitat Autonoma de Barcelona,
Barcelona, Espaiia. El sistema de alimentacion se modifico, a partir del dia 15, previo al inicio de la
reproduccién y se mantuvo durante el desarrollo del experimento, adicionando un tercer suminis-
tro de alimento al mediodia, de acuerdo a la siguiente programacioén: mafana alimento himedo,
mediodia y tarde con alimento seco, siguiendo las recomendaciones de la casa proveedora (Z{Bio-
labs®, ver www. Zfbiolabs.com). Adicionalmente con la finalidad de mejorar la calidad de las pues-
tas, dos veces por semana durante todo el desarrollo del experimento los reproductores recibieron
raciones extras de artemia (Artemia sp., Ocean Nutrition®, Esse, Belgium).

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DEL AGUA Y FOTOPERIODO

El suministro de agua se realizé con agua de grifo previamente (filter cartidge CTO®, Water Quality
Association, Lisle, IL, USA). El estante en donde se alojaron los reproductores esta equipado con un
sistema cerrado de recirculaciéon con un sistema de filtracion fisica y bioldgica. Semanalmente se
recambi6 el 30% del volumen de agua de cada estante. La temperatura del agua se mantuvo en
28,00£1,00°C, las concentraciones de oxigeno se mantuvieron en 5,47+0,26 mg/L, ambas medicio-
nes se realizaron diariamente con un oximetro (OxyGuard®, Handy Polaris, OxyGuard Internatio-
nal, Denmark). Adicionalmente se realizaron controles semanales de Amoniaco, Nitrito, Nitrato y
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pH (Sera Test Kit®, New Tech, Wateringbury, Kent, UK). El ciclo de luz/oscuridad se establecié en
14:10 (0600-2000 horas).

DISENO DEL EXPERIMENTO

Este experimento se diseii¢ para evaluar el efecto de la personalidad en el éxito reproductivo y la
supervivencia larvaria en D. rerio, como medida de fitness. Se emplearon reproductores G1 de los
dos fenotipos (WT-UAB, WT-I). El experimento contd con 10 parejas de P y 9 parejas de R, de las
cuales 6 parejas de P y 5 de R correspondieron al fenotipo de color WT-UAB, el resto correspondi6
al fenotipo WT-I. Dos semanas antes de iniciar el experimento se pesaron, se registr6 la longitud
total y se determind el factor de condicién de Fulton de cada uno de los individuos experimentales.
Cada pareja realizé tres puestas exitosas durante el ensayo. Cada puesta exitosa se incubd en medio
E3 en placas de Petri. Al finalizar la fase embrionaria se evalu6 la supervivencia de cada una de las
familias. La fase larvaria de la progenie G2 también se evalud para ver el efecto de la personalidad
de los padres en el desempeno de las crias. Nosotros registramos la supervivencia y el crecimiento
(longitud total), en las larvas de cada una de las familias en la G2. Mayores detalles seran propor-
cionados en cada uno de los apartados correspondientes.

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

Quince dias antes de iniciar el estudio a cada uno de los reproductores se les registré el peso, la
longitud total y se determind el factor de condicién de Fulton (Carlander, 1950; Goetz et al., 2010).
Se estabularon individualmente en tanque trapezoidales de metacrilato de 1,3 litros y se modifico el
sistema de alimentacion.

PUESTAS

Las puestas se iniciaron en el mes de abril de 2011, empleando 2 tanques de vidrio de 6 litros con
dimensiones de (25,5x14x17cm). Se utiliz6 un tanque para la alimentacion y el otro para la puesta.
Ambos tanques se etiquetaron debidamente con la clave del fenotipo, personalidad y familia respec-
tivamente. Cada tanque de puesta contenia una paridera flotante (15x10X10 cm), equipada con
canicas simulando un sustrato para estimular la puesta. La temperatura se fijo en 28°C, y el ciclo de
luz-oscuridad se establecié en 14:10 horas. En la tarde a las 1500 horas cada tanque de puesta se
llend con 5 litros de agua, se colocd dentro de cada tanque una paridera previamente equipada con
canicas. Entre las 1700-1800 horas, cada familia compuesta de 1 macho y 1 hembras se colocé den-
tro del tanque de puesta, colocando una tapa en el tanque para evitar que los individuos saltasen
fuera. En la mafana cada grupo de reproductores de cada familia se transfirié al tanque de alimen-
tacion y se le suministrd la primera comida, las parejas que no realizaron puestas exitosas permane-
cieron en el tanque de alimentacion hasta el siguiente cruce, aquellas parejas que realizaron puestas
exitosas se transfirieron individualmente, a su tanque stock y se dejaron descansar por 7 dias. El
horario de alimentacién durante el periodo de puestas es el mismo empleado durante las dos sema-
nas previas a el inicio de los apareamientos, en donde la ultima comida se suministré a las 1500
horas con la finalidad que los individuos excretaran la mayor cantidad posible antes de ser transfe-
ridos al tanque de puesta. En la tarde a las 1700 horas cada pareja se transfirié al tanque de puesta,
dejados durante la noche.

RECOLECCION, LIMPIEZA Y MANEJO DE LAS PUESTAS

Después de transferir las parejas de reproductores de cada familia del tanque de puesta al tanque de
alimentacidn, las parideras se retiraron y examinaron para ver la presencia de huevos. Los huevos se
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extrajeron vertiendo medio E3 (Niisslein-Volhard and Dahm, 2002), con la ayuda de una botella a
presion y se recolectaron en una malla fina para acuario, realizando tres lavados consecutivos em-
pleando el medio E3. Posteriormente los huevos se transfirieron dentro de una placa de Petri de 140
mm. Con la ayuda de una pipeta Pasteur de 3 ml, cualquier residuo de comida o heces se retir6. Se
registrd el conteo del numero total de huevos puestos. Aquellos huevos con malformaciones o al-
guna coloracion opaca fueron eliminados, después de realizar el conteo total. Los huevos limpios se
transfirieron a una placa de Petri de 95 mm, conteniendo medio E3, etiquetada con los mismos
datos del tanque de puesta y dejados por 24 horas para verificar la viabilidad de las puestas. En la
manana del dia siguiente se eliminaron los huevos infértiles y se registro este dato correspondiente
a la viabilidad de las puestas 1 dia post-fertilizacion (1dpf). Los huevos fértiles de cada familia se
colocaron en grupo de 30 en una placa de Petri de 55 mm, conteniendo medio E3, etiquetada con
los datos de la familia. La temperatura se mantuvo en 28°C. y el ciclo de luz oscuridad en 14:10 ho-
ras.

VARIABLES ANALIZADAS

Una puesta se considerd exitosa si mas de 30 embriones fertilizados se observaron 2-4 horas poste-
riores al amanecer. La tasa de puestas se definié como el niimero de puestas exitosas dividido por el
numero total de pares cruzados dentro de cada categoria conductual multiplicado por 100 (Monson
and Sadler, 2010; Castranova et al., 2011). Promedio de tamarfio de puestas exitosas se definié como
el nimero promedio de embriones viables producidos en cada una de las puestas exitosas. Porcen-
taje de viabilidad se calculé como el nimero de embriones viables 24 horas post-fertilizacion, divi-
dido por el numero total de huevos puestos, multiplicado por 100. Total de huevos puestos incluye:
huevos viables, huevos no fertilizados con coloracién opaca, huevos con malformaciones y embrio-
nes que mueren durante las primeras 24 horas.

FASE EMBRIONARIA

Las puestas exitosas de cada pareja se incubaron separadamente, en placas de Petri de 55mm. Las
placas de Petri contenian 11 ml de medio E3 y se pusieron 30 embriones por cada placa de Petri
(densidad: 2,72 embriones/ml). Se realizd un control diario de la temperatura de la habitacion
(28+1°C). El ciclo de luz oscuridad se mantuvo en 14:10 horas. Los embriones eclosionaron entre
los 2-3 dpf. El corion se retir6 con la ayuda de una pipeta Pasteur de 3ml. Finalizadas las 72 hpf., se
registro la viabilidad embrionaria. Las larvas vivas se transfirieron a placas de Petri de 55 ml, conte-
niendo 11 ml de medio E3.

FASE LARVARIA

Finalizada la fase embrionaria e inicio de la fase larvaria 3 dpf, tres larvas de cada pareja se seleccio-
naron al azar registrandoseles la longitud total, posteriormente se devolvieron a su respectiva placa
de Petri. Estos registros de longitud total se realizaron adicionalmente en 7, 14, 21 y 30 dpf. El 5dpf
las larvas de cada familia se transfirieron a un tanque de metacrilato de 2,5 litros (14,0; 26,5; 21,5;
10,0 cm), ajustando la densidad, e iniciando el proceso de alimentacion siguiendo las recomenda-
ciones establecidas por la casa proveedora (ver www. Ztbiolabs.com). La temperatura y concentra-
cién de oxigeno se mantuvieron similares en los tanques crias de cada una de las parejas (28,5°C;
5,46+0,12mg/L respectivamente) durante toda la fase larvaria. Diariamente se realizé un control de
la mortalidad hasta el final del experimento 30dpf. Al final de la fase larvaria se registro la viabilidad
larvaria y el crecimiento larvario de las crias de cada una de las parejas.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de tasa de puesta, tamafio de puestas exitosas, viabilidad de las puestas, viabilidad em-
brionaria y viabilidad larvaria son el promedio de tres puestas realizadas por cada una de las parejas
experimentales de ambos fenotipos. El crecimiento larvario es el promedio del registro de la longi-
tud total de nueve larvas correspondientes a las tres puestas exitosas realizadas por cada una de las
parejas experimentales de ambos fenotipos. Todos los datos se probaron por normalidad utilizando
la prueba de Levene de homogeneidad de varianzas. Aquellas variables no normales se normaliza-
ron empleando el logaritmo 10 (var.+1). Las variables con distribucién normal se analizaron em-
pleando la prueba de t de Student, aquellas variables que permanecieron con una distribucién no
normal después de la transformacion logaritmica se evaluaron empleando las pruebas no paramé-
trica de Mann-Whitney. Todos los analisis estadisticos fueron realizados empleando el programa
STATISTICA version 7.

RESULTADOS
REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS

No se encontraron diferencias significativas en el peso (g), longitud total (mm) y factor de condi-
cién de Fulton (K), entre los reproductores de familias P y R (t=0,28, p=0,77, DF= 36; t=0,24,
p=0,80, DF=36; t=-0,01, p=0,98, DF=36 respectivamente). En ambos fenotipos de color no se en-
contraron diferencias significativas entre individuos P y R en peso, longitud total y factor de condi-
cién de Fulton (WT-UAB t=-0,21, p=0,83, DF=20; t=-1,37, p=0,18, DF= 20; t=0,54, p=0,59, DF=20;
WT-1t=0,54, p=0,59, DF=14; t=1,38, p=0,18; DF=14; t=-0,43, p=0,67, DF=14, respectivamente).

REGISTRO DE VARIABLES MORFOMETRICAS (DIFERENCIAS ENTRE FENOTIPOS DE COLOR)
Linea P

No se encontraron diferencias significativas en el peso (g), longitud total (mm) y factor de condi-
ciéon de Fulton (K), entre los reproductores de familias P de ambos fenotipos de color (t=-0,48,
p=0,63, DF= 18; t=-0,29, p=0,77, DF=18; t=-0,41, p=0,68, DF=18 respectivamente).

Linea R

La FIGURA 6.1 muestra que los individuos R del fenotipo de color WT-UAB tienen una mayor longi-
tud total que los individuos R del fenotipo de color WT-I (t=2,55, p=0,02, DF=16).No se encontra-
ron diferencias significativas en el peso (g) y factor de condiciéon de Fulton (K), entre los reproduc-
tores de familias P de ambos fenotipos de color (t=0,39, p=0,70, DF= 16; t=-1,46, p=0,16, DF=18
respectivamente).
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longitud (mm)

FIGURA 5.1. MEDIA (= DE) DE LA LONGITUD TOTAL entre individuos P de los fenotipos de color
WT-UAB y WT-1. *p<0,05.

FASE REPRODUCTIVA

Se realizaron un total de 128 cruces, en donde se alcanzaron 57 puestas exitosas, produciendo
13.664 huevos de los cuales 10.362 eran embriones viables, utilizados para el desarrollo de las si-
guientes fases del estudio (ver TABLAS.1).

NGMERODE |  NOMERODE | NOMERODE
FENOTIPO | PERSONALIDAD | NOMERO DE CRUCES &::ggﬁs LA R Vm’:ﬁ?:‘;&
WT-UAB P 39 18 4.528 3.704
R 30 15 3.828 2.921
WT-I P 31 12 3.054 2.234
R 28 12 2.254 1.503
Total 128 57 13.664 10.362

TABLA 5.1. COMPORTAMIENTO REPRODUCTIVO DE PECES CEBRA de las lineas P y R de la primera
generacion G1, de ambos fenotipos de color.

TASA DE PUESTAS

Los resultados de la prueba t (ver FIGURA 5.2), muestran que no existen diferencias significativas en la
tasa de puestas entre individuos P y R (t= -1,47, p= 0,16, DF=17). En ambos fenotipos de color no
se encontraron diferencias significativas entre individuos P y R en la tasa de puestas (WT-UAB t= -
1,36, p=0,20, DF=9; WT-I t= -1,54, p=0,17, DF=6 respectivamente).
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FIGURA 5.2. TASA DE PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS PY R de la primera generacién G1
de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de tres puestas de
cada una de las parejas de las dos personalidades.

Tasa de puestas (diferencias entre fenotipos de color)

Linea P

La FIGURA 5.3 muestra que los individuos P del fenotipo de color WT-UAB tienen mayor tasa de
puesta que los individuos P del fenotipo de color WT-I (t=3,50, p=0,008, DF=8).
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FIGURA 5.3. TASA DE PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE LOS FENOTIPOS DE COLOR WT-UAB Y WT-I
de la primera generacion G1 de la personalidad P. Datos representan el promedio
de tres puestas de cada una de las parejas de los dos fenotipos. **p<0,01.

Linea R

No se encontraron diferencias significativas en la tasa de puestas entre individuos P de los fenotipos
de color WT-UAB y WT-I (t=1,89, p=0,09, DF=7).
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PROMEDIO DE TAMANO DE PUESTAS EXITOSAS

La FIGURA 5.4 muestra que no existen diferencias significativas entre individuos P y R en el numero de
embriones de puestas exitosas (t=1,97, p=0,06, DF=17). No se encontraron diferencias significativas
entre individuos P y R en el fenotipo WT-UAB (t=0,85, p=0,41, DF=9). Sin embargo en el fenotipo
WT-I, se encontraron valores cerca de la significancia entre individuos P y R (t=2,32, p=0,059, DF=
6).
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FIGURA 5.4. MEDIA (< DE) DE TAMANO DE PUESTAS EXITOSAS DE INDIVIDUOS P Y R de 1a primera gene-
racién G1 de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de tres
puestas de cada una de las parejas de las dos personalidades.

Promedio de tamaiio de puestas exitosas (diferencias entre fenotipos de color)
Linea P

No se encontraron diferencias significativas en el promedio de tamafo de puestas exitosas entre
individuos P de los fenotipos de color WT-UAB y WT-I (Mann-Whitney U= 10,000 p= 0,66).

Linea R

La FIGURA 5.5 muestra que los individuos R del fenotipo de color WT-UAB tienen mayor promedio
de tamafio de puestas exitosas que los individuos R del fenotipo de color WT-I (t=3,64, p=0,008,
DF=7).
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FIGURA 5.5. MEDIA (= DE) DE PROMEDIO DE TAMANO DE PUESTAS EXITOSAS DE INDIVIDUOS DE LOS FENOTIPOS
DE COLOR WT-UAB Y WT- de la primera generacion G1 de la personalidad R. Datos re-
presentan el promedio de tres puestas de cada una de las parejas de los dos feno-
tipos. **p<0,01.
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PORCENTAJE DE VIABILIDAD

Los peces con personalidad P tienen un mayor porcentaje de viabilidad reproductiva que los peces
R (t=3,66, p=0,0019, DF= 17; ver FIGURA 5.6). A nivel de fenotipo los peces P presentan una mayor
viabilidad reproductiva que los peces R, tanto en WT-UAB como en WT-I. (t=4,68, p=0,0011,
DF=9; t= 2,61, p=0,0399, DF= 6, ver FIGURAS 5.7 y 5.8 respectivamente).
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FIGURA 5.6. VIABILIDAD DE LAS PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS P YR de la primera genera-
cién G1 de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de tres
puestas de cada una de las parejas de las dos conductas. **p<0,01.
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FIGURA 5.7. VIABILIDAD DE LAS PUESTAS EN PORCENTAJE, DEPY R de la primera generacién G1
del fenotipo WT-UAB. Datos representan el promedio de tres puestas de cada
una de las parejas de las dos personalidades. **p<0,01.
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FIGURA 5.8. VIABILIDAD DE LAS PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS P YR de la primera genera-
cion G1 del fenotipo WT-I. Datos representan el promedio de tres puestas de ca-
da una de las parejas de las dos personalidades. *p<0,05.
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Porcentaje de viabilidad (diferencias entre fenotipos de color)

Linea P

La FIGURA 5.9 muestra que los individuos P del fenotipo de color WT-UAB tienen mayor porcentaje
de viabilidad que los individuos R del fenotipo de color WT-I (t=2,61, p=0,03, DF=8).
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FIGURA 5.9. VIABILIDAD DE LAS PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE LOS FENOTIPOS DE COLOR WT-
UABYWT-I de la primera generacién G1 de la personalidad p. Datos representan el
promedio de tres puestas de cada una de las parejas de los dos fenotipos. *p<0,05.

Linea R

La FIGURA 5.10 muestra que los individuos P del fenotipo de color WT-UAB tienen mayor porcentaje
de viabilidad que los individuos R del fenotipo de color WT-I (t=3,94, p=0,005, DF=7).
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FIGURA 5.10. VIABILIDAD DE LAS PUESTAS EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS DE LOS FENOTIPOS DE COLOR WT-
UABYWT-l de la primera generacidon G1 de la personalidad p. Datos representan el
promedio de tres puestas de cada una de las parejas de los dos fenotipos.
**p<0,01.

FASE EMBRIONARIA

Los embriones deformes o muertos se removieron cada dia hasta el final de la fase embrionaria 3
dpf. El total de embriones que eclosionaron se compararon con el nimero inicial de embriones a

1dpf. La viabilidad embrionaria fue superior al 90% en ambos tipos de personalidades a nivel gene-
ral y en los dos fenotipos de color.
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VIABILIDAD EMBRIONARIA

No se encontraron diferencias significativas entre peces P y R en la viabilidad embrionaria a 3dpf
(t=-0,20, p=0,84, DF=17) (ver FIGURA §.11). El fenotipo WT-UAB no mostré diferencias significativas
entre peces P y R en la viabilidad embrionaria (t= -0,26, p= 0,80, DF= 9). Tampoco fueron encon-
tradas diferencias significativas en la viabilidad embrionaria entre peces P y R en el fenotipo WT-I
(t=0,07, p=0,94, DF= 6).

100+

80

40-

viabilidad 3dpf (%)

204

FIGURA 5.11. VIABILIDAD EMBRIONARIA EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOSPY R de la primera genera-
cién G1 de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de tres
puestas de cada una de las parejas de las dos personalidades.

Viabilidad embrionaria (diferencias entre fenotipos de color)

No se encontraron diferencias significativas en la viabilidad embrionaria a 3dpf entre individuos P
de los fenotipos de color WT-UAB y WT-I (t=-0,86, p=0,41, DF=8). En los individuos R de los dos

fenotipos de color no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad embrionaria (t=-
0,55, p=0,59, DF=7).

FASE LARVARIA
VIABILIDAD LARVARIA

La FIGURA 5.12 muestra que los individuos de la personalidad P tienen una mayor viabilidad larvaria
30dpf que los individuos con personalidad R (Mann-Whitney U= 18,500 p= 0,03). Los resultados
muestran que no existen diferencias significativas entre individuos P y R en la viabilidad larvaria en
el fenotipo WT-UAB (Mann-Whitney U= 3,000 p= 0,14). No se encontraron diferencias significa-
tivas entre individuos P y R en la viabilidad larvaria en el fenotipo WT-I (t= 2,12, p= 0,06, DF=9).
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FIGURA 5.12. VIABILIDAD LARVARIA EN PORCENTAJE DE INDIVIDUOS P Y R de la segunda generacion
G1 de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de tres puestas
de cada una de las parejas de las dos personalidades. *p<0,05.

Viabilidad larvaria (diferencias entre fenotipos de color)

No se encontraron diferencias significativas en la viabilidad larvaria a 30dpf entre individuos P de
los fenotipos de color WT-UAB y WT-I (t=-0,74, p=0,47, DF=8). En los individuos R de los dos

fenotipos de color no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad larvaria (t=-1,04,
p=0,32, DF=7).

CRECIMIENTO LARVARIO

La FIGURA 5.13 muestra que existen diferencias significativas entre P y R en la longitud total al final del
periodo larvario (t= 3,11, p=0,006, DF=17). Los individuos P tuvieron una mayor longitud total que
los individuos R en ambos fenotipos de color (WT-UAB t=2,31, p=0,04, DF=9; WT-I t=7,19,
p=0,0003, DF= 6; ver FIGURAS 5.14 y §.15 respectivamente).

longitud total (mm)

FIGURA 5.13. MEDIA (= DE) DE LONGITUD TOTAL (MM, 30 DPF DE INDIVIDUOS PYR de la segunda gene-

racién G2 de ambos fenotipos de color. Datos representan el promedio de longi-

tud total de nueve larvas de los tres grupos de crias de cada una de las parejas de
las dos personalidades. **p<0,01.
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FIGURA 5.14. MEDIA (= DE) DE LONGITUD TOTAL (MM, 30 DPF DE INDIVIDUOS P YR de la segunda gene-

raciéon G2 del fenotipo WT-UAB. Datos representan el promedio de longitud to-

tal de nueve larvas de los tres grupos de crias de cada una de las parejas de las dos
conductas. *p<0,05.
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FIGURA 5.15. MEDIA (= DE) DE LONGITUD TOTAL (MM), 30 DPF DE INDIVIDUOSPYR de la segunda gene-

racién G2 del fenotipo WT-I. Datos representan el promedio de longitud total de

nueve larvas de los tres grupos de crias de cada una de las parejas de las dos per-
sonalidades. ***p<0,001.

Crecimiento larvario (diferencias entre fenotipos de color)

No se encontraron diferencias significativas en el crecimiento larvario a 30dpf entre individuos P de
los fenotipos de color WT-UAB y WT-I (t=1,52, p=0,16, DF=8). En los individuos R de los dos
fenotipos de color no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento larvario (t=1,33,
p=0,22, DF=7).

DISCUSION

Este es el primer estudio que muestra los éxitos reproductivos de hembras y machos proveniente de
un programa genético de reproduccion de lineas de pez cebra (Danio rerio), seleccionados por su
personalidad. Nuestros resultados muestran que peces cebras de la linea P tienen un mayor éxito
reproductivo que los peces R. Las comparaciones de ambos fenotipos de color muestran que el fe-
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notipo WT-UAB presenta mejores indices reproductivos que el fenotipo WT-I. También se encon-
tré que las crias (fase larvaria) de peces P tienen mayor porcentaje de supervivencia y mayor tasa de
crecimiento que crias de la linea R. El desempeiio de ambos fenotipos de color es similar en la fase
embrionaria y larvaria.

EXITO REPRODUCTIVO

El principal resultado de nuestro estudio es que existen diferencias en los éxitos reproductivos
entre individuos P y R previamente separados por su personalidad en la prueba de toma de riesgo
en grupos (Mackenzie et al., 2009). Los peces P mostraron una mayor viabilidad de las puestas que
los peces R, el cual fue independiente de las condiciones ambientales, debido a que los peces se eva-
luaron bajo las mismas condiciones de laboratorio. Este resultado tiene importantes consecuencias
en la supervivencias de las crias ya que el pez cebra no muestra cuidado parental, y un mayor nu-
mero de puestas viables representa la probabilidad de un mayor nimero de crias que tendran una
mayor posibilidad de supervivencia y por lo tanto una mayor fitness para la especie (Spence et al.,
2007).

Una tendencia general es que individuos atrevidos bold, un comportamiento caracteristico de indi-
viduos de la personalidad P, muestran un mayor éxito reproductivo que individuos timidos shy
caracteristico de individuos de la personalidad R (Smith and Blumstein, 2008). Nuestros resultados
muestran que los individuos con personalidad P en la prueba de toma de riesgo en grupos mostra-
ron un éxito reproductivo superior a los individuos R, resultados similares han sido reportados en
otras especies como: ovejas de cuerno largo (Réale et al., 2000) y pez arco iris (Colléter and Brown,
2011). En el caso de pez cebra, Ariyomo and Watt (2012), reportaron que individuos atrevidos y
agresivos machos tienen mayor viabilidad de las puestas que individuos timidos, estos resultados
son similares a los reportados por nosotros en donde los individuos P mostraron una mayor viabi-
lidad de las puestas que los individuos R.

Los resultados revelan que no existe diferencia en el peso, longitud total y factor de condicion entre
P y R a diferencia de lo reportado para en poblaciones naturales de Brachyrhaphis episcopi (Brown
and Braithwaite, 2004; Brown et al., 2007). El hecho de que los peces P fueron mas exitosos repro-
duciéndose que los peces R en nuestro estudio no esta correlacionado con tamarfio o con diferencias
relacionada a las tasas metabdlicas, como se ha reportado en la literatura (Stamps, 2007; Biro and
Stamps, 2008; Uusi-Heikkilé et al., 2012). Estos resultados nos hacen pensar que la personalidad
juega un papel importante en los éxitos reproductivos mostrados por pez cebras. Resultados simila-
res también se han reportado en mamiferos tales como ovejas de cuerno largo (Réale et al., 2000) y
rinoceronte negro (Carlstead et al., 1999).

Una mayor viabilidad de las puestas puede estar relacionada a una mejor sincronizaciéon entre ma-
chos y hembras, durante la liberacion de los gametos la cual puede ser el resultado del comporta-
miento adoptado por los individuos P, en donde el macho muestra un comportamiento mas agresi-
vo en la dindmica del apareamiento, con nados alrededor del sitio de puestas, y con el cuerpo cer-
cano a las hembras a menudo tocando los lados de la misma con su boca asegurandose que estas
pueda captar las sefiales olfatorias que inician la ovulacién (van den Huk and Lambert, 1983), y
garantizando la fecundacién del mayor nimero de embriones al momento de la puesta (Spence and
Smith, 2005). En cambio, individuos R muestran un comportamiento diferente al momento del
apareamiento persiguiendo las hembras alrededor de todo el acuario habilitado para las puestas
(Spence et al., 2006)
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Otra posible razén en la viabilidad de las puestas puede estar determinada por la calidad espermati-
ca del macho, sin embargo los resultados hasta el momento son contradictorios y no se ha podido
determinar que exista una relacion entre la personalidad y la calidad espermatica (Paull el al., 2008;
Ariyomo and Watt, 2012).

Los resultados de las otras variables reproductivas estudiadas muestran que no existen diferencias
en la tasa de puesta y el nimero de embriones sanos de cada puesta exitosa. Estos resultados son
similares a los encontrados por Castranova et al., (2011), que no encontré diferencias significativas
entre el promedio de tamafnios de puestas y la tasa de puestas en ocho laboratorios diferentes, sin
embargo el mismo autor muestra que en algunos laboratorios la densidad tiene un efecto en el por-
centaje de viabilidad, siendo las viabilidades menores en los tanques con menor densidad. Basado
en estos antecedentes una posible explicacion de la falta de diferencia en la tasa de puestas puede ser
el hecho de que no existe una competencia por el sitio de puestas entre hembras en donde la hem-
bra dominante suprime la puesta de la hembra subordinada a través de mecanismos hormonales
(Gerlach, 2006; Spence et al., 2007). En el caso de los machos una posible explicacion para valores
similares de tasa de puestas y el nimero de embriones es el tipo de apareamiento realizado en pare-
jas en donde el macho no tiene que entrar en comportamientos agresivos con otros machos que
interfieran con el proceso de apareamiento (Reichard et al., 2004; Paull et al., 2010).

El fenotipo de color WT-UAB mostré un mayor éxito reproductivo independiente de la personali-
dad. Los individuos P y R del fenotipo de color WT-UAB, mostraron un éxito reproductivo supe-
rior que el mostrado por individuos P y R del fenotipo de color WT-I. Una posible explicacion para
la diferencia registrada es la mayor uniformidad reflejada por los individuos del fenotipo WT-UAB
como resultado de la seleccion fenotipica realizada sobre este fenotipo. Otra posible explicacion
para la diferencia encontrada puede ser el esquema de reproduccién empleado, en el sentido que los
reproductores del fenotipo WT-UAB en este estudio provienen de un sistema de apareamiento en
masas de sus progenitores, mientras que los reproductores empleados del fenotipo de color WT-I
son hermanos completos provenientes de una reproduccion en familias con posibles efectos de
endogamia (Monson and Kirsten, 2010).

SUPERVIVENCIA Y CRECIMIENTO DE LAS LARVAS

Nuestros resultados muestran que las larvas P tienen una mayor supervivencia y un mayor creci-
miento que las larvas R al final de la fase larvaria. Esto parece tener una relacion directa con el
éxito reproductivo de los padres, lo que nos hace pensar que la personaliada puede tener un com-
ponente heredable (Bell and Stamps, 2004; Brown et al., 2007; Dingemanse et al., 2009). Asumien-
do que existe un componente heredable de la personalidad podemos pensar que la mayor supervi-
vencia y el mayor crecimiento de las crias de padres P puede estar relacionada a una mayor disposi-
cién a tomar riesgo y explorar el nuevo ambiente y por lo tanto alcanzar acceso a mayores fuentes
de alimento (Wilson et al., 1994; Sundstrom et al., 2004, Meager et al., 2012).

Una posible implicacién de crecer mas rapido puede ser la posibilidad de alcanzar condiciones
apropiadas para la reproduccion a mas temprana edad como se ha reportado en otras especies co-
mo las ovejas de cuernos largos (Réale et al, 2000). En el caso de pez cebra el crecimiento mas rapi-
do puede involucrar alcanzar una mejor condicién corporal en la época de abundancia de recursos,
tomando en cuenta que la reproduccién de esta especie en su entorno natural esta asociada a la
época del monzén en donde la disponibilidad de alimento es mayor y en donde las crias deben al-
canzar la mejor condicién corporal que garantice la supervivencia en la época de escasez de alimen-
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to, y las condiciones apropiadas para la reproduccion en la siguiente estacion (Selman et al., 1993;
Spence et al., 2008).

En conclusion este estudio sugiere que los individuos de la linea P tienen un mayor éxito reproduc-
tivo que los individuos de la linea R, mostrando una mayor viabilidad de las puestas. Igualmente las
crias de P tienen un mejor desempefio que las crias de R. Estos resultados pueden tener importantes
implicaciones para la fitness de la especies creadas en cautiverio caracteristico de las practicas de
acuicultura donde la selecciéon por un rasgo conductual conlleva la seleccién por otros rasgos corre-
lacionados (Bell and Stamps, 2004; Johnson and Sih, 2005), muchos de los cuales pueden tener im-
portantes implicaciones econdmicas tales como mejores tasas de crecimiento (Ward et al., 2004;
Biro and Stamps, 2008). Sin embargo a nivel de poblaciones naturales, las estrategias reproductivas
mostradas por ambas conductas pueden ser mas dificiles de interpretar, y pueden estar influencia-
das por diferentes factores exdgenos como la depredacion (Bell, 2005; Dingemanse et al., 2007),
disponibilidad de recursos (Grand and Kramer, 1992; Hamilton and Dill, 2002), que pueden tener
un impacto en la dindmica reproductiva mostrada por un individuo y en el caso de nuestros resul-
tados puede ser que un individuo P con una conducta de asumir mas riesgo, tenga un mayor por-
centaje de depredacion por lo que su éxito reproductivo tiene que ser mas alto que un individuo R
con niveles menores de éxitos reproductivos pero con una vida reproductiva mas larga por menores
niveles de depredacion, al asumir un menor riesgo (Stamps, 2007; Smith and Blumstein, 2008).
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DISCUSION
GENERAL






Los resultados de esta tesis muestran las diferencias en rasgos de personalidad de dos lineas de
pez cebra (Danio rerio) seleccionadas por sus divergencias en los patrones de respuesta frente a
la toma de riesgo en grupos y como su relacion con otros rasgos puede determinar la fitness de
la especie. Los resultados de cada uno de los experimentos utilizados para identificar las diferencias
en rasgos de personalidad en las lineas, se discutié en su capitulo correspondiente. De esta manera
aqui solo se resumen los principales descubrimientos.

En el CAPITULO 2 reportamos tres resultados principales:

(1) Exitosamente establecimos un programa bidireccional de seleccion de familias
por rasgos de personalidad,

(2) Los resultados de este capitulo confirman que la prueba de toma de riesgo en gru-
pos es apropiada y confiable para separar las poblaciones de pez cebra en divergentes
personalidades y

(3) La seleccion por rasgos de personalidad selecciona a su vez por rasgos morfoldgi-
cos.

En la primera parte de la investigacion establecimos un programa de seleccion bidireccional de
lineas de pez cebra por sus rasgos de personalidad. En peces solo conocemos un estudio de selec-
cién bidireccional por rasgos de personalidad (Gerlai and Csanyi, 1994). Esta parte del estudio era
clave para entender aspectos de la divergencia en personalidades de las lineas frente a diferentes
desafios ambientales, ademas el programa de seleccién era necesario para investigar una posible
relacion entre la personalidad y algin rasgo morfoldgico y poder explorar su aplicabilidad en el
sector acuicola. Podemos afirmar que nuestro programa de seleccion fue exitoso apoyandonos en
los resultados obtenidos a través de dos generaciones de seleccion en donde el 50% de las familias

empleadas en cada una de las lineas conductuales fue consistente en la expresion de su personali-
dad.

Otro aspecto a resaltar de la seleccion fue el incremento en porcentajes de los individuos en cada
una de las lineas y la diferencia de respuestas entre ellas, por ejemplo la linea R mostré un incre-
mento en porcentaje de individuos y en latencia de salida en la primera generacién comparada con
los progenitores, sin embargo en la segunda generacién no registré incrementos significativos
comparados con la primera generacion. Por el contrario la linea P mostré un decrecimiento en el
porcentaje de individuos en la primera generaciéon comparada con los progenitores pero registré un
incremento significativo en el porcentaje de individuos en la segunda generaciéon comparada con la
primera.

Para desarrollar el programa de selecciéon por personalidad empleamos la prueba de toma de ries-
g0 en grupos por tratarse de una especie altamente gregaria (Huntingford et al., 2010). La varia-
cién individual en la disposicion de tomar riesgo se ha utilizado con éxito para separar poblaciones
de especies gregarias en divergentes personalidades (Mackenzie et al., 2009). La prueba de toma de
riesgo en grupos evalda la disposicion para explorar un ambiente nuevo y por consiguiente tiene
importantes implicaciones ecoldgicas y evolutivas para la especie (Wolf and Weissing, 2012). La
disposicién a explorar un ambiente nuevo puede favorecer situaciones ventajosas dependiendo de
las condiciones ambientales presentes; por ejemplo en un ambiente con alta depredaciéon un indivi-
duo con mayor disposicién a explorar puede tener un riesgo mas alto de depredacién, por el con-
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trario si hay baja depredacion el individuo se puede beneficiar de nuevos sitios de alimentacion y
incrementar su biomasa (Fraser, 2001; Stamps, 2007).

Establecimos en este capitulo que la seleccion por divergencias en personalidad selecciona a su
vez por divergencia en morfologia. La relacion entre personalidad y deferencias a nivel morfologi-
co se ha reportado en algunas especies de peces (Brown and Braithwaite, 2004; Brown and Brai-
thwaite 2007), sin embargo las diferencias observadas en estos estudios estuvieron relacionadas a
variables que relacionan comportamiento con el estado fisico del animal (Ward et al., 2004), o
comportamiento con diferencias en tasas metabdlicas (Careau et al., 2008). Encontramos que las
lineas difieren en el didmetro de las orbitas oculares. Ademas nuestros resultados reflejan que la
divergencia observada en el didmetro de orbitas oculares entre las dos lineas esta relacionada al
$exo.

La importancia de la vision en el comportamiento exploratorio realizado por los peces se ha repor-
tado, tanto en animales en fase larvaria (Bishop and Brown, 1992) como en edad adulta (Chivers et
al., 2001). De la misma forma Shand (1997) reporté que un mayor didmetro ocular esta relacionado
con mejor calidad de la visién en peces. Tomando estos resultados en conjunto reportamos una
relacion directa entre la personalidad y la calidad de la vision en peces. En este estudio los peces de
la linea P mostraron diametros de orbitas oculares mayores que los peces de la linea R., sin embargo
esta diferencia solo fue observada en individuos machos. Este resultado es interesante si lo vemos a
nivel holistico de cada una de las lineas y a nivel de los diferentes papeles que desempeiia el sexo
dentro de las lineas, por ejemplo la mejor calidad de la visiéon mostrada por la linea P puede estar
relacionada con el tipo de comportamiento adoptado por esta linea que se caracteriza por una alta
disposicion a explorar ambientes nuevos y en donde una mejor calidad en la visiéon puede mejorar
los niveles de supervivencia mediante la evaluacion de un depredador o la adquisicién de nuevos
recursos alimenticios. Por el contrario la linea R muestra baja disposicion para explorar ambientes
nuevos, extrayendo la informacion ambiental del comportamiento de P por lo que un mayor dia-
metro ocular posiblemente seria una adaptacion costosa en animales con este tipo de personalidad.

El hecho de que las diferencias visuales solo estén presentes en machos puede estar relacionada con
una mayor capacidad exploratoria en los machos en esta especie (Moretz et al., 2007a; Dahlbom et
al., 2012), posiblemente relacionada con la dinamica reproductiva de esta especie en donde la hem-
bra selecciona el sitio de puesta, dentro del territorio dominado por un macho (Spence and Smith,
2005). La oportunidad de reproducirse de un macho puede estar determinada por su capacidad
exploratoria para descubrir un lugar que retna las caracteristicas exigidas por las hembras, situa-
cién que se ve favorecida por una mejor capacidad visual para explorar y por su agresividad para
defender su territorio de la intromision de otros machos. A nivel de la fitness de las lineas esta ven-
taja morfoldgica en la vision en P le permite administrar mejor sus recursos en una linea conduc-
tual caracterizada por patrones de comportamiento que demandan altos gastos energéticos como es
el caso de la exploracion. En el caso de la linea R sus patrones de comportamiento demandan me-
nos gastos energéticos por lo que esta adaptacion morfoldgica no le representa ninguna ventaja,
quizas por esta razon ambas lineas en este estudio no mostraron diferencias en el factor de condi-
cioén y en otras variables fisioldgicas como es el caso de la glucosa realizadas en nuestro laboratorio
(Observacion personal, S. Rey). Estos resultados en conjunto confirman el efecto que tiene la per-
sonalidad en otros rasgos del individuo y como estas relaciones pueden incrementar la fitness.
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En el CAPITULO 3 evaluamos una de las premisas de la personalidad que es la consistencia de las dife-
rencias en personalidad en tiempo y entre contextos (Gosling, 2001, Dall et al., 2004). De este
capitulo podemos extraer dos resultados principales:

(1) Ambas lineas mostraron consistencia en el tiempo y entre contexto y
(2) Existe diferencia en la fortaleza de la consistencia entre lineas.

Resultados similares se han reportado en lineas de Parus majors seleccionadas por su rapida o lenta
exploracion, en donde las lineas fueron diferentes en la fortaleza de la consistencia entre contextos
(Carere et al., 2005). A pesar de que no pudimos evaluar directamente consistencia en el tiempo, la
definicion de consistencia describe la previsibilidad en el comportamiento, de esta forma realiza-
mos una medida indirecta a través de los resultados obtenidos de consistencia entre contextos de
ambas lineas que se realizé 10 meses después de la primera prueba de toma de riesgo en grupos.
Siguiendo este razonamiento para evaluar consistencia en el tiempo vemos que ambas lineas mos-
traron consistencia pero mostraron diferencia en la fortaleza de la consistencia. En el caso de la
linea P solamente el 50% de los individuos mostr6 la misma personalidad en la reprueba compara-
do con mas de 75% mostrado por la linea R, de esta forma pareciera que R fue mas consistente en el
tiempo que P. Sin embargo este puede ser un efecto de la prueba, que al aplicarse en grupos de nue-
ve individuos solo se seleccionan como P los primeros tres en salir del refugio o los primeros que
salgan en 10 minutos, de esta manera es de esperar que solo % de los individuos evaluados en la
reprueba sean P, sin embargo la mitad de los individuos segtin la prueba son P. Pero si evaluamos
las latencias de salida nos damos cuenta que en la reprueba mas del 75% de los individuos P mos-
traron consistencia en su personalidad. Ademas en la linea P si tomamos en cuenta solo las laten-
cias de salida no existe ningtin individuo R, en cambio en la linea R a pesar de que mas del 75% de
los individuos fueron R en la reprueba existe alrededor de 5% de individuos P de esta forma pode-
mos interpretar que ambas lineas fueron consistentes en mas del 75% de las veces, pero que estos
resultados sugieren una mayor consistencia de P.

En el caso de la evaluacion de la consistencia entre contextos el comportamiento de ambas lineas
mostro consistencia entre contextos, de acuerdo a los dos conceptos principales de consistencia que
es alta previsibilidad o correlacion. Ambas lineas mostraron una alta previsibilidad en la conduc-
ta adoptada en cada uno de los contextos la cual fue visible por las diferencias mostradas entre
ambas. A nivel de correlacion se encontraron correlaciones entre dos de los contextos evaluados en
ambas lineas. A pesar que las lineas mostraron correlaciones altas de consistencia, mostraron dife-
rencia en la significancia de dichas correlaciones. En general la linea P mostré una mayor signifi-
cancia entre sus niveles de agresividad y el tiempo en reasumir la alimentacién después de una si-
tuacion estresante lo que nos hace pensar que esta linea presenta una mayor fortaleza en la correla-
cién que la linea R.

Para una mayor comprension en las diferencias en consistencia mostrada por ambas lineas en el
estudio llevado a cabo en el CAPITULO 3, decidimos evaluar la flexibilidad de comportamiento de las
lineas frente a modificaciones ambientales introducidas después del correcto desempeiio de las
tareas aprendidas durante un periodo de entrenamiento. En la primera parte del estudio del capi-
tulo 4, evaluamos la latencia para reasumir la alimentacion después de una situacion estresante,
previamente evaluada en el CAPITULO 3, pero con la diferencia que en esta oportunidad le adaptamos
una zona de refugio al tanque experimental para permitirle al individuo tener dos opciones claras
de respuesta (Treit, 1989; Veenema et al., 2005). La linea P registré una menor latencia para reasu-
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mir la alimentacién similar al resultado reportado en el CAPITULO 3 de esta tesis, y en linea con el re-
sultado obtenido en trucha arco iris (Qverli et al., 2005). A pesar de que no evaluamos la capacidad
cognitiva de las lineas si pudimos observar diferencias temporales en el desarrollo del aprendizaje
durante el periodo de entrenamiento. La linea P mostré mayor consistencia en el desarrollo de las
tareas reduciendo el tiempo entre cada una de las pruebas en el periodo de entrenamiento hasta
alcanzar el correcto desempefio de las mismas. Sin embargo la linea R mostré ser mas variable para
alcanzar el correcto desarrollo de las tareas, mostrando reducciones seguidas de incrementos en
tiempo en los primeros dias de entrenamiento, este comportamiento ya se ha reportado en ratones,
donde la linea LAL, caracterizada como R muestra comportamientos variables en las fases de entre-
namiento (Benus et al., 1986).

La diferencia entre ambas lineas al ser confrontadas con un objeto nuevo refleja una de las caracte-
risticas principales de la flexibilidad o plasticidad de comportamiento que es la diferencia en res-
puestas a estimulos ambientales (Coppens et al., 2010). La linea R mostro de forma general una
mayor respuesta al estimulo ambiental (objeto nuevo), reflejado en el incremento de las latencias
para alimentarse principalmente atribuido a un mayor tiempo de permanencia en el refugio, pero
sin incrementos en el numero de errores respecto a la linea P. Este incremento en el tiempo de la-
tencia en refugio sin incrementos en los errores sugiere que en la linea R, muchas de sus respuestas
estan condicionadas por los estimulos ambientales, en donde el individuo evalua previamente una
situacion desde un area segura (mayor tiempo en el refugio) y si la situaciéon no representa peligro
la realiza con precision que se puede observar en este estudio por no registrar incrementos en el
numero de errores cometidos.

En el segundo desafié cuando la zona de alimentacidn se revirtio, las lineas no mostraron diferen-
cias en sus latencias de alimentacién. La linea R permanecié mas tiempo en el refugio que la linea P
igual que cuando se confrontaron con un objeto nuevo pero sin embargo la linea P cometié mas
errores para encontrar la nueva zona de alimentaciéon que la linea R. El mayor nimero de errores
cometidos por P en conjunto a su menor tiempo de permanencia en el refugio nos sugiere que
las respuestas en esta linea no estan determinadas por estimulos ambientales y que son mas
bien la expresion del aprendizaje alcanzado de una tarea especifica, por lo tanto la linea P tien-
de a ser mas rutinaria y menos flexible frente a modificaciones ambientales. Las lineas fueron
diferentes en su nivel de consistencia, a pesar que ambas lineas mostraron patrones diferentes de
comportamiento, solo se observé consistencia en la linea P sugiriendo que esta linea le es mas dificil
ajustar su comportamiento una vez aprendido frente a un estimulos ambientales, este resultado esta
en linea con el reporte realizado en ratones machos (Benus et al., 1988).

En el CAPITULO 5 evaluamos el efecto de la personalidad en dos de los componentes mas importan-
tes de la fitness de una especie: reproduccion y supervivencia. La linea P mostr6 mejores indices
de reproduccidn que la linea R. Estos resultados estan en linea con los reportados por Ariyomo et
al., (2012). Las crias de P mostraron mayor supervivencia y mayores tasas de crecimiento en la fase
larvaria, este resultado en esta especie es importante si tomamos en cuenta que el pez cebra no
muestra cuidado parental.

En conjunto que la linea P muestre mejores indices reproductivos y mayores tasas crecimiento y
supervivencia de sus crias pueden estar asociados a la historia de vida de este tipo de personali-
dad caracterizada por tasas de crecimiento mas altas, maduracién temprana, alta disposicion a
explorar ambientes nuevos, caracteristicas que reducen su esperanza de vida principalmente
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por ser sujetos de una mayor tasa de depredacion, o que pueden comprometer su capacidad
reproductiva por lesiones infringidas por conespecificos, con lo cual los individuos de este tipo
de conducta deben mostrar una alta eficiencia reproductiva para incrementar su fitness. Esto se
refuerza por el resultado de una mayor supervivencia de las crias y mayores tasas de crecimiento
registrado en la linea P.

CONCLUSIONES

La toma de riesgo en grupos es una prueba conductual apropiada para separar poblaciones en divergentes personali-
dades.

La seleccion por personalidad selecciona por rasgos morfoldgicos.

Las diferencias en rasgos morfoldgicos entre ambas lineas conductuales estan relacionadas al sexo.

El pez cebra muestra consistencia en el comportamiento en el tiempo y a través de diferentes contextos.

La personalidad individual tiene un efecto en la fortaleza de la consistencia mostrada entre contextos.

Las lineas responden con patrones alternativos de respuestas frente a estimulos ambientales.

La personalidad tiene un efecto en la flexibilidad de comportamiento mostrada por el individuo.

La personalidad afecta la dindmica reproductiva del individuo.

La fitness individual es determinada por la personalidad del individuo.

Es importante incluir evaluaciones de la personalidad en los programas de seleccion desarrollados en acuicultura
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PRUEBAS PRELIMINARES DE ANESTESIA

Para el registro de las variables morfométricas se realizé una prueba piloto en la que se evaluaron
dos anestésicos: MS-222 (tricaina) anestésico de sintesis quimica (n=10) y el aceite de clavo de sin-
tesis natural (n=10). El efecto que el anestésico produce sobre el animal genera un curvamiento del
cuerpo (animal adopta la forma de la letra ¢ con la cabeza y la region caudal curvada hacia uno de
los flancos) impidiendo realizar con precision medidas como la longitud total, adicionalmente los
peces retraen la aleta anal pegandola al cuerpo lo que dificulta el registro de esa variable.

En vista de estas dificultades se realizé una segunda prueba piloto con los mismos anestésicos y el
uso del agua fria como una tercera alternativa realizando una adaptaciéon de la metodologia em-
pleada por Pritchard (2001a), en pez cebra (Danio rerio). Para cada uno de los tratamientos se em-
plearon 10 animales (n=10 por tratamiento). Se empled un procedimiento de habituacion para
reducir la temperatura corporal con agua fria. La temperatura se redujo paulatinamente a 5°C, de la
siguiente manera: 1) Los peces se transfirieron del tanque stock con temperatura de 28°C a un tan-
que previamente acondicionado con una temperatura de 23°C, en donde permanecieron 6 horas. 2)
Finalizado el primer periodo los peces fueron transferidos a un segundo tanque con temperatura de
18°C, dejados durante la noche. 3) En la mafana los peces se transfirieron a un tanque acondicio-
nado a 13°C, en donde permanecieron por un periodo de 1 hora. 4) Los peces se transfirieron indi-
vidualmente a un vaso de precipitado conteniendo 300 ml de agua, colocado dentro de una bandeja
con hielo con una temperatura promedio de 8°C, en donde mostraron signos evidentes de inmovi-
lidad, procediendo al registro de las variables morfométricas. Los resultados del tratamiento del
agua fria mostraron que los peces estaban totalmente relajados permitiendo el registro de las varia-
bles de forma confiable, reduciendo el tiempo de registro de todas las variables de 2.07+ 0.01 minu-
tos en los anestésicos convencionales a 1.55+0.02 min. Adicionalmente el tiempo de recuperacion
utilizando el agua fria es inmediato en cambio con ambos anestésicos era superior a los 5 minutos.
La mortalidad al emplear agua fria se mantuvo por debajo del 1%, comparado con 3% utilizando los
anestésicos convencionales. Tomando esos resultados justificamos el uso del agua fria como meca-
nismo para inmovilizar los peces para las siguientes pruebas.
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