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RESUMEN

BUENHOMBRE, V.J.J. Pez-cebra (danio rerio) como modelo como modelo de bienestar
animal. 2020, p. 195 Tesis (Doctorado) - Universidad Federal del Para, ICB. Belém, 2022.

El pez cebra se ha convertido en un modelo importante para varias disciplinas como la
neurociencia y el testeo de nuevas moléculas farmacoldgicas. Por ende, la forma como este es
alojado y las consecuencias del alojamiento sobre su bienestar representan aspectos importantes

a estudiar.

Son muy pocos los estudios que han evaluado el efecto del enriquecimiento ambiental sobre el
bienestar del pez cebra y los impactos negativos o positivos del mismo estan aun por ser
dilucidados. Un reto importante es establecer las consecuencias no solo de la presencia del
enriquecimiento sino también de la pérdida de este. Igualmente, la forma de presentacion de un
estimulo bien sea de forma predecible o impredecible influencia las respuestas fisioldgicas y
conductuales del animal. Por ende, la forma de presentacion del enriquecimiento representa

otro aspecto importante a valorar.

La evaluacidn de los estados emocionales (afectivos) es crucial para el estudio del bienestar del
pez cebra, en particular para evaluar las influencias del entorno sobre el animal. Sin embargo,
evaluar directamente estos estados es dificil debido a su naturaleza subjetiva. Por ende, el
enfoque actual se centra en estimarlos a partir de los componentes fisioldgicos y conductuales
resultantes. Hoy en dia existen pruebas estandarizadas robustas que evaltGan y correlacionan las
respuestas neuroendocrinas con criterios bien establecidos de valoracion conductual de estrés
y ansiedad en pez cebra. No obstante, no existen pruebas similares para medir los estados
emocionales positivos en esta especie. Una métrica alternativa para evaluar el estado afectivo
tanto positivo como negativo de los animales son las pruebas de sesgo cognitivo. Estas pruebas
permiten a los investigadores inferir el estado emocional de un individuo a partir de la

cognicion.

Por ende, la evaluacion de contrastes de alojamiento aparentemente negativos (Condiciones
impredecibles y ausencia o perdida de enriquecimiento) y positivos (Condiciones predecibles
y presencia 0 ganancia de enriquecimiento) a traves de un tipo de sesgo cognitivo (el sesgo de
juicio cognitivo (SJC) en pez cebra puede constituir un modelo prometedor para entender los
efectos del alojamiento sobre los estados afectivos y el bienestar de este pez. Adicionalmente

se ha evidenciado que las variaciones individuales como la personalidad influencian el sistema



nervioso central, el comportamiento y los resultados del sesgo de juicio cognitivo en otras
especies. Estas diferencias y sus impactos en el pez cebra ain no han sido estudiadas.

En consecuencia, el objetivo general de esta tesis fue establecer si el SJIC puede ser utilizado en
pez cebra para la evaluacion de estados emocionales positivos y negativos producidos por

modificaciones ambientales y su relacion con la personalidad.

Palabras clave: pez cebra, bienestar animal, sesgo de juicio cognitivo, estados

emocionales, claro oscuro, cognicion.



ABSTRACT

Zebrafish has become an important model for various disciplines such as neuroscience and the
testing of new pharmacological molecules. Therefore, the way in which it is housed and the
consequences of its accommodation on its well-being represent an important aspect to study.

Very few studies have evaluated the effect of environmental enrichment on the welfare of
zebrafish and its negative or positive impacts have yet to be elucidated. An important challenge
Is to establish the consequences not only of the presence of enrichment but also of its loss.
Likewise, the form of presentation of a stimulus, either predictably or unpredictably, influences
the physiological and behavioural responses of the animal. Therefore, the form of presentation

of the enrichment represents another important aspect to assess.

The evaluation of emotional (affective) states is crucial for the study of zebrafish welfare, in
particular to evaluate the influences of the environment on the animal. However, directly
assessing these states is difficult due to their subjective nature. Therefore, the current approach
focuses on estimating them from the resulting physiological and behavioral components. Today
there are robust standardized tests that assess and correlate neuroendocrine responses with well-
established behavioural assessment criteria for stress and anxiety in zebrafish. However, there
are no similar tests to measure positive emotional states in this species. An alternative metric
to assess both the positive and negative affective states of animals is the cognitive bias. These

tests allow researchers to infer an individual's emotional state from cognition.

Therefore, the evaluation of apparently negative (Unpredictable conditions and absence or loss
of enrichment) and positive ones (Predictable conditions and presence or gain of enrichment)
accommodation contrasts through a type of cognitive bias (cognitive judgment bias (CJB) in
zebrafish may constitute a promising model to understand the effects of housing on affective
states and well-being in this fish. Additionally, it has been shown that individual variations such
as personality influence the central nervous system, behaviour and cognitive judgment bias
results in other species. These differences and their impacts on zebrafish have not yet been
studied.

Consequently, the general objective of this thesis was to establish if the cognitive judgment bias
can be used in zebrafish for the evaluation of positive and negative emotional states produced

by environmental modifications and its relationship with personality.

Key words: zebrafish, animal welfare, cognitive bias, emotion, behaviour, cognition.
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NOTA EXPLICATIVAY RACIONAL DE LOS EXPERIMENTOS DE LA TESIS.

Esta tesis fue estructurada a partir de la realizacion de 4 experimentos y la

elaboracion de 3 articulos cientificos.

El primer experimento se realiz6 para evaluar la personalidad animal en los peces
cebra y extraer las dimensiones de personalidad (Osadia y Timidez) para los peces que se

usarian en el tercer y cuarto experimento.

El segundo experimento fue una prueba de memoria, este experimento emulaba las
condiciones del SCJ y fue realizado para corroborar dos suposiciones practicas antes de llevar
a cabo el SCJ en el tercer y cuarto experimento. Primero necesitabamos verificar que los peces
podian llevar a cabo la siguiente tarea: permanecer en un area verde para obtener un resultado
positivo (comida) y evitar un area roja para evadir un resultado aparentemente negativo (sin
comida). Esta tarea debia recordarse cuatro dias despues del entrenamiento ya que este seria el
tiempo necesario para realizar las manipulaciones ambientales a evaluar mediante el SCJ. En
segundo lugar, necesitabamos verificar si los peces interpretaban los colores puros entrenados
(verde o rojo) de manera diferente que los colores ambiguos no entrenados (verde y rojos
amarillentos), ya que un estimulo ambiguo entre los estimulos originalmente entrenados es

requerido para que el SJC funcione.

El tercer experimento investigamos los impactos de tres niveles de enriquecimiento
(Ninguno, Medio, Alto) y los efectos de diferentes cambios en estos niveles o condiciones de
alojamiento (aumento gradual, disminucion gradual, aumento repentino, disminucion repentina
y permanecer constante) sobre el estado afectivo de los peces cebra utilizando una prueba de
SCJ, una prueba de claro/oscuro y una prueba de actividad para ello. La prueba de sesgo
cognitivo se baso en un entrenamiento de discriminacion previa frente a dos colores
(aproximacion a un color verde recompensado y evitacién de uno rojo no recompensado). Una
vez entrenados se les presentd los estimulos de forma ambigua (rojo amarillo y verde amarillo).
La l6gica es que peces con estados emocionales negativos escojan el rojo amarillo (sesgo
negativo) y peces con estados emocionales negativos el verde amarillo (sesgo positivo). La
prueba de claro/oscuro y actividad miden conductas relacionadas a la ansiedad y se realizaron

para observar si los resultados del sesgo covariaban con los de estas pruebas.

Por lo tanto, se esperaba que los peces en condiciones de enriquecimiento y

situaciones constantes y predecibles (Condiciones que aparentemente generan estados



positivos) reducirian los comportamientos de ansiedad y mostrarian un sesgo de juicio positivo
frente a los estimulos ambiguos. Esperabamos los resultados opuestos para los peces alojados
en condiciones estériles y variables (Condiciones que aparentemente generan estados

negativos).

El cuarto experimento, consistio en una réplica del tercer experimento, pero
utilizando peces que en su mayoria presentaron una personalidad timida. Esto para comparar

los resultados de los peces osados del tercer experimento con los timidos de este mismo.

El articulo | permitio la estructuracion y la discusion de los cuatro experimentos.
Este articulo es una revision sistematica de literatura sobre la influencia que ejercen las
variaciones individuales y las diferentes manipulaciones ambientales sobre las respuestas de

estrés y la calidad de vida del pez cebra.

El articulo Il se elabord a partir del segundo y tercer experimento. Este articulo
evalud la influencia del enriquecimiento ambiental estructural y la forma como este era ofertado

sobre el SJC y los comportamientos tipo ansiedad en pez cebra.

El articulo 11 se realizo a partir de la comparacion de los resultados del tercer y
cuarto experimento. Este ultimo evalud la influencia del enriquecimiento ambiental estructural

y la personalidad sobre el SJIC y los comportamientos tipo ansiedad en pez cebra.

De esta manera la tesis fue dividida en capitulos donde cada uno corresponde a un

articulo.
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1. INTRODUCCION

No existe una definicion Unica de bienestar animal, sin embargo, varios autores
coinciden en que es un estado de salud fisica y mental, que se produce como consecuencia de
una buena adaptacion al ambiente y a sus desafios normales (OHL; PUTMAN, 2014). Este
estado se ve reflejado en la ausencia de enfermedades, lesiones y emociones negativas y en la
presencia de emociones positivas (BOISSY, 2019). Es este sentido el estudio de las emociones
animales es muy importante para el bienestar animal (BOISSY; LEE, 2014) y para otras
disciplinas como la psicologia, la psiquiatria (KEEHN, 2018), la neurociencia (BURGDORF
et al., 2017), la psicofarmacologia (CZEH; WIBORG; FUCHS, 2018) y el estudio del dolor
(RICE et al., 2018).

El término emocién se ha definido tradicionalmente como una experiencia subjetiva
que se acomparia de dos componentes principales, una respuesta conductual y una respuesta
fisioldgica (BOISSY, 2019; FRANKS, 2019). El aspecto subjetivo de la emocion es dificil de
estudiar en animales, ya que este componente generalmente se infiere a través del reporte verbal
en humanos y por lo tanto su medicién en los animales al carecer de habla solo se puede inferir
indirectamente a través de los elementos conductuales y fisiolégicos, dejando de lado la parte
subjetiva "fenomenologica” (BOISSY, 2019; FRANKS, 2019).

Estas evaluaciones conductuales y fisiologicas proporcionan una gran cantidad de
informacion con respecto al componente de “excitabilidad emocional” (intensidad o actividad
del animal), pero tienen algunos inconvenientes para medir la valencia emocional (si laemocion
es positiva o negativa) (MENDL; BURMAN; PAUL, 2010; PAUL; MENDL, 2018;
RUSSELL, 2003). Por ejemplo, la respuesta del eje hipotalamico hipofisario adrenal HPA y
simpatico adreno-medular SAM se activa de manera similar en situaciones adversas y
gratificantes (BALDOCK; SIBLY, 1990; MARCHANT et al., 1995; RUSHEN, 1991).

Con respecto a las pruebas de comportamiento, estas tienen una alta confiabilidad
y validez dada tanto por la validacion farmacolégica como por la validacion cruzada
(MAXIMINO et al., 2010a; PAUL; HARDING; MENDL, 2005). Sin embargo por lo general
solo miden estados emocionales negativos relacionados a la ansiedad (MAXIMINO et al., 2010;
PAUL et al., 2005), presentan dificultades para su interpretacion ya que los resultados pueden
explicarse por dos 0 méas estados emocionales (FILE, 1996; PAUL; HARDING; MENDL,
2005; RAMOS; MORMEDE, 1997), los comportamientos posteriores a la prueba pueden ser

mejores indicadores de emocidn que la respuesta durante la prueba en si (HENDRIE; WEISS;
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EILAM, 1996) y finalmente la respuesta conductual puede verse influenciada por las
diferencias individuales (DEMIN et al., 2019; VOLGIN et al., 2019) y las condiciones
ambientales del laboratorio (ALESTROM et al., 2020; CRABBE; WAHLSTEN; DUDEK,
1999; HOGG, 1996; LIEGGI et al., 2019).

Dado lo mencionado anteriormente, nuevas definiciones y metodologias
extrapoladas de la psicologia humana que vinculan la subjetividad a la evaluacion de las
emociones estan siendo actualmente utilizadas en animales (BOISSY; LEE, 2014; DESIRE et
al., 2004; PAUL; HARDING; MENDL, 2005). Dentro de estas nuevas tentativas, se propone
integrar el componente cognitivo en la evaluacion de las emociones animales como
complemento de las evaluaciones neurofisiolégicas Yy conductuales existentes
(BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; BOISSY, 2019; MELLOR, 2015; MENDL;
BURMAN; PAUL, 2010). En psicologia humana se ha demostrado que los procesos cognitivos
influyen y son influenciados por los estados emocionales del individuo. Por ejemplo, las
personas que informan un estado emocional negativo (Ansiedad) muestran una mayor atencion
a un estimulo amenazante que aquellas en un estado emocional positivo (por ejemplo,
(MATHEWS, 1994; MINEKA; OEHLBERG, 2008; MOGG et al., 2008). Del mismo modo,
las personas en un estado de infelicidad o depresidén son mas propensas a recordar situaciones
negativas, mientras que las personas felices tienden a recordar las buenas situaciones (por
ejemplo, (BOWER, 1981; DALGLEISH & WERNER-SEIDLER, 2014; ANDREW
MATHEWS, 1992; MINEKA & OEHLBERG, 2008). Finalmente, las personas tristes son mas
pesimistas al juzgar eventos futuros o ambiguos, mientras que las personas felices son mas
optimistas (por ejemplo, (EYSENCK et al., 1991; MACLEOD; BYRNE, 1996; NYGREN et
al., 1996; SZPUNAR; SCHACTER, 2013; ZAVORKA et al., 2015). Por lo tanto, esta
interaccion mutua entre las emociones y la cognicion en los humanos (PAUL; HARDING;
MENDL, 2005; SCHWARZ, 2000) conduce a la adaptacién de técnicas no verbales de
psicologia cognitiva para evaluar las emociones en los animales (DESIRE et al., 2004;
GREIVELDINGER; VEISSIER; BOISSY, 2011).

En general, el término "sesgo cognitivo” se utiliza para definir los efectos de los
estados emocionales sobre los procesos cognitivos, que incluyen la memoria, la atencion y la
toma de decisiones o el juicio (RAOQULT et al., 2017). Los efectos sobre este Gltimo se
denominan “sesgo del juicio”, este es el mas utilizado y se ha introducido como procedimiento
estandar en la evaluacion de estados emocionales en animales (HARDING; PAUL; MENDL,
2004; MARCHANT-FORDE, 2015; MENDL; BURMAN; PAUL, 2010).
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La prueba de sesgo cognitivo incluye una modificacion del entorno o la historia de
vida del animal, esto permite conocer los contextos y circunstancias especificas en los que se
desarrolla un parametro conductual o fisioldgico y por lo tanto, facilita la distincion de aquellos
estados emocionales en los cuales es méas probable que ocurran los parametros observados
(BERRIDGE; ROBINSON, 2003; LAMBERT; CARDER, 2019; MAKOWSKA; WEARY,
2013; PROCTOR; CARDER, 2016, 2014, 2015a, 2015b). Aunque esto puede parecer obvio,
las investigaciones sobre las emociones en animales no siempre teorizan, manipulan o miden
las emociones con relacién a un contexto (GREENAWAY; KALOKERINOS; WILLIAMS,
2018). Ademas, la evaluacién de los contextos ayuda a comprender qué tipos de entornos
promueven experiencias positivas (BOISSY; ERHARD, 2014), que tipo de ambiente
disminuye los efectos adversos frente a un estresor (SIMPSON; KELLY, 2011; SINGHAL et
al., 2014) y por lo tanto que tipo de alojamiento ayuda a mejorar el bienestar y la salud de los
animales (ALAIN BOISSY & ERHARD, 2014).

Por otra parte el estudio del rol que desempefian las diferencias individuales como
la personalidad es importante en las pruebas de comportamiento ya que varios estudios
muestran que no todos los individuos reaccionan de la misma manera a una situacion o estimulo
especifico (BAKER; WONG, 2019; BOISSY; ERHARD, 2014). Se ha visto que algunos rasgos
de la personalidad pueden influir sobre varios parametros en estas pruebas, como por ejemplo
generando un nivel mas bajo de actividad, tolerancia al dolor o temperatura (VONK, et al.,
2017). Lo que podria explicar por qué algunas veces una situacion o estimulo particular que
normalmente induciria una respuesta emocional determinada, posteriormente no la produce
(FORKMAN et al., 2007; HEDLUND; L@VLIE, 2015; KOOLHAAS; REENEN, 2016).
Adicionalmente ya que se ha encontrado que la personalidad puede influenciar los sesgos
cognitivos en animales (ASHER et al., 2016; BARNARD et al., 2018; KREMER et al., 2021,
LECORPS; WEARY; VON KEYSERLINGK, 2018) es importante evaluar si sucede lo mismo

en el pez cebra.
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS

2.1 Objetivo General

Establecer si el sesgo de juicio cognitivo puede ser utilizado en pez cebra para la
evaluacion de estados emocionales positivos y negativos producidos por modificaciones

ambientales y su relacion con la personalidad.
2.2 Revisidn sistematica

Establecer las bases tedricas para la estructuracion y la discusion de los cuatro
experimentos.
2.3 Experimento 1

Evaluar la personalidad animal de los peces y extraer las dimensiones de
personalidad osadia o timidez.
2.4 Experimento 2

Comprobar que los peces pueden establecer una asociacion discriminativa entre dos
colores (rojo y verde) y recordarla durante cuatro dias.

Verificar si los peces interpretan los colores puros entrenados (verde o rojo) de

manera diferente que los colores ambiguos no entrenados (verde y rojos amarillentos)
2.5 Experimento 3

Investigar si el enriquecimiento ambiental estructural y la forma como es ofertado
influencia el sesgo de juicio cognitivo y los comportamientos tipo ansiedad en pez cebra adulto.
2.6 Experimento 4

Determinar la influencia que ejerce la dimension de la personalidad (Osadia vs.

Timidez) y el enriquecimiento ambiental estructural sobre el sesgo de juicio cognitivo y los

comportamientos tipo ansiedad en pez cebra adulto.
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3. ARTICULOS

3.1 Articulo |

Jhon Buenhombre, Erika Alexandra Daza-Cardona, Péssi Sousa and Amauri Gouveia Jr (2021).
Different influences of anxiety models, environmental enrichment, standard conditions and
intraspecies variation (sex, personality and strain) on stress and quality of life in adult and
juvenile zebrafish: A systematic review. Neuroscience & Biobehavioral Reviews Volume 131,
December 2021, Pages 765-79. Articulo Publicado.

Diferentes influencias de los modelos de ansiedad, del enriquecimiento ambiental, de las
condiciones estadndar de alojamiento y de la variacion individual (sexo, personalidad y
linea genética) sobre el estrés y la calidad de vida en peces cebra adultos y juveniles: una

revision sistematica.

RESUMEN

Las manipulaciones ambientales (MA) antagonistas y de larga duracién han inducido o
reducido con éxito las respuestas de estrés y la calidad de vida del pez cebra. Por ejemplo, el
enriquecimiento ambiental (EA) generalmente reduce los comportamientos relacionados con la
ansiedad y mejora la inmunidad, mientras que el estrés cronico impredecible (ECI) y los
estresores relacionados con el alojamiento en acuarios generan efectos opuestos. Sin embargo,
no existe consistencia en los resultados para algunas MA como para la exposicion aguda a
factores estresantes, el enriquecimiento ambiental social y algunos elementos del
enriquecimiento ambiental estructural. Por lo tanto, tener en cuenta las variaciones dentro de la
especie (sexo, personalidad y tension), aumentar la complejidad de las intervenciones, mejorar
la estandarizacion de los protocolos y contemplar la posibilidad de que el EA pueda actuar
como un estresor leve en un espectro entre demasiada ECI 6 muy poca (condiciones estandar)
intensidad de estrés o estimulacion, podria reducir las inconsistencias de los resultados. Lo
anterior también serviria para explorar los mecanismos que subyacen la resiliencia al estres y
para estandarizar los protocolos de MA. Por lo tanto, esta revision analiza y compara de forma
critica el conocimiento existente a lo largo de la Gltima década sobre las diferentes

manipulaciones ambientales en pez cebra y las influencias que el sexo, las lineas genéticas y la
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personalidad pueden tener sobre las respuestas conductuales, fisiologicas y aquellas
relacionadas con la eficacia bioldgica.

Palabras clave: Resistencia al estrés, pez cebra, enriquecimiento ambiental, linea genética,

sexo, personalidad, neurofisiologia, comportamiento.
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Different influences of anxiety models, environmental enrichment, standard conditions
and intraspecies variation (sex, personality and strain) on stress and quality of life in

adult and juvenile zebrafish: A systematic review.
ABSTRACT

Antagonist and long-lasting environmental manipulations (EM) have successfully induced or
reduced the stress responses and quality of life of zebrafish. For instance, environmental
enrichment (EE) generally reduces anxiety-related behaviours and improves immunity, while
unpredictable chronic stress (UCS) and aquarium-related stressors generate the opposite effects.
However, there is an absence of consistency in outcomes for some EM, such as acute exposure
to stressors, social enrichment and some items of structural enrichment. Therefore, considering
intraspecies variation (sex, personality, and strain), increasing intervention complexity while
improving standardisation of protocols and contemplating the possibility that EE may act as a
mild stressor on a spectrum between too much (UCS) and too little (standard conditions) stress
intensity or stimulation, would reduce the inconsistencies of these outcomes. It would also help
explore the mechanism behind stress resilience and to standardise EM protocols. Thus, this
review critically analyses and compares knowledge existing over the last decade concerning
environmental manipulations for zebrafish and the influences that sex, strain, and personality

may have on behavioural, physiological, and fitness-related responses.

Keywords: Stress resilience, Zebrafish, Environmental enrichment, Strain, Sex, Personality,

Neurophysiology, Behaviour
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INTRODUCCION

El estrés y la calidad de vida son preocupaciones significativas entre los
investigadores interesados en modelos preclinicos de trastornos mentales relacionados con el
estrés (CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015; DEMIN et al., 2020a; SANTARELLI et al.,
2014) y el bienestar animal (COLDITZ; HINE, 2016). En general, la resiliencia al estrés y la
buena calidad de vida son dos términos relacionados, asociados con el mantenimiento de
parametros fisiologicos y conductuales normales de estrés o el rapido retorno a la linea de base
después de un desafio (DEPASQUALE et al., 2016). En consecuencia, también se asocian con
un incremento en la salud y la aptitud bioldgica debido a una mejor adaptacion a los factores
estresantes posteriores (COLDITZ; HINE, 2016).

Ademas, la interaccion de factores genéticos y ambientales influye fuertemente en
estos y otros rasgos bioldgicos relacionados, como la fisiologia, el comportamiento, la salud y
la eficacia bioldgica en el pez cebra (Danio rerio) (SONG et al., 2016; VOLGIN et al., 2019).
Del mismo modo, la personalidad (consistencia del comportamiento y la fisiologia a través del
tiempo y el contexto) (TOMS; ECHEVARRIA, 2014) da forma a las respuestas biologicas de
los peces cebra y, a su vez, influye y esta influenciada por las interacciones ambientales y
genéticas (DEMIN et al., 2019; TOMS; ECHEVARRIA, 2014). Por lo tanto, tener en cuenta
las diferencias individuales (sexo y personalidad), las lineas genéticas y los factores ambientales
en conjunto, es crucial para mejorar nuestra comprension de la resiliencia al estrés y la calidad

de vida del pez cebra.

El impacto de multiples factores genéticos y ambientales y de las diferencias
individuales en los fenotipos de estrés conductual y fisioldgico ha sido ampliamente estudiado
en varios modelos animales, particularmente en roedores (e.g. (MAGALHAES et al., 2019;
SONG et al., 2016). Sin embargo, un espectro mas amplio de animales estudiados podria
promover la relevancia traslacional de los modelos de estrés al proporcionar caracteristicas
clave superpuestas y mecanismos de funcion bioldgica conservados entre especies (GERLAI,
2020). Por lo tanto, el pez cebra podria ser un modelo preclinico complementario prometedor
ya que ofreceria muchas convergencias y diferencias relacionadas al estrés. Por ejemplo,
ademas de presentar un comportamiento complejo, la respuesta endocrina del pez cebra lo hace
particularmente Gtil para la investigacion de estrés traslacional debido a sus similitudes con los
humanos, como el uso de cortisol en lugar de corticosterona, como si ocurre en los roedores
(EGAN et al., 2009). También se ha convertido en un modelo popular en varios campos debido
a sus mdaltiples ventajas en la investigacion (KALUEFF; STEWART; GERLAI, 2014).
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Por lo general, la investigacion ha modelado las interacciones genéticas y
ambientales a través de modificaciones en el medio ambiente en el que viven los animales
(DEMIN et al., 2019, 2020b; VOLGIN et al., 2019). Por ejemplo, algunos estudios han
abordado las influencias de las manipulaciones ambientales sobre los fenotipos conductuales y
fisiologicos del estrés del pez cebra (EGAN et al., 2009) y su impacto en la mejora de su calidad
de vida. Sin embargo, los estudios que evallan estos aspectos en esta especie son escasos
(MARCON et al., 2018a).

Las modificaciones al medio ambiente por lo general consisten en la exposicion a
estimulos estresantes y el enriquecimiento ambiental o a condiciones estandar (VOLGIN et al.,
2019). Diversos estudios han demostrado que una sobrecarga de estrés agudo, la exposicion a
un estrés cronico impredecible y la incapacidad para hacer frente a estos desafios se han
asociado con el desarrollo de una serie de trastornos de comportamiento y médicos (BRENES;
FORNAGUERA; SEQUEIRA-CORDERO, 2020; DEPASQUALE et al., 2019) y, en
consecuencia, una baja calidad de vida (TONI et al., 2019a). Estas alteraciones son frecuentes
en las condiciones estériles estandar de laboratorio (KIRSTEN et al., 2018; KISTLER et al.,
2011; NASLUND & JOHNSSON, 2016b) pero pueden ser atenuadas o incluso revertidas por
manipulaciones en el alojamiento (BRENES; FORNAGUERA; SEQUEIRA-CORDERO,
2020; CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015). Por lo tanto, el enriquecimiento ambiental parece
ser una alternativa no farmacoldgica ventajosa para tratar y prevenir los trastornos relacionados

con el estrés y mejorar la calidad de vida.

El enriquecimiento ambiental proporcion6 muchos beneficios en el pez cebra, como
niveles mas bajos de ansiedad y cortisol (GIACOMINI et al., 2016), reduccion de la agresion y
la monopolizacion de los alimentos (BASQUILL; GRANT, 1998), mejora el aprendizaje
(DEPASQUALE et al., 2016), aumenta la fertilidad (WAFER et al., 2016), la toma de
decisiones (KAREKLAS; ELWOOD; HOLLAND, 2018), entre otros (VOLGIN et al., 2018a).
Sin embargo, algunos estudios han encontrado un aumento en la ansiedad (WILKES et al.,
2012) o han detectado efectos adversos como el aumento de la agresion (BHAT; GREULICH,;
MARTINS, 2015; WOODWARD; WINDER; WATT, 2019). Esta falta de consistencia puede
deberse a diferencias en los protocolos (CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015; MARCON et
al., 2018a) y poco conocimiento sobre el papel que varias caracteristicas individuales (sexo,
linea genetica, personalidad) puedan tener sobre los resultados (DEMIN et al., 2019; ROCHE;
CAREAU; BINNING, 2016). Por ejemplo, existen diferencias genéticas criticas en las
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respuestas de estrés entre varias de las lineas genéticas de pez cebra disponibles comercialmente
(AUDIRA et al., 2020; EGAN et al., 2009).

Ademas, los individuos de un mismo linaje de peces cebra también presentan
diferencias notables en como perciben y reaccionan al mismo estimulo en condiciones de
laboratorio estandarizadas (ZABEGALOV et al., 2018). Asimismo, el sexo tiene una influencia
significativa en la respuesta de estrés conductual (WONG et al., 2012) y fisiologica (OSWALD
etal., 2012; RAMBO et al., 2017; REOLON et al., 2018; WONG; FRENCH; RUSS, 2019).

Como hemos visto, las diferencias de protocolo (por ejemplo, grado y duracion),
edad del animal, linaje, personalidad y sexo pueden afectar los resultados de las manipulaciones
ambientales en el pez cebra (DEMIN et al., 2019; VOLGIN et al., 2019). Por lo tanto, se deben
considerar estas variables en el disefio experimental de manipulaciones ambientales para
mejorar la reproducibilidad y traducibilidad de los datos (DEMIN et al.,, 2019). En
consecuencia, esta revision sistematica tiene como objetivo analizar y sintetizar de manera
critica los conocimientos existentes sobre el uso de diferentes manipulaciones ambientales y su
efecto sobre el estrés y la calidad de vida en el pez cebra, considerando las diferencias
individuales antes mencionadas. Tenemos la intencidn de cubrir la literatura publicada en la
ultima década lo mas completamente posible, aunque podriamos haber pasado por alto algunos
estudios. Esperamos que esta revision afiada mas claridad al tipo de manipulaciones que
confieren resistencia al estrés y generan efectos positivos o negativos en la calidad de vida.
Finalmente, buscamos simplificar como interacttan las diferencias individuales para conferir
esa resiliencia y que tipo de manipulaciones que se ajustan mejor a una personalidad, sexo y

linaje para mejorar la calidad de vida del animal.
MATERIALES Y METODOS
Revision sistematica

Se utiliz6 la declaracion PRISMA (elementos de reporte preferidos para revisiones
sistematicas y metaanalisis) (MOHER et al., 2009) para reportar nuestros hallazgos de literatura

relevante.

Dos revisores independientes realizaron una busqueda sistematica de estudios sobre
los efectos de las manipulaciones ambientales, la linea genética y la personalidad sobre la
resiliencia al estres y la calidad de vida, a través de la basqueda en tres bases de datos diferentes
(PubMed, Scopus y Web of Science) en dos momentos diferentes, uno en febrero de 2020, con
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una actualizacion en octubre de 2020. Utilizamos la siguiente estrategia de busqueda para cada
base de datos bibliografica: Titulo, resumen, palabras clave o tema: (“pez cebra” Y
"enriquecimiento™ Y “estrés") (“pez cebra” Y "enriquecimiento™ Y "bienestar") (“pez cebra” Y
"personalidad” Y "estrés™) (“pez cebra” Y "personalidad” Y "bienestar") (“pez cebra” Y "cepa”
Y “estrés™) (“pez cebra” Y "cepa" Y "bienestar"). El periodo de inclusion en la revision fue de
enero de 2010 a julio de 2020. Después de una revision de resumen y del titulo, seleccionamos
los articulos; se consultd y considero el texto completo de los manuscritos de acuerdo con los
criterios de seleccion antes mencionados. Dos investigadores independientes se ocuparon de la
seleccion y elegibilidad, y un tercer investigador resolvio cualquier desacuerdo. Ademas, se
incluyeron estudios relevantes adicionales citados por los articulos seleccionados, que

cumplieron con nuestros criterios de inclusion.
Criterios de inclusion y exclusion

Se incluyeron estudios originales que evaluaron la influencia de la personalidad, la
linea genética y las manipulaciones ambientales sobre la respuesta al estrés y la calidad de vida
en el pez cebra. Agregamos solo articulos relacionados con etapas adultas y juveniles, aunque
también consideramos algunos estudios que evaluaron la etapa larvaria. Definimos la
manipulacion ambiental como cualquier enriquecimiento ambiental o condiciones estandar. No
incluimos manipulaciones farmacolégicas o toxicoldgicas, aunque hicimos una excepcion para
estudios que comparan manipulaciones farmacoldgicas y enriquecimiento ambiental al mismo
tiempo. Cubrimos trabajos que utilizaron métodos experimentales para manipular las
condiciones del habitat y articulos que analizaban los diferentes habitats naturales donde los
animales fueron capturados. Se excluyeron trabajos sin grupo control (un grupo con
condiciones de laboratorio estandar) e intervenciones que potencialmente interfirieron con el
efecto primario de las manipulaciones ambientales. Definimos la personalidad como una
respuesta conductual consistente a traves del tiempo y las situaciones, incluyendo términos
como temperamento, sindrome conductual, tipo de comportamiento, rasgo conductual y estilo
de afrontamiento. Para ser incluidos, los estudios tuvieron que abordar la manipulacion
ambiental, la linea genética y la personalidad como causas (variables independientes) y las
medidas de las respuestas al estrés y la calidad de vida como resultados (variables
dependientes); se excluyd cualquier otro tipo de disefio experimental. Solo consideramos
estudios publicados, revisados por pares y escritos en inglés. Se excluyeron del analisis los
trabajos sin descripcion clara de la manipulacién ambiental, la designacion de la personalidad

o la linea genética. Finalmente, se evaluaron los posibles sesgos que afectaron a los articulos
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seleccionados utilizando la herramienta SYRCLE (Systematic Review Center for Laboratory

Animal Experimentation).
RESULTADOS
Modificaciones del protocolo de estudio

Aungue no consideramos las diferencias de sexo en el alcance de la revision inicial,
las incluimos porque muchos de los articulos seleccionados reportaron diferencias

significativas de género que influyeron en el estrés y la calidad de vida.
Resultados de la busqueda

Nuestra estrategia de busqueda resultd en 2293 articulos, de los cuales 828 fueron
proporcionados por PubMed, 904 por Web of Science y 561 por Scopus. Después de omitir 990
duplicados, se proyectaron 1303 articulos por el titulo y el resumen. Un total de 193 estudios
cumplieron nuestros criterios de inclusién basados en el titulo y el resumen. Después de leer
los textos completos, decidimos incluir 89 articulos en este estudio. El proceso de seleccion se
muestra en la Figura 1. La lista completa de articulos que componen nuestra muestra con una
descripcion de los experimentos, y la lista de variables y categorias utilizadas para estratificar
nuestros andlisis, estan disponibles en las Tablas 1-6.

Aqui presentamos los principales hallazgos de nuestro estudio basados en las
manipulaciones ambientales, la personalidad y la linea genética. Los resultados de la evaluacion
de sesgo se pueden encontrar en la Tabla 7. Con respecto a los resultados sobre el estrés y la
calidad de vida, 56 de los 89 estudios revisados evaluaron las manipulaciones ambientales
independientemente de la personalidad o la linea genética. Veintidds de los 89 estudios
abarcaron los impactos de la personalidad, y diez cubrieron la influencia de la linea genética.
Trece estudios evaluaron el efecto del sexo al mismo tiempo que el medio ambiente, la

personalidad y la linea genética.
Calidad del estudio

La Tabla 7, muestra el riesgo de evaluacion sesgada de los estudios incluidos. Once
estudios tuvieron un alto riesgo de sesgo en las caracteristicas basales y tres en el cegamiento.
Tres estudios reportaron alto riesgo en la aleatorizacion de viviendas, seis en el cegamiento,
veinte en el reporte de resultados y ninguno en el célculo de potencia o tamafio de muestra.
Siguiendo los resultados de la herramienta SYRCLE Risk of Bias, todos los estudios tuvieron

un riesgo general poco claro de sesgo.
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Diferentes resultados para medir el estrés y la calidad de vida en el pez cebra

Se han utilizado diversos resultados conductuales, fisiologicos, neurobiologicos y
relacionados con la eficacia bioldgica para evaluar los efectos de las manipulaciones

ambientales sobre el estrés y la calidad de vida en el pez cebra.
Resultados conductuales

Tres paradigmas conductuales basados en la novedad, a saber, el campo abierto, el
claro/oscuro y el tanque novedoso, fueron los indicadores mas utilizados para la medicién de
comportamiento relacionado a la ansiedad o al estrés, con 8, 9 y 30 estudios utilizando estos
paradigmas, respectivamente (Tabla 1-6). Por lo tanto, el tanque novedoso ha sido el mas
aplicado. Por lo general, en estos modelos, la ansiedad se refleja en la reduccion de la
exploracion y el aumento de congelacidén, movimientos erraticos, tigmotaxia (campo abierto),
escototaxia (claro/oscuro) y geotaxis (tanque novedoso). Para obtener mas informacion sobre
los parametros de comportamiento tipicos utilizados en estas pruebas, véase (COLLIER;
KALUEFF; ECHEVARRIA, 2017; KALUEFF et al., 2013) Contrario a la inactividad, la
hiperactividad también se ha utilizado como una medida de la ansiedad en el campo abierto
(SHAMS et al., 2018) y en el tanque de alojamiento (VON KROGH et al., 2010), aunque no se

conoce los fundamentos de estas dos ultimas medidas.

Ademas de evaluar como los animales exploraron y se habituaron a entornos
novedosos, varios estudios utilizaron otras respuestas conductuales como la disminucion de la
cohesion del cardumen (10 estudios), el aumento de la agresion (14 articulos) y la reduccion de
la latencia para alimentarse (5 articulos) como respuestas conductuales relacionadas al estrés
(Tabla 1-6). El deterioro en la adquisicion de memoria espacial y asociativa también fue
relacionado con la ansiedad. Estas medidas se evaluaron utilizando el paradigma de evitacion
inhibitoria (7 estudios) y el condicionamiento clasico en diferentes modelos de laberinto (11
articulos). Uno de los 7 estudios de evitacion inhibitoria también examind la extincion en
respuesta al estrés (KENNEY et al., 2017) (Tabla 1-6).

La presencia de un cardumen elevado fue propuesta recientemente como un
indicador de la emocion positiva, pero se evalud solo en una investigacion (FRANKS;
GRAHAM; VON KEYSERLINGK, 2018). Asimismo, algunos estudios utilizaron una
valoracion basada en preferencias de recursos 0 ambientes, en la que los investigadores evalGan
las areas donde los animales pasan més tiempo y entran con mas frecuencia. Estas areas estan
asociadas con estimulos positivos/gratificantes (FIFE-COOK & FRANKS, 2019; VOLGIN et
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al., 2018b). Se encontraron seis estudios que evaluaron la preferencia de lugar como indicador
de posibles items y circunstancias que el animal puede experimentar como positivas (Tabla 3 y
5).

Resultados fisiologicos y neurobioldgicos

Como en otras especies, las catecolaminas y los corticosteroides son los principales
facilitadores de la respuesta al estrés en el pez cebra (DEMIN et al., 2020a). En consecuencia,
el aumento de los niveles de cortisol fue el pardmetro fisiolégico mas comun para evaluar el
estrés. Veintiséis de los 88 estudios seleccionados midieron cortisol del tronco, cortisol de
cuerpo entero o cortisol en el agua del tanque (Tabla 1-6). Se utiliz6 melatonina en un estudio
(TUDORACHE et al., 2018), junto con el cortisol. Sin embargo, esta crucial hormona no
esteroide involucrada en la respuesta al estrés (GENARIO et al., 2019) fue evaluada solo para
la personalidad y no para las manipulaciones ambientales.

Ademas del cortisol, se evalud la expresion de varios genes implicados en la
regulacion del eje hipotalamico-hipofisis-inter-renal (HPI) que incluyeron: el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el receptor de serotonina lab (htrlab), el
transcriptor 4 de regulacion para cocaina y anfetamina (cart4), el factor liberador de
corticotropina (crf), la proteina de union a crf (crf-bp), el receptor cannabinoide 1 (cnrl), los
receptores glucocorticoides (gra, grp), mineralocorticoides (mr), propioomelanocortina
(pomc), prolactina (prl) e hipo cretina/orexina y fos). Once de los 88 estudios seleccionados
midieron la expresion de estos genes (Tabla 1-6). Ademas, la 11B hidroxiesteroide
deshidrogenasa (11B-hsd) fue evaluada por un estudio para la personalidad (OSWALD et al.,
2012). Mientras que la regulacién ascendente de estos receptores se ha relacionado con
mecanismos adaptativos para mantener la integridad neuronal y prevenir la sobrecarga, la
regulacién descendente de estos genes también se ha relacionado con la ansiedad
(CHAKRAVARTY et al., 2013).

Los receptores de dopamina D2 (drd2a y drd2b) y el receptor delta-opioide (DOR,;
oprd1b) fueron evaluados por Thornqvist et al., 2019 para medir los cambios relacionados con
la personalidad, ya que los opioides parecen influir en los sistemas dopaminérgicos, y es
probable que las interacciones entre estos sistemas sean esenciales para generar divergencias
intraespecificas en los fenotipos de comportamiento (THORNQVIST et al., 2019a). Del mismo
modo, los genes involucrados en la regulacién del reloj bioldgico también fueron evaluados
para considerar la personalidad (TUDORACHE et al., 2018).
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Ademaés, se evaluaron los marcadores moleculares de ansiedad reportados en
modelos de roedores como la subunidad B de calcineurina tipo 1 (ppp3rla) y elemento de unién
a proteina de respuesta AMP (pCREB) por (CHAKRAVARTY et al., 2013). En el mismo
estudio, un aumento en VDAC3, PHB2, SNBC y SLC25A5 del perfil del proteoma cerebral se
implico con disfuncion mitocondrial debido a ECI en peces cebra. Del mismo modo, en un
estudio de (PIATO, ROSEMBERG, et al., 2011), los marcadores del sistema purinérgico ATP

y su metabolito ADP se asociaron con el estrés agudo.

Los cambios morfoldgicos relacionados con la neuroplasticidad y la neurogénesis
también se han relacionado con el estrés, ya que parece que algunos factores estresantes pueden
afectar la neurogénesis. En contraste, otros mejoran la proliferacion celular, el aprendizaje y la
resiliencia al estrés (DEPASQUALE et al., 2016). Cinco estudios evaluaron el factor
neurotrofico derivado del cerebro (BDNF). EI nimero de células tefiidas en regiones
proliferantes y el nimero de espinas dendriticas en respuesta al estrés se evaluaron en cuatro
estudios (Tabla 1-6). Ademas, un estudio evalud el cambio en el volumen cerebral debido a
manipulaciones ambientales (DEPASQUALE et al., 2016).

Finalmente, los niveles de monoaminas serotonina (GIACOMINI et al., 2016),
dopamina (FULCHER et al., 2017) y sus metabolitos han estado involucrados con la regulacion
del estrés del pez cebra y los perfiles de personalidad (TRAN et al., 2016). En esta revision,

estos niveles fueron examinados por siete estudios (Tabla 1-6).
Resultados relacionados a la eficacia bioldgica

Aumento de la supervivencia (medicion de la tasa de mortalidad), crecimiento
(medida como aumento de peso y tamafio), salud de los peces (medicidn de la respuesta inmune)
y éxito reproductivo (medicion del tamafio de la cola y la tasa de desove) se midieron en 5, 8,
2 y 7 estudios respectivamente (Tabla 1-6). Algunos autores argumentaron que estas medidas
evaluaron la capacidad de los animales para adaptarse fisiolégicamente a su entorno en
cautiverio y mantener la funcionalidad de sus sistemas bioldgicos y todos ellos se han asociado
con una buena calidad de vida en el pez cebra (NASLUND & JOHNSSON, 2016b). Ademas,
el estrés oxidativo se evalu6 midiendo el aumento de los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en un estudio. En este estudio, el cortisol elevado se asocio con el aumento de
la respiracion mitocondrial y la produccién de ROS como subproducto (MARCON et al.,
2018b).
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La diferencia en el tamafio y metabolismo de los peces también se han evaluado
como covariables para la personalidad (5 estudios) y la linea genética (1 estudio). Esto lo

describiremos en las secciones correspondientes abajo.
Influencias medioambientales sobre el estrés y la calidad de vida en el pez cebra

Encontramos muchas estrategias reportadas para evaluar la respuesta al estrés y la
calidad de vida en el pez cebra. Clasificamos estas estrategias en aquellas que (1) evaltan las
modificaciones ansiogénicas, (2) evaltan los factores de desarrollo para generar resiliencia al
estrés en la edad adulta, (3) evaltan el enriquecimiento ambiental frente a las condiciones
estandar y (4) evalUan los factores estresantes relacionados con la cria y el alojamiento.
También describimos cada una de estas estrategias (Ansiogénica, de desarrollo, de
enriquecimiento, de cria y de vivienda) en términos del recurso que proporciona (los insumos)

y sus efectos sobre los animales (resultados).
Manipulaciones ambientales para modelar la ansiedad

En general, las manipulaciones ambientales para estudiar el estrés se han centrado
en modelar la ansiedad y evaluar posibles fenotipos fisiolégicos y conductuales asociados
(COLLIER; KALUEFF; ECHEVARRIA, 2017; DEMIN et al., 2020a; STEWART et al.,
2012). Revisamos diez estudios que evaluaron ese paradigma. Las manipulaciones utilizadas
en estos estudios incluyeron exposicion aguda o crénica a una amplia gama de factores de
estrés, a saber, privacion de alimentos, novedad, restriccion en un tubo, feromona de alarma,
exposicién a depredadores, exposicion a conspecificas, hacinamiento, aislamiento social,
exposicion al aire, exposicion a la luz brillante, exposicion a la caja oscura, persecucion con
redes, hipotermia local, sacudidas y cambios en los niveles de agua y temperatura. En la Tabla
1 se enumeran las principales caracteristicas de la exposicion aguda y crénica a factores
estresantes (insumos de recursos) utilizados en los estudios examinados. En cuanto a la
exposicion cronica, cinco estudios utilizaron como modelos los protocolos de ECI, que se
basaron en combinaciones de los diferentes estimulos mencionados anteriormente, donde el
tiempo y la secuencia de la presentacion del factor estresante se modificaron diariamente para

evitar la habituacion y mantener la imprevisibilidad (PIATO et al., 2011b).

La duracion del protocolo ECI vario desde un minimo de siete dias (PIATO et al.,
2011b; RAMBO et al., 2017) hasta un maximo de cinco semanas (SONG et al., 2018).
Independientemente de la duracion, el ECI tuvo éxito en producir un aumento de los

comportamientos relacionados con la ansiedad, como se refleja en el incremento en la geotaxis
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(CHAKRAVARTY et al., 2013; PIATO et al., 2011b; SONG et al., 2018), escototaxis
(CHAKRAVARTY et al., 2013), ataques de congelacion (CHAKRAVARTY et al., 2013),
locomocion reducida (CHAKRAVARTY et al., 2013; PIATO et al., 2011b) y agresion en
machos (RAMBO et al., 2017). Ademas, se informo un aumento de la cohesién del cardumen
y una disminucion de la latencia para formar cardumen después de la exposicion al ECI
(CHAKRAVARTY et al., 2013; PIATO et al., 2011b). Asimismo, el ECI afecto la funcion
cognitiva en la evitacion inhibitoria y los efectos parecieron empeorar con el tiempo (PIATO
etal., 2011b).

En cuanto a las respuestas fisiologicas y neuronales, el ECI aumenté los niveles de
cortisol (MANUEL et al., 2014; PIATO et al., 2011b; SONG et al., 2018), la expresion del CRF
(CHAKRAVARTY etal., 2013; PIATO et al., 2011b), calcineurina (CHAKRAVARTY et al.,
2013), BNDF (CHAKRAVARTY etal., 2013; MANUEL et al., 2014; SONG et al., 2018), mr,
gra, grp (MANUEL et al., 2014), perfil del proteoma cerebral (CHAKRAVARTY et al., 2013)
y la densidad de espinas dendriticas en las neuronas telencefalicas (SONG et al., 2018).
Ademas, el protocolo ECI disminuy0 la expresion de GR (PIATO et al., 2011b), pCREB, y la
neurogénesis en el tectum optico (CHAKRAVARTY et al., 2013).

Cinco estudios evaluaron la exposicion aguda a factores estresantes, en los que los
peces estuvieron expuestos a uno de los siguientes estimulos: depredador simpétrico, feromona
de alarma, persecucion con redes y restriccion. Estos estimulos se presentaron a alta intensidad
y con una duracion relativamente corta. Un estudio evalu6 el efecto de la habituacion sobre un
nuevo factor estresante agudo y la supresion de esta habituacion por feromonas de alarma y

agentes farmacologicos (WONG et al., 2010).

La duracién de la exposicién aguda a factores estresantes fue muy variable,
oscilando entre 30 segundos (APONTE; PETRUNICH-RUTHERFORD, 2019; TRAN;
CHATTERJEE; GERLAI, 2014) a 90 minutos (PIATO et al., 2011a) y los resultados reportados
fueron bastante inconsistentes tanto para la duracion como para el tipo de factor estresante.
Mientras que (APONTE & PETRUNICH-RUTHERFORD, 2019) no encontraron ningun
efecto del estrés agudo aplicado por una red durante 30 segundos sobre los comportamientos
similares a la ansiedad y los niveles de cortisol, (TRAN et al., 2014) encontraron un aumento
en el cortisol después de aplicar lared y (PIATO, ROSEMBERG, et al., 2011) un aumento de
la geotaxis después de una restriccion aguda. Del mismo modo, la exposicion aguda a una
feromona de alarmay a un depredador simpatrico durante 6 minutos afect6 la memoria espacial

y asociativa en una prueba de laberinto (GAIKWAD et al., 2011), pero la restriccion aguda
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durante 90 minutos no afect6 la memoria de los animales entrenados en la tarea de evitacion
inhibitoria (PIATO et al., 2011a). Ademas, la feromona de alarma aumento la geotaxis (WONG
etal., 2010), pero no se encontraron diferencias para la locomocién y la formacién de cardumen

después de aplicar una restriccion aguda durante 90 minutos (PIATO et al., 2011a).

En cuanto a las respuestas neurofisiologicas, el estrés neto agudo aumentd la
hidrolisis del ATP, disminuy0 la actividad del ADA citosélico y cambio la expresion del gen
entpd y adora (PIATO et al.,, 2011a). Ademas, el estrés agudo elevd las citoquinas
proinflamatorias - interleucinas IL-1p ¢ IL-6 (SONG et al.,, 2018) y no se encontraron
diferencias para los neurotransmisores (TRAN; CHATTERJEE; GERLAI, 2014).

Influencias de las manipulaciones ambientales en los primeros afios de vida

En el pez cebra, muy pocos estudios han explorado los efectos de las
manipulaciones ambientales durante el desarrollo sobre la resiliencia al estrés (FONTANA et
al., 2020). En nuestra revision, tan solo siete estudios evaluaron los efectos de estar expuesto
a experiencias desafiantes o enriquecimiento durante el desarrollo sobre la resiliencia ante
eventos estresantes futuros. En la tabla 2, se registran las principales caracteristicas de la
exposicion a factores estresantes o de enriquecimiento en los primeros afios de vida empleada

en los estudios examinados.

Las manipulaciones de los primeros afios de vida incluyeron la exposicion a
factores estresantes relevantes como depredador, no depredador, aislamiento, persecucion de
redes y enriquecimiento. Ademas, 3 de los 6 estudios compararon la influencia de complejos
(novedad social y/o objetos de enriquecimiento) o ambientes estresantes en la resiliencia al
estrés (DEPASQUALE et al., 2016; LINDSEY; TROPEPE, 2014; SPENCE; MAGURRAN;
SMITH, 2011). La duracién de la exposicidon temprana a factores estresantes vario de siete dias
(SHAMS et al., 2017) a seis meses (LINDSEY; TROPEPE, 2014; SHAMS et al., 2018)
comenzando desde el dia 0 (FULCHER et al., 2017; SHAMS et al., 2018) hasta el 25
(DEPASQUALE et al., 2016) post-fertilizaciéon.

La duracion, el tiempo de inicio y el tipo de factor estresante en los primeros afios
de vida ejercieron una influencia diferente en la resiliencia al estrés en peces cebras juveniles y
adultos. Por ejemplo, no se describieron diferencias en las respuestas conductuales para un
término conciso (7 dias) de exposicién a un factor estresante en peces jovenes y adultos
(SHAMS et al., 2018). Una exposicion a término relativamente medio (77-103 dias) tanto a la

complejidad (objetos de enriquecimiento cambiados con el tiempo) como a un estrés leve
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(persecucion neta diaria) resultd en un aprendizaje mejorado en una prueba de laberinto y menos
ansiedad (geotaxis reducida) cuando los peces cebra fueron probados como juveniles (entre 77
y 90 dias) (DEPASQUALE et al., 2016). Del mismo modo, el enriquecimiento a largo plazo
(180 dias) resultd en un aprendizaje mejorado en un laberinto (SPENCE; MAGURRAN;
SMITH, 2011) y los peces que habian experimentado previamente el enriquecimiento durante
un afio eran menos ansiosos (geotaxis reducida) (DEPASQUALE et al., 2016). El aislamiento
a largo plazo (180 dias) durante la ontogénesis también redujo los comportamientos
relacionados a la ansiedad (tigmotaxia) y la cohesion del cardumen, aunque aumento la
locomocion (SHAMS et al., 2018). Por el contrario, cinco meses de aislamiento, seguidos de
un Estrés Cronico Medio Impredecible (ECMI) no produjeron ninguna diferencia en las
respuestas conductuales (FULCHER et al., 2017).

En general, el estrés en los primeros afios de vida fue capaz de reducir la respuesta
al cortisol en peces expuestos a futuros desafios. La exposicion visual a largo plazo (90 dias) a
peces hetero especificos (depredadores y no depredadores) durante el desarrollo resulto en una
reduccion de los niveles de cortisol cuando el pez cebra fue desafiado con una persecucion de
red aguda durante 120 segundos o se volvié a exponer al depredador diez dias después. Sin
embargo, no se evidenciaron diferencias para los niveles basales de cortisol entre los grupos de
control y los expuestos (ABREU et al., 2018). Asimismo, no se notificaron diferencias para el
cortisol basal en animales criados en aislamiento o grupo social durante seis meses (LINDSEY;
TROPEPE, 2014).

Los autores reportaron resultados contradictorios para experiencias tempranas en
los neurotransmisores obtenidos después de las pruebas de comportamiento en peces adultos.
Shams et al. (2018a) reportaron que tanto el aislamiento social a corto (7 dias) como a largo
plazo (180 dias) redujo los niveles de DOPAC en comparacion con la crianza social, pero no
encontraron diferencias para la dopamina, la serotonina y su metabolito. Por el contrario,
Fulcher et al. (2017) no inform6 diferencias en los niveles de DOPAC en peces estresados
(ECMI durante 15 dias) o no estresados que fueron aislados o alojados en grupos durante cinco
meses. Sin embargo, encontraron que los peces criados con estrés social exhibieron niveles de
dopamina mas altos que los peces aislados y los peces criados con estrés social exhibieron
niveles significativamente mas altos de 5-HIAA en comparacion con los peces estresados con
aislamiento y los peces de control aislados. Algunos estudios evaluaron los cambios
estructurales en el cerebro debido a la manipulacion durante el desarrollo. Lindsey and Tropepe

(2014) encontraron que el aislamiento social o la novedad social redujeron el nimero de células
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proliferantes al tiempo que aumentaban el nimero de nuevas neuronas. DePasquale et al.

(2016b) observéd que los peces enriquecidos tenian un cerebro y telencéfalo méas grandes.

Con respecto a los resultados relacionados con la eficacia bioldgica, algunos
estudios informaron que el aislamiento durante el desarrollo aumenté el peso corporal y que el
aumento se abolié después de 15 dias de ECMI (FULCHER et al., 2017). Por el contrario,
Lindsey and Tropepe (2014) no encontraron diferencias en los pardmetros de crecimiento entre
los animales criados en grupo y los criados en aislamiento. Sin embargo, una disminucion en la
longitud del cuerpo y el peso se describid para la novedad tras el aislamiento. Curiosamente,
Spence et al. (2011) encontraron que los peces criados en entornos estructuralmente complejos

eran mas pequefios que los criados en un entorno austero.
Impactos del enriquecimiento ambiental frente a condiciones estdndar

En general, las comparaciones entre condiciones enriquecidas (complejas) y
empobrecidas (restringidas) fueron las manipulaciones ambientales mas comunes (31 de 56
estudios) revisadas. Al igual que en otras revisiones (FIFE-COOK & FRANKS, 2019;
NASLUND & JOHNSSON, 2016b; TONI, MANCIOCCO, et al., 2019), las manipulaciones
examinadas aqui se han centrado en factores clave identificados para reducir los impactos
negativos del estrés y mejorar la calidad de vida. En la Tabla 3 se enumeran las principales
caracteristicas del enriquecimiento ambiental y las condiciones estandar (insumos de recursos)

utilizadas en los estudios examinados.

El EA abarco la exposicién a estimulacion fisica, sensorial, cognitiva y social méas
alta que la recibida en condiciones de alojamiento estandar (AE). El enriquecimiento méas
comun (16 estudios) ha sido la adicion de complejidad estructural compuesta de estructuras
fisicas (piedras, rocas, grava, plantas vivas y de plastico, piedras de aire, arena, ollas de arcilla,
imagenes de soporte de papel y objetos artificiales). Dicho enriquecimiento se llevé a cabo de
muchas maneras, desde la presentacion de articulos simples como pilares de plastico (WILKES
et al., 2012) a combinaciones mas naturalistas y complejas (SCHROEDER et al., 2014) de los

diversos objetos mencionados anteriormente.

Los factores sensoriales (7 estudios) involucraban diferentes fondos, colores,
estimulacion auditiva, provision concomitante de sombra y flujo de agua con enriguecimiento
estructural o flujo de agua solamente. La estimulacion cognitiva (3 estudios) se realizd
afiadiendo novedad, recompensas alimentarias y previsibilidad de la recompensa alimentaria.

Las manipulaciones sociales se evaluaron por separado o en conjunto con el enriquecimiento
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estructural o con los factores estresantes del alojamiento y la cria. Estos incluyeron: diferentes
densidades (6 estudios) y radios sexuales (1 estudio), alojamiento en grupo vs. aislamiento (6
estudios), contacto visual vs olfativo (1 estudio) y comparaciones entre viviendas individuales,

en pareja 'y en grupo (2 estudios).

La duracion de los protocolos de enriquecimiento y condiciones estandar revisados
fue muy variable, desde una exposicion rapida de 5 minutos en la camara de ensayo (WEBER;
GHORALI, 2013) hasta 9 meses y dos semanas (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS,
2018a). Algunos autores informaron que el pez cebra preferia el enriquecimiento estructural a
los ambientes estériles (DEPASQUALE et al., 2019; KISTLER et al., 2011; SCHROEDER et
al.,, 2014) y el alojamiento en grupos en lugar de plantas artificiales (COLLYMORE;
TOLWANI; RASMUSSEN, 2015a). Sin embargo, el pez cebra no mostré preferencia por un
un refugio que proporcionaba sombra al tanque o plantas artificiales sobre areas abiertas
(JONES et al., 2019). Asimismo, C. J. Reolon et al. (2018) no encontraron diferencias en la

preferencia por el enriquecimiento sobre un ambiente esteéril.

Sobre todo, el enriquecimiento fisico-sensorial y cognitivo fue capaz de reducir los
comportamientos relacionados a la ansiedad, como lo demuestran varios autores que reportaron
que el enriguecimiento estructural gener6 una reduccion en la geotaxis (COLLYMORE;
TOLWANI; RASMUSSEN, 2015a; LEE; PAULL; TYLER, 2018; SOARES et al., 2020),
escototaxis (COLLYMORE; TOLWANI; RASMUSSEN, 2015a; MANUEL et al., 2015c) y
locomocion (VON KROGH et al., 2010), en comparacion con las condiciones estériles. La
provision de flujo de agua (ejercicio) (DEPASQUALE; LERI, 2018), musica (BARCELLOS
etal., 2018) y el confinamiento en un fondo blanco (ROSEMBERG et al., 2011) también fueron
capaces de reducir la geotaxis. Sin embargo, al agregar uno o dos articulos de enriquecimiento
(una planta de plastico y papel de respaldo), Woodward et al. (2019) no encontraron diferencias
para la tigmotaxia y la locomocidn, y al usar pilares de plastico, Wilkes et al. (2012b) incluso

encontraron un incremento en la geotaxis, sin diferencias en la locomocién.

Curiosamente, Marcon (2018b) informo que el EA aumentd la geotaxis en peces no
estresados, pero atenud y redujo el aumento en la geotaxis producida por el ECI. Ademas,
Barcellos et al. (2018) mostraron que la musica redujo la locomocién en la prueba de

claro/oscuro pero la aumento en la prueba de tanque novedoso.

El enriquecimiento social ha mostrado impactos mas variables en los

comportamientos relacionados a la ansiedad. Sorprendentemente, Shams et al. (2015)
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informaron que el aislamiento social durante 90 dias redujo la tigmotaxia y Parker et al. (2012)
que el aislamiento durante dos semanas redujo la geotaxis. Por el contrario, Shams et al., (2017)
encontraron que el aislamiento agudo (24 horas) o cronico (6 meses) no producia diferencias
en laansiedad (geotaxis y angulo de giro) o locomocién. White et al. (2017) encontrd la geotaxis
mas baja para peces alojados en grupo, niveles intermedios en los peces aislados y la geotaxis
mas alta y movimientos erraticos méas elevados en los peces alojados en parejas. También
describieron que el alojamiento en grupo tenia un efecto protector contra el dolor (recorte de
aletas), ya que los peces alojados en grupo reanudaban los comportamientos normales mas
rdpidamente que los peces aislados, y peces alojados en parejas ni siquiera volvian a los niveles
de pretratamiento (WHITE et al., 2017). Parker et al. (2012) sugirieron que la dindmica social
influye en la geotaxis, ya que los peces de las viviendas colectivas pasaron el mayor tiempo en
la parte inferior, mientras que los peces de las viviendas pareadas con contacto o solo con
contacto visual mostraron niveles intermedios de geotaxis, seguido por peces alojados en pares
solo con contacto olfativo y los peces aislados que pasaron el menor tiempo en la parte inferior.
No se reportaron diferencias para el cardumen (SHAMS et al., 2017) o la locomocion (SHAMS
etal., 2017; SHAMS; CHATTERJEE; GERLAI, 2015) como consecuencia del aislamiento.

Con respecto a otros comportamientos, los autores informaron que el
enriquecimiento estructural redujo la latencia para alimentarse (SURIYAMPOLA et al., 2016a;
VON KROGH et al., 2010) y describieron impactos contradictorios de los diferentes tipos de
EA sobre la agresion, la exploracion de cardumén y el aprendizaje. Por ejemplo, la vegetacion
(BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015), el flujo de agua (SURIYAMPOLA et al., 2016a), los
pilares de plastico (WILKES et al., 2012), las plantas de plastico y un fondo de papel
(WOODWARD; WINDER; WATT, 2019) aumentaron la agresion. Por el contrario, el
enriquecimiento cognitivo mediante la adicion de novedad redujo (GRAHAM; VON
KEYSERLINGK; FRANKS, 2018a) o no mostr6 diferencias en la agresion (LEE; PAULL;
TYLER, 2018). De manera similar, Weber and Ghorai (2013) mostraron que la provisién de
refugio reducia los comportamientos agonisticos en peces a los que se le suministro Pb2 +
durante el desarrollo. El estatus dominante influyo en las preferencias de enriquecimiento (LEE;
PAULL; TYLER, 2018; SCHROEDER et al., 2014); la monopolizacion de los recursos y otras
dindmicas sociales podrian explicar el aumento de la agresion en algunos estudios (GRAHAM,;
VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b; LEE; PAULL; TYLER, 2018).

Los resultados del enriquecimiento estructural sobre la formacién de cardumen

fueron bastante heterogéneos. Si bien algunos autores no encontraron diferencias en el



41

cardumen entre condiciones enriquecidas y estériles (BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015;
KISTLER et al, 2011, WILKES et al., 2012), otros informaron una reduccién
(SURIYAMPOLA et al., 2016a) o un incremento (GRAHAM; VON KEYSERLINGK;
FRANKS, 2018a) en la cohesion del cardumen debido al enriquecimiento estructural, aparte
del aumento de cardumen elevado en ambientes muy enriquecidos (seminaturales) (FRANKS;
GRAHAM; VON KEYSERLINGK, 2018).

Considerando la exploracion, al agregar enriquecimiento estructural, algunos
autores no encontraron diferencias en este comportamiento (KISTLER et al., 2011; WILKES
et al.,, 2012). Sin embargo, el enriquecimiento estructural (MANUEL et al., 2015b) y la
previsibilidad de la entrega de alimentos (HOLLEY et al., 2014) indujeron un comportamiento
mas exploratorio, independiente del nivel de racidn, la edad, las interacciones sociales o la

predisposicion genética subyacente.

Sorprendentemente, solo tres estudios evaluaron los efectos del EA en el
aprendizaje y demostraron que proporcionar un enriquecimiento alimenticio (Artemia como
recompensa) (MANUEL et al., 2015c) o el enriquecimiento estructural reducian el aprendizaje
de evitacién inhibitoria (MANUEL et al., 2015b) y aumentaban las habilidades espaciales en
un laberinto (SPENCE; MAGURRAN; SMITH, 2011).

En cuanto a las respuestas fisiologicas, los efectos del EA sobre el cortisol fueron
muy variables. Mientras que von Krogh et al. (2010) encontraron niveles mas altos en peces de
ambientes enriquecidos, otros no encontraron diferencias para la masica (BARCELLOS et al.,
2018) o el enriquecimiento estructural (MARCON et al., 2018a; WILKES et al., 2012) en los
niveles de cortisol. Ademas, Marcon et al., (2018b) encontraron que un protocolo de ECI
aumentaba los niveles de cortisol en animales alojados en condiciones estdndar mientras que
estos niveles erdn atenuados en peces alojados en ambientes enriquecidos. Una respuesta muy

similar fue reportada en el mismo articulo para las especies reactivas de oxigeno.

Las comparaciones del enriquecimiento social sobre el cortisol también fueron
bastante contradictorias. Algunos autores (PARKER et al., 2012a; SHAMS et al., 2017)
mostraron que los peces alojados individualmente tienen niveles de cortisol basal méas bajos
que los alojados en grupo; sin embargo, White et al., (2017) encontraron que el cortisol era
significativamente mas alto entre los peces alojados en parejas que entre los alojados

individualmente o en grupo.



42

Algunos articulos examinaron la influencia de la dinamica social y el
enriquecimiento en los niveles de cortisol. Por ejemplo, Giacomini et al. (2015) reportaron
niveles de cortisol mas altos en los peces alojados en grupos que en los aislados, en respuesta a
la persecucion con red y el tanque novedoso. Giacomini et al. (2016) revelé que, aungue un
factor estresante agudo aumentaba los niveles de cortisol en grupos de peces cebra alojados en
un ambiente estéril, en aquellos peces alojados individualmente con enriquecimiento la
respuesta de cortisol disminuia frente a los factores estresantes agudos antes mencionados. Para
peces mantenidos en parejas después de cinco dias, Keck et al. (2015) encontraron que el
cortisol era mas alto en parejas con vegetacion que en alojamiento individual o parejas sin
vegetacion. Sin embargo, para el dia 10, las relaciones estaban invertidas: los pares sin
vegetacion y los peces aislados tenian niveles de cortisol mas altos que los pares con vegetacion.
Adicionalmente, se report6 que la introduccion de un pez estresado también puede provocar

una respuesta de cortisol en los peces residentes, como se muestra por Giacomini et al. (2015).

Muy pocos estudios (solo dos) evaluaron los cambios neuronales debido al EA.
Shams et al. (2015) encontraron disminucion de los niveles de serotonina en peces aislados,
pero sin diferencias en los niveles de dopamina y los metabolitos de estos neurotransmisores
5HIAA y DOPAC. Shams et al. (2017) encontraron niveles elevados de serotonina cuando los
peces fueron expuestos a un estimulo social después de un aislamiento agudo y una disminucion
en 5HIAA, dopamina, y DOPAC después de un aislamiento agudo y crénico. Asimismo, solo
cuatro estudios evaluaron la neurogénesis y la expresion génica debido al EA, con resultados
contradictorios. Algunos estudios informaron que el EA gener6 niveles mas altos de PCNA
(VON KROGH et al., 2010), BNDF (BARCELLOS et al., 2018) y proporciones elevadas de
mr/gro. y grp/gra (MANUEL et al., 2015b), mientras que otros encontraron que en peces
alojados con EA los niveles de PCNA, diferenciacion neurogénica, cart4 (MANUEL et al.,
2015b), crf y cnrl (MANUEL et al., 2015b, 2015c) eran méas bajos que en los peces con

alojamiento sin EA.

En cuanto a los resultados relacionadosa la eficacia bioldgica, Barcellos et al.
(2018) mostraron que el EA disminuyo la expresion de IL-1B ¢ INF-y pro-inflamatorias, pero
no afecto a IL-4, IL-10 y TNF-a. Los efectos evaluados sobre el crecimiento fueron
contradictorios, donde algunos autores (LEE; PAULL; TYLER, 2018; VON KROGH et al.,
2010) no encontraron diferencias entre EA y condiciones estériles. Mientras que otros,
Woodward et al. (2019) encontraron peces mas pesados en condiciones de enriquecimiento leve

gue con enriquecimiento elevado. Por otra parte, Spence et al. (2011) encontraron peces mas
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pequefios en ambientes enriquecidos que en condiciones estériles. En cuanto a la reproduccion,
algunos autores (BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015; LEE; PAULL,; TYLER, 2018) no
encontraron efectos del EA sobre el rendimiento reproductivo, aunque Woodward et al. (2019)
encontraron que los peces de los tanques de de enriquecimiento leve produjeron mas huevos
que aquellos alojados en tanques de control o tanques altamente enriquecidos. Sin embargo, no
se observaron diferencias en la proporcién de 6vulos fecundados entre tratamientos. Por tltimo,
un estudio (KECK et al., 2015) inform¢é que el EA redujo la morbilidad y la mortalidad debido

a la agresion en peces alojados en parejas.
Factores de estrés relacionados con la cria y el alojamiento en acuarios estdndar

Se examinaron 10 de 56 estudios que evaluaron condiciones de alojamiento y cria
que los peces normalmente enfrentan durante su ciclo de vida y se cree producen bajos niveles
de estrés. Estas circunstancias incluyeron algunos de los factores estresantes mencionados para
ECI y otros estimulos tales como vibraciones, diferentes colores de fondo, diferentes tipos e
intensidad de luz, luz apagada de dia, luces encendidas de noche, exposicion al espectro de luz
azul o roja, la introduccion de plantas y peces de plastico, agua correntosa, aumento y
disminucion de pH y adicidon de extracto de alimentos. Estos estudios tuvieron una duracion de
20 minutos (STEWART et al., 2015) a 3 meses (CASTRANOVA et al., 2011). En la Tabla 4
se presentan las principales caracteristicas de manejo del acuario (aportaciones de recursos)

utilizadas por los estudios examinados.

Los estresores de bajo nivel que normalmente se encuentran en un acuario fueron
capaces de aumentar los comportamientos relacionados con la ansiedad, dependiendo de la
duracién y el tipo de factor estresante. Pavlidis et al. (2015) encontraron un aumento en la
geotaxis, locomocion y cohesion del cardumen en peces expuestos a factores estresantes
cronicos relacionados con el acuario (12 dias). Sin embargo, no revelaron diferencias en los
peces sometidos a factores estresantes agudos. Cuando se analizan individualmente, cada factor
de manejo y alojamiento evaluado influyo de manera diferente sobre el aprendizaje, la agresion
y el cardumen. Por ejemplo, Gronquist y Berges (2013) no encontraron diferencias en la
agresion en peces expuestos a diferentes densidades de poblacion, iluminacién, privacion de
alimentos o extraccion de agua. Sin embargo, Pavlidis et al. (2013) encontraron que la densidad
de poblacion juega un papel importante en la expresion del comportamiento agresivo en los
machos mantenidos en 1 litro de agua. En su estudio, las densidades de 3 peces/L presentaron
los nUmeros mas altos de comportamientos agonisticos; 4 y 5 peces/L presentaron niveles mas

bajos que tres peces/L; 6 peces/L casi no presentaron agresion, y diez peces/L no presentaron
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comportamientos agonisticos. Ademas, las altas densidades de poblacion también podrian
masculinizar el pez cebra domesticado, esto probablemente mediado por el cortisol a través de
la respuesta al estrés (RIBAS et al., 2017b).

La temperatura también ejerci6 una influencia significativa en los
comportamientos. En comparacién con peces alojados a 26 °C, peces alojados a 18 °C tenian
un nivel de actividad mas bajo y peces alojados a 34 °C una locomocién mas alta (TONI et al.,
2019b). Ademas, los peces alojados a 18 °C y 34 °C muestran un deterioro de las capacidades
cognitivas durante el laberinto Y, en comparacion con los alojados a 26 °C (ANGIULLI et al.,
2020). Por ultimo, en contraste con los alojados a 34 °C, peces alojados a 26 °C presentaron
menos geotaxis, escototaxis, congelacién y formacion de cardumen y mas locomocion y
agresion (ANGIULLI et al., 2020).

En cuanto a las respuestas fisioldgicas, la diferencia en el cortisol parecia depender
de la duracién e intensidad de los factores estresantes. Por ejemplo, Pavlidis et al. (2015a)
encontraron niveles elevados de cortisol para los factores estresantes ambientales y de crianza
de alto grado a largo plazo, pero no encontraron diferencias para los factores estresantes de bajo
grado a largo plazo. Por lo general, el hacinamiento y los factores estresantes del manejo elevan
los niveles de cortisol (PAVLIDIS et al., 2013; PAVLIDIS; THEODORIDI; TSALAFOUTA,
2015; RAMSAY et al., 2009); sin embargo, Gronquist y Berges (2013) no encontraron
diferencias para el hacinamiento, diferentes luces o vibraciones. Encontraron un aumento solo

en el cortisol y las proteinas de choque térmico en peces expuestos a privacion de alimentos.

Ademas, se observaron algunos cambios especificos en relacion con el
hacinamiento y el trasfondo. No hubo diferencia en el cortisol de peces cebra mantenidos en 2,
5, 10 o0 20 peces por 0.5 L, ni en los mantenidos en diferentes volumenes de agua disponibles
(10 peces por 0.25, 0.5, y 1 L). Sin embargo, el hacinamiento resultd en mayores
concentraciones de cortisol que los controles (0,2 peces/L), excepto para los peces mantenidos
en diez peces por 2 L. Ademas, los peces expuestos a fondos maés brillantes (verde y blanco)
presentaron mayores concentraciones de cortisol que los peces expuestos a un acuario negro o
transparente (PAVLIDIS et al., 2013).

Solo dos estudios evaluaron los cambios neuronales relacionados con los factores
de estres de vivienda y manejo, con Pavlidis et al. (2015a) sugiriendo que los factores de estrés
de alto grado a largo plazo regularon varios genes relacionados con el estrés, incluyendo el

factor liberador de corticotropina, crf, pro-opiomelanocortina, pomc, receptor glucocorticoide,
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gr, prolactina, prl, hiporetina/orexina, hcrt, factor neurotréfico derivado del cerebro, BDNF y
c-fos. Este altimo fue ascendentemente regulado para peces expuestos al estrés a largo plazo,
independientemente de la intensidad del factor estresante, en comparacion con los controles.
Toni et al. (2019a) encontraron que las proteinas asociadas con sinapsis y liberacion de

neurotransmisores se redujeron a 18 °Cy 34 °C.

En cuanto a los resultados relacionados con la eficacia bioldgica, los factores
estresantes durante la cria aumentaron la mortalidad acumulada en peces infectados con
Mycobacterium spp. (RAMSAY et al., 2009). Ademas, la supervivencia se relacion6
inversamente con la densidad de cria, presentandose menor supervivencia en las densidades
mas altas que en las mas bajas (RIBAS et al., 2017b). Por Gltimo, la ganancia de peso, la tasa
de crecimiento especifico y la ganancia de longitud para 5 peces/2 litros y 15 peces/2 litros
fueron superiores a 25,34 y 45/2 litros (RABBANE et al., 2017).

Personalidad, linea genética e influencias sexuales sobre el estrés y la calidad de vida en

el pez cebra
Influencia de la personalidad sobre el estrés y la calidad de vida

Veintidos estudios evaluaron diferencias individuales en rasgos fenotipicos
estables, incluyendo audacia, comportamiento exploratorio, agresién, sociabilidad y actividad
locomotora. Se utilizaron varias pruebas para medir la pertenencia a los rasgos, a saber, campo
abierto (10 estudios), tanque novedoso (4 estudios), prueba de emergencia (4 estudios),
laberinto Y (1 estudio), latencia de alimentacion (2), exposicion a depredadores (1 estudio),
cohesion del cardumen (2 estudios), exploracion en el tanque de origen (1 estudio), basqueda
de refugio (2 estudios), latencia para explorar objetos (1 estudio) y prueba de actividad (1
estudio). Estas tareas se utilizaron para clasificar a los peces en una escala de un nivel superior
a un nivel inferior en cada categoria, y tipicamente sus rangos en una (17 estudios) o varias (5
estudios) categorias se utilizaron para dividir a los peces en dos grupos: proactivo y reactivo, o
audaz y timido. Los principales efectos de la personalidad sobre el estrés y la calidad de vida

se describen en la Tabla 5.

Varios estudios han demostrado que el pez cebra posee respuestas de estrés
conductual consistentes y divergentes a través de multiples ensayos distintos (TRAN; GERLAI,
2013). En general, los individuos reactivos mostraron comportamientos similares a la ansiedad
méas altos que los proactivos (BAKER et al., 2018; TOMS; ECHEVARRIA, 2014;
TUDORACHE et al., 2018; WONG et al., 2012; WONG; FRENCH; RUSS, 2019), y los
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individuos proactivos eran mas agresivos (TUDORACHE et al., 2018; YUAN et al., 2018). Del
mismo modo, las covariaciones entre estos patrones de comportamiento y las respuestas
fisiologicas fueron evidentes para el cortisol basal (TUDORACHE; SCHAAF;
SLABBEKOORN, 2013) y los niveles de cortisol después de un desafio (TUDORACHE;
SCHAAF; SLABBEKOORN, 2013; WONG; FRENCH; RUSS, 2019), aunque no se
encontraron diferencias por (Oswald et al., 2012) entre animales audaces y timidos con respecto

a los niveles de cortisol.

Ademaés, Tudorache et al. (2018) encontraron que el ritmo diurno de los niveles de
actividad, el cortisol y la melatonina siguen diferentes patrones en individuos audaces y timidos.
Los peces audaces tenian niveles maximos de actividad mas altos (especialmente en las
primeras horas de la fase de luz) y un rango de actividad méas completo que los peces timidos.
Ademas, en los animales audaces, la melatonina y el cortisol fluctuaron significativamente
durante el dia, mientras que los individuos timidos regularmente tenian valores altos de cortisol
y melatonina intermedia, sin ritmo detectable. Ademas, la ritmica del pez audaz disminuyé
cuando se le desafié con condiciones de luz constantes, mientras que la ritmica de los individuos

timidos permanecio inalterada.

Los estudios revisados reportaron un impacto significativo de la personalidad en el
aprendizaje, aungque algunos describieron resultados contradictorios. Por ejemplo, Baker y
Wong (2019) mostraron que los peces reactivos tenian una adquisicion mas rapida de memoria
de miedo (asociacion de sefial de alarma) y un recuerdo mas fuerte cuatro dias después del
condicionamiento que los peces proactivos. Por el contrario, Kareklas et al. (2018) encontraron
que el aprendizaje no estaba relacionado con las diferencias de personalidad dentro de los
cardumenes; también encontraron que las decisiones de grupo requerian un acuerdo entre
diferentes personalidades. Los cardimenes con mayor variacion de audacia eran mas propensos
a dividirse durante los ensayos de entrenamiento y tomaban mas tiempo para alcanzar una
decision colectiva. Asimismo, Vital y Martins (2013) no encontraron diferencias entre
individuos sociales y no sociales en el aprendizaje de evitacion. Sin embargo, mostraron que
los grupos con individuos sociales experimentados escaparon mas rapido que los grupos con
individuos no sociales experimentados. Stewart et al. (2013) no encontraron diferencias en la

habituacion en el tanque novedoso o el campo abierto entre peces audaces y timidos.

Las interacciones entre personalidad y dinamica social fueron exploradas con
resultados contradictorios. Zajitschek et al. (2017) no encontraron ninguna relacién

significativa entre la audacia y el rango de dominancia, aunque el rango de dominancia afectd



47

la actividad de la descendencia. Sin embargo, Dahlbom et al. (2011) revelaron que la audacia
podria usarse para predecir la dominancia y el estatus subordinado. Ademas, solo un estudio
evalud los efectos de la personalidad en la preferencia por un entorno o situacion. Rey et al.
(2015) postularon que si se les da la opcidn de seleccionar temperaturas que van desde 21C° a
35 C°, los peces proactivos muestran una clara preferencia por temperaturas mas altas y peces

reactivos para temperaturas mas bajas con una ventana térmica méas amplia.

Con respecto a los cambios neurobioldgicos, varios estudios reportaron influencias
clave de la personalidad en la regulacion génicay los neurotransmisores. Tran et al. (2016) no
encontraron diferencias en dopamina 0 DOPAC entre peces hiperactivos e hipoactivos, pero los
animales hipoactivos exhibieron niveles de serotonina cerebral mas altos que los hiperactivos.
Para la regulacion de genes, Oswald et al. (2012) encontraron que los peces audaces tenian una
expresion significativamente menor de genes que regulan la produccién de hormonas del estrés
(crhy 11B-hsd), (grs) y BDNF que los individuos timidos. Sin embargo, Tudorache et al. (2013)
no pudieron confirmar las diferencias para gra y grp y mr. Ademas, los peces audaces tenian
una expresion mas alta de receptores de dopamina D2 y receptores de opioides delta drd2a,
drd2b y oprdlb que los peces timidos (THORNQVIST et al., 2019b). Tudorache et al. (2018)
reportaron que la expresion de 1478 genes involucrados en la regulacion del reloj biolégico

diferia significativamente entre peces audaces y timidos.

Algunos autores han demostrado que los resultados relacionados con la eficacia
bioldgica también estaban bastante influenciados por la personalidad. Por ejemplo, los peces
proactivos mostraron una tasa metabdlica estandar, tasa metabolica maxima (YUAN et al.,
2018), y rendimiento de arranque rapido (respuesta durante los encuentros con depredadores)
(KERN et al., 2016) mas altas que los peces reactivos. Influencias de la personalidad sobre la
masa (OSWALD et al., 2012), longitud estandar (KERN et al., 2016; OSWALD et al., 2012; VARGAS
et al., 2018) y peso (VARGAS et al., 2018) no fueron observadas. Sin embargo, Roy and Bhat
(2018a) encontraron que los peces mas pequefios eran mas audaces y menos activos, mientras

que los peces méas grandes eran mas cautelosos y activos.

El impacto de la personalidad sobre la reproduccion también fue evidente. Por ejemplo,
Ariyomo y Watt (2012) observaron que los machos mas audaces y agresivos fertilizaban mas
huevos que los individuos timidos. Sin embargo, no observaron diferencias en el nimero total
de huevos entre peces proactivos y reactivos. Los animales proactivos parecian tener un mayor

éxito reproductivo. Vargas et al. (2018) encontraron un mayor porcentaje de viabilidad de
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desove, mayor supervivencia total y tasas de crecimiento en etapas larvarias en peces

proactivos.
Influencia de la linea genética en el estrés y la calidad de vida

Diez estudios examinaron las influencias del linaje sobre el estrés y la calidad de
vida. En estos estudios quedo claro que el pez cebra presentaba importantes diferencias de
comportamiento y fisioldgia entre lineas genéticas y entre lineas silvestres y domésticas. Los
efectos significativos de las lineas genéticas sobre el estrés y la calidad de vida se describen en
la Tabla 6. En general, la generacion f1 de peces salvajes presentd menor actividad y un
comportamiento mas timido que las lineas AB y speigeldanio (spd), y los linajes AB y spd
tuvieron una audacia similar, aunque las diferencias de audacia relacionadas con la cepa
variaron entre ensayos (MUSTAFA; ROMAN; WINBERG, 2019).

Ademas, varios estudios informaron varias diferencias de comportamiento entre
lineas domésticas. Los peces AB presentaron un patron diurno, mientras que los peces
Tuebingen (TU) realizaron una actividad mas uniformemente distribuida durante el dia y la
noche (VIGNET et al., 2013). TU parecia menos ansioso que AB, como lo demuestra su menor
geotaxis, mayor locomocion y recuperacion mas rapida después de un estresor luminoso
(VIGNET et al., 2013). Del mismo modo, la linea Leo presenté mas comportamientos similares
a la ansiedad (Geotaxis and Escototaxis) que el cola larga de tipo salvaje (WT) (MAXIMINO
et al., 2013). Ademas, Quadros et al. (2016) reportaron diferentes respuestas entre lineas Leo y
WT cola corta no estresadas y estresadas (sustancia de alarma) y entre pruebas. En la prueba de
cilindros, encontraron que la linea Leo era mas ansiosa para peces no estresados o estresados
(latencia hacia arriba, movimientos erraticos y geotaxis) que la WT. En el tanque novedoso y
la prueba declaro/oscuro, la WT no estresada era menos ansiosa (geotaxis y escototaxis) que la
Leo. Sin embargo, cuando estaban estresados, la WT fue maéas ansiosa (congelacion,
movimientos erraticos, geotaxis y escototaxis) que la Leo. Sackerman et al. (2010) informaron
que la WIK tenia menos geotaxis que la AB y esta ultima pasé mas tiempo congelada en un
laberinto en cruz que las PETCO o GloFish®.

También existen diferencias significativas entre las lineas sobre el aprendizaje. Por
ejemplo, en el estudio de Gorissen et al. (2015), mientras que los peces Tupfel cola larga (TL)
mostraron un rapido aprendizaje de evitacion, los peces AB no pudieron aprender esta tarea.
Sin embargo, un estudio informé que las lineas geneticas AB, TU y TL podian adquirir

condicionamiento por miedo, pero TU tenia una tasa de extincion mas rapida que AB y TL.
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Vignet et al. (2013) encontraron que AB tenia un mejor rendimiento de aprendizaje de color
que TU. Curiosamente, el entorno y la personalidad interactian con el aprendizaje, aunque solo
un estudio analizé esto. Roy et al. (2019) sugirieron que los peces de poblaciones capturadas
en estado salvaje y los peces de poblaciones domésticas tenian diferentes preferencias de color;

mientras que el primero exhibio6 capacidades de aprendizaje inverso, el segundo no.

En cuanto a las respuestas fisioldgicas, las lineas geneticas AB y TL difieren en la
actividad del eje HPI. En comparacion con TL, AB tenia niveles de cortisol basal mas altos,
mostr6 mayor crf cerebral, gr-beta, BDNF, pcna, neurodl, cart4, igfl, soc3a, expresiones de
mpeg 1.1y 1.2, y no aumento los niveles de cortisol debido a una prueba de evitacion inhibitoria
(GORISSEN et al., 2015). Asimismo, la expresion de marcadores moleculares relacionados con
el crecimiento después del ayuno como desafio metabolico fue muy diferente cuando se
hicieron comparaciones entre seis lineas geneticas de tipo silvestre: PET, TU, TL, AB, SJIAy
WIK. El ayuno result6 en una disminucién de los niveles de glucosa en sangre en AB, PET, TL
y TU, pero no afectd estos niveles en las lineas geneticas SJA y WIK. Del mismo modo, el
ayuno no afecto los niveles de ARNm miostatina en AB, PET, TU y WIK, pero disminuyo los
niveles de miostatina-1 y 2 ARNm en SJA (MEYER et al., 2013).

Solo un estudio evalu6 las diferencias en los neurotransmisores entre las lineas.
Maximino et al. (2013) informaron de que Leo tenia niveles mas bajos de serotonina, un mayor
recambio de serotonina y una actividad de la monoamino oxidasa ligeramente superior a la de
WT longfin.

Efectos del sexo en el estrés y la calidad de vida

Aunque las influencias del sexo no se consideraron inicialmente en el ambito de
esta revision, encontramos varias diferencias entre sexos que merecen ser mencionadas. Por
ejemplo, varios estudios encontraron que las hembras eran més osadas (DAHLBOM et al.,
2011; OSWALD etal., 2012), menos ansiosas (AMPATZIS; DERMON, 2016; SOARES et al.,
2020) y agresivas (ARIYOMO; WATT, 2015; DAHLBOM et al., 2012) que los machos.
Oswald et al. (2012) informaron de que las hembras eran mas grandes que los machos y
presentaban niveles significativamente mas bajos de cortisol (OSWALD et al., 2012; RAMBO
et al., 2017; REOLON et al., 2018; WONG; FRENCH; RUSS, 2019), niveles mas altos de
glucosa en sangre (OSWALD et al., 2012) y una respuesta de rendimiento de inicio rapido mas
solida (KERN et al., 2016). También diferian significativamente en la expresion de varios genes

relacionados con el estrés en el cerebro (OSWALD et al., 2012). Ademas, las preferencias por
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los elementos de EA se vieron influenciadas por el género (SCHROEDER et al., 2014) asi como
por los efectos de EA en la condicion corporal; las hembras de los tanques enriquecidos tenian
una condicion corporal mas alta que las hembras de los tanques sin enriquecimiento, pero este
no era el caso de los machos (LEE; PAULL; TYLER, 2018).

La frecuencia de los comportamientos relacionados con la ansiedad también diferia
entre los sexos. Los machos presentaron menos geotaxis y congelacion (WONG et al., 2012),
y méas locomocién (REOLON et al.,, 2018; WONG; FRENCH; RUSS, 2019), agresion
(RAMBO et al., 2017) y formacion de cardumén (ROY; BHAT, 2018a) que las hembras. Se
describieron interacciones entre el sexo y la personalidad. Las hembras de alta actividad tenian
menos geotaxis que las de baja actividad, mientras que los machos no mostraban esa relacién
(TRAN; GERLALI, 2013). Del mismo modo, se observaron interacciones entre la lineay el sexo.
Los machos AB tenian més escototaxis que los capturados en libertad y los speigeldanio, y en
esta cepa, los machos tenian menos geotaxis que las hembras (MUSTAFA; ROMAN;
WINBERG, 2019). Los machos PN influyeron en la respuesta basal del grupo a un estimulo
aversivo, mientras que no se describieron diferencias de sexo en la cepa de Scientific Hatcheries
(VITAL; MARTINS, 2013).

Los efectos del sexo fueron evidentes al realizar segregacion sexual. El peso de los
peces segregados sexualmente era mayor y su cortisol menor que el de los animales sin segregar
(sexo mixto), y las hembras segregadas sexualmente presentaban una memoria que persistia
mas tiempo y podia restablecerse mas rapidamente (REOLON et al., 2018). Ademas, las
hembras segregadas sexualmente parecen ser mas ansiosas que los machos (AMPATZIS;
DERMON, 2016; SOARES et al., 2020).

El sexo influye considerablemente las MA, sin embargo, algo que generalmente se
pasa por alto es que la diferenciacion del sexo en el pez cebra es mas compleja de lo que se
pensaba. Parece que su mecanismo genético de determinacién de sexo es muy sensible a los
factores ambientales (SANTOS; LUZIO; COIMBRA, 2017). Por ejemplo, la baja temperatura
afecta al crecimiento, asi como a la diferenciacion y maduracion de las gonadas, mientras que
la alta temperatura induce un efecto contrario (LUZIO et al., 2016). Ademas, la proporcion de
sexos puede estar sesgada hacia los machos cuando el pez cebra esta expuesto a altas
temperaturas (ABOZAID; WESSELS; HORSTGEN-SCHWARK, 2012; BROWN et al., 2015;
LUZIOetal., 2016; RIBAS et al., 2017a), hipoxia (ROBERTSON et al., 2014), altas densidades
(LIEW et al., 2012; RIBAS et al., 2017b) y niveles bajos de alimentacion (LAWRENCE;
EBERSOLE; KESSELLI, 2007).
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Del mismo modo, la proporcion de sexos afecta a la territorialidad de los machos y
a comportamientos especificos como la agresion y el cortejo (GRONQUIST AND BERGES,

2013), pero a menudo se pasa por alto.
Discusion

En el presente estudio, revisamos y resumimos sistematicamente los hallazgos
actuales sobre la respuesta al estrés y la calidad de vida del pez cebra a causa de diferentes MA
y las posibles influencias de las variaciones intraespecificas (personalidad, linaje y sexo) en los
resultados. Las MA han inducido con éxito una serie de estados emocionales en el pez cebra'y
han influido en varios aspectos de su biologia, como se refleja en los diversos fenotipos
conductuales, neurofisioldgicos y morfoldgicos en respuesta a una amplia gama de estimulos y

factores de estrés. Estos factores hacen de la MA en el pez cebra un excelente modelo
complementario de los trastornos afectivos y la calidad de vida.

Basandonos en los manuscritos revisados, destacamos tres aspectos criticos a tener
en cuenta en la investigacion actual sobre las MA. En primer lugar, el aumento de la
complejidad de las intervenciones, junto con la mejora de la estandarizacion de los protocolos,
reduciria la variabilidad de los resultados y mejoraria la investigacion traslacional de las MA.
En segundo lugar, en la misma linea, las caracteristicas intrinsecas y las diferencias individuales
del pez cebra deben ser comparadas y consideradas a la hora de interpretar los resultados de las
MA. Por ultimo, en lugar de formar parte de un fendmeno diferente, el EA puede actuar como
un estresor leve en un espectro entre el exceso ECI y la escasa intensidad o baja estimulacion
del estrés (acuario estandar actual). La consideracion de esta nocion donde el EA actia como
un estresor leve y las comparaciones directas de diferentes niveles de estimulacion (modelos de
ansiedad, enriquecimiento ambiental, estresor relacionado con el acuario) aclararian las
propiedades de un MA gue son importantes para aumentar la resiliencia al estrés. Esto, a su
vez, ayudaria a mejorar nuestras normas actuales de cria y los datos de referencia para estudiar

los trastornos relacionados con el estrés.

Caracteristicas importantes en los procesos de cria y experimentacion que pueden alterar

los resultados

La estandarizacion de los procedimientos de cria y experimentales es esencial para
las MA, especialmente a la luz de la preocupacion por los fracasos traslacionales y los
problemas de replicacion de las investigaciones publicadas (GERLAI, 2019; KORTZFLEISCH
et al., 2020; LIEGGI et al., 2019) y la participacion de diferentes laboratorios en enfoques
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multidisciplinarios (FARES et al., 2013; ZABEGALOV et al., 2018). Sin embargo, los articulos
revisados evidenciaron varias modificaciones en los aparatos de prueba, los puntos finales y los
procedimientos experimentales entre los grupos de laboratorios para el mismo tipo de pruebas.

Ademas, se observaron varias diferencias en parametros importantes de cria.

Por ejemplo, varias variaciones en los protocolos de evitacion inhibitoria (EI)
dificultan la aclaracion de los efectos de las MA en el aprendizaje (MANUEL et al., 2014;
PIATO et al., 2011a, 2011b; REOLON et al., 2018). Estas modificaciones ponen en duda la
fiabilidad de esta prueba para medir los procesos de aprendizaje y memoria debidos a MA en
el pez cebra. Como era de esperar, los efectos en el aprendizaje utilizando EI fueron muy
variables para las intervenciones aparentemente iguales (MANUEL et al., 2014; PIATO et al.,
2011b) y no se encontraron diferencias para MA aparentemente antagonistas (MANUEL et al.,
2014, 2015b, 2015c). Se produjeron variaciones similares para otras mediciones fisioldgicas y
pruebas de comportamiento.

En cuanto a la cria, la densidad de poblacion fue el pardmetro de alojamiento que
mas vario entre las MA revisadas. Las densidades de poblacién inadecuadas y los entornos
posiblemente estériles fuerzan el contacto social y no permiten a los individuos evitar las
interacciones sociales negativas (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b). Por
lo tanto, esta caracteristica puede explicar varios resultados confusos, particularmente en las

manipulaciones sociales, pero rara vez se considero esto al interpretar los resultados.

Definir lo que constituye una densidad 6ptima es de primordial importancia, ya que
el pez cebra suele alojarse en pequefios tanques con altas densidades (GERLAI, 2019). Sin
embargo, la relacién entre el nimero de peces por unidad de volumen de agua, el flujo de agua
y el estrés puede no ser directa ni intuitiva (LIEGGI et al., 2019) y la literatura revisada no fue
clara en cuanto a lo que constituye una densidad de poblacion ideal. Solo un estudio examind
de forma exhaustiva y sistematica las densidades de poblacién (PAVLIDIS et al., 2013),
mientras que los demas sugieren arbitrariamente una determinada densidad de poblacion como
"alta” 0 "baja" (CASTRANOVA et al., 2011; GRONQUIST; BERGES, 2013; RABBANE et
al., 2017; RIBAS et al., 2017b). Al contrario de lo que recomiendan las directrices actuales
(ALESTROM et al., 2020), parece que el tamafio del tanque y el nimero de peces influyen por
separado en el establecimiento de la territorialidad y la formacion de jerarquias de dominancia
(Pavlidis et al., 2013), lo que puede determinar los niveles de agresion y ansiedad. Son
necesarios estudios similares para evaluar este pardmetro en ambos sexos, diferentes linajes y

personalidades, especialmente para los efectos de ansiedad y eficacia bioldgica.
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Otras caracteristicas de la cria que variaron ampliamente entre los articulos
revisados incluyen factores cominmente reportados como el ciclo de luz, la temperatura, la
calidad del agua, la alimentacion y los sistemas acuaticos. Sin embargo, falta un analisis
detallado y sistematico de como los diferentes rangos de estas caracteristicas para el alojamiento
afectan a los resultados (ALESTROM et al., 2020; GERLAI, 2019; LIEGGI et al., 2019).
Ademas, es importante sefialar que hay muchas otras caracteristicas y factores no reportados
gue aun no conocemos Yy que pueden alterar los resultados (GERLAI, 2019; LIEGGI et al.,
2019).

Se ha recomendado una mayor estandarizacion de los procedimientos de cria y el
intercambio de informacion de cria entre laboratorios (ALESTROM et al., 2020). Asimismo,
se recomienda encarecidamente el uso de recursos para la planificacion de experimentos con
animales (PREPARE) (SMITH et al., 2018) y la elaboracion de informes adecuados (ARRIVE)
(SERT et al., 2020) para aumentar nuestro conocimiento sobre variables que normalmente estan
ausentes en las publicaciones. Ademas, muchos de los factores ambientales, genéticos, de sexo,
de personalidad y sociales revisados junto con sus interacciones son algunos ejemplos
interesantes de parametros importantes a tener en cuenta. Entonces, estos factores deben ser
examinados y reexaminados sistematicamente (GERLAI, 2019; LIEGGI et al., 2019).

Las condiciones controladas rara vez estan estandarizadas entre los laboratorios y,
por lo tanto, pueden enmascarar una contribucion a los resultados del tratamiento. Sin embargo,
como se muestra en la siguiente seccion, algunas manipulaciones parecen mas propensas a los
problemas de reproducibilidad y replicabilidad y, contrariamente a lo que se esperaba, la

complejidad puede aumentar la robustez de las MA.
Las intervenciones complejas pueden mejorar la solidez de las MA

Aunque las MA revisadas muestran un impacto draméatico en las respuestas
conductuales y fisioldgicas de los peces cebra adultos y juveniles, los datos revisados fueron
muy variables para algunas manipulaciones como la exposicion a estresores agudos, las
manipulaciones sociales y algunos elementos de enriquecimiento estructural. Como se
menciono anteriormente, las variaciones en los procedimientos experimentales y los protocolos
de cria podrian explicar varias de las inconsistencias de estos resultados. Sin embargo, otras
MA como el ECI y algunos tipos de EA (varios elementos naturalistas, estimulacion sensorial
y cognitiva) mostraron patrones consistentes en los comportamientos similares a la ansiedad y

las respuestas neuro inmunes, a pesar de la naturaleza heterogénea del estimulo y de la variacion
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de los protocolos. Por lo tanto, parece que las MA complejas y de larga duracion para estudiar
el estrés y la calidad de vida son mas robustas y menos propensas a las diferencias en los

protocolos que las intervenciones simplistas y de corta duracion.

Por ejemplo, el ECI es una manipulacion compleja que es dificil de estandarizar
(DEMIN et al., 2020a). Ademas, la naturaleza, la duracion y la intensidad relativa de los
factores de estrés variaron entre las baterias de estrés cronico revisadas. Asimismo, las
condiciones de alojamiento, como la densidad de poblacion, la temperatura del agua, el ciclo
dia/noche y otros ajustes importantes, difieren entre los protocolos (Tabla 1). Sin embargo, este
paradigma ha presentado las respuestas conductuales, fisiologicas y neuroldgicas mas
consistentes entre las MA revisados. Los protocolos de ECI generalmente aumentan las
respuestas conductuales y fisioldgicas relacionadas a la ansiedad de los peces y varios genes
involucrados en estas respuestas (por ejemplo, CHAKRAVARTY et al., 2013; PIATO et al.,
2011b; SONG et al., 2018a). Aunque se necesita una mejor estandarizacién en los protocolos
de los futuros estudios para tener en cuenta las variables de confusion, una bateria compleja de
manipulaciones estresantes diarias impredecibles de alta intensidad y una duracion de mas de

7 dias parece representar un modelo fiable de estrés cronico en peces cebra jovenes y adultos.

Del mismo modo, el EA generalmente consistio en paradigmas de larga duracion
con varias diferencias en los procedimientos de investigacion y cria, lo que hace dificil sacar
conclusiones uniformes entre los hallazgos. Sin embargo, algunos tipos de EA, como las
combinaciones naturalistas y complejas de varios objetos, el enriquecimiento sensorial y la
estimulacidn cognitiva (por ejemplo, COLLYMORE et al., 2015; CAROLE J. LEE et al., 2018;
SOARES et al., 2020) en general expresaron patrones similares de reduccion de las conductas
de ansiedad, independientemente de los detalles técnicos (Tabla 3). Solo un estudio (WILKES
et al., 2012) que utilizé un elemento muy simplista y poco natural mostré un aumento de las
conductas similares a la ansiedad, aunque este efecto se evidencio solo durante el dia 1 de
enriquecimiento y luego desaparecié durante los 7 dias restantes del estudio. Por lo tanto, parece
que el enriquecimiento fisiologico-sensorial y cognitivo en el pez cebra produce

sistematicamente el opuesto funcional de los paradigmas de ECI para los comportamientos.

Ademas, se han evidenciado respuestas neuro inmunes antagonicas entre ECly EA,
con ECI produciendo elevacion de citoquinas proinflamatorias (KIRSTEN et al., 2021; SONG
et al., 2018) y aumentando la expresion de la sefializacion HP1 (CHAKRAVARTY etal., 2013;
MANUEL et al., 2014; PIATO et al., 2011b) mientras que algunos EA (enriquecimiento

sensorial y estimulacion cognitiva) produjeron una reduccion de los niveles de estas respuestas
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(BARCELLOS etal., 2018; MANUEL et al., 2015c). Sin embargo, son necesarios mas estudios
para dilucidar el mecanismo multiple y las interacciones que hay detrds de este aparente
antagonismo en el pez cebra, ya que muy pocos estudios han evaluado los cambios neuronales

e inmunoldgicos a causa de las MA.

Por el contrario, las manipulaciones agudas revisadas para modelar la ansiedad
normalmente implicaban un episodio estresante Gnico y de corta duracion (Tabla 1). Estos
paradigmas han dado lugar a resultados contradictorios sin patrones claros, incluso para el
mismo tipo de estresor y duracion. Por ejemplo, un protocolo aparentemente facil de
estandarizar como el uso de una red por 30 segundos como estresor no ha aumentado de forma
fiable los niveles de cortisol en un estudio reciente (APONTE; PETRUNICH-RUTHERFORD,
2019), mientras que experimentos anteriores mostraron lo contrario (TRAN; CHATTERJEE;
GERLALI, 2014). Estos resultados disimiles pueden deberse a variaciones en los protocolos
experimentales y de cria, en particular el contexto social. El estudio que encontr6 un aumento
de los niveles de cortisol usando una red utilizé el aislamiento social antes del estresor (TRAN;
CHATTERJEE; GERLAI, 2014) mientras que el otro experimento utiliz6 el alojamiento en
grupo (APONTE; PETRUNICH-RUTHERFORD, 2019). Ademaés, un estudio que utilizé el
mismo estresor durante 1 minuto no encontrd efectos en la expresion de las respuestas neuro
inmunes, mientras que el ECI elevo estas respuestas en el mismo estudio (KIRSTEN et al.,
2021).

Las diferencias en las respuestas de estrés agudo del pez cebra dependen en gran
medida de la naturaleza de los estimulos estresores (DEMIN et al., 2020). Por lo tanto, hay que
tener un cuidado meticuloso con los detalles metodoldgicos de los estresores agudos, ya que
parecen ser muy sensibles a las variaciones en la cria, los procedimientos experimentales y la
naturaleza del estresor. Afiadir complejidad a los estresores agudos mediante su combinacién
podria ser una opcion para afiadir solidez a estos paradigmas (COLLIER; KALUEFF;

ECHEVARRIA, 2017), aunque se necesita mas investigacion para corroborar esta posibilidad.

En cuanto al enriquecimiento social, se sugiere que esta manipulacion puede ser
beneficiosa, ya que el pez cebra es una especie altamente social que se agrupa en grupos
estrechos en la naturaleza y en el laboratorio (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS,
2018b; SHAMS; CHATTERJEE; GERLAI, 2015). Sin embargo, los resultados de las
manipulaciones sociales han sido muy variables sin que surja un patron claro de los
experimentos. Algunos estudios han encontrado comportamientos mas ansidégenos para el
aislamiento (COLLYMORE; TOLWANI; RASMUSSEN, 2015a), otros para el alojamiento en
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grupo (PARKER et al., 2012a; SHAMS; CHATTERJEE; GERLAI, 2015) y otros para el
alojamiento en pareja (WHITE et al., 2017), mientras que otros no encontraron diferencias ni
para el aislamiento ni para el alojamiento en grupo (PAGNUSSAT et al., 2013; SHAMS et al.,
2017). Del mismo modo, las respuestas fisioldgicas fueron muy variables entre los protocolos

para las manipulaciones sociales (Tabla 3).

Las variaciones en los protocolos experimentales y de cria pueden explicar la
disparidad de los resultados de las manipulaciones sociales. En particular, algunas
observaciones de comportamiento se realizaron en el tanque de alojamiento, mientras que otras
se hicieron en los aparatos de las pruebas. Entonces cabria esperar que las respuestas fueran
muy diferentes en los peces del tanque de alojamiento que en aquellos peces sacados de ese
acuario. Asimismo, podria ser que para los peces alojados en grupo, el hecho de ser sometidos
a pruebas de forma individual pueda suponer una novedad adicional, ya que no estan
acostumbrados al aislamiento (PARKER et al., 2012a) mientras que para los peces alojados
individualmente, el hecho de ser sometidos a pruebas de forma aislada pasa desapercibido
(SHAMS; CHATTERJEE; GERLAI, 2015). Ademas, es posible que en condiciones de
alojamiento inadecuadas (e.g., estériles y con altas densidades de poblacion), el aislamiento
social pueda proporcionar alivio del estrés social (agresion, encuentros agonisticos,
competencia, etc.), especialmente para los peces subordinados (SHAMS et al., 2017). Lo
mencionado anteriormente son posibles explicaciones para el inesperado efecto de tipo
ansiolitico encontrado para el aislamiento en algunos estudios (GIACOMINI et al., 2015;
PARKER et al., 2012a; SHAMS; CHATTERJEE; GERLAI, 2015) y por qué al afiadir
enriquecimiento fisico estos efectos no se presentaron (COLLYMORE; TOLWANI;
RASMUSSEN, 2015a). Las interacciones con el entorno y los factores relacionados con la

prueba deben examinarse cuidadosamente para el enriquecimiento social.

Asimismo, la dinamica social podria afectar significativamente a los resultados de
las manipulaciones sociales, ya que se sabe que el estatus social en un grupo altera los niveles
de estrés y las respuestas inmunitarias (FILBY et al., 2010). La dinamica social es
especialmente importante en grupos pequefios, sobre todo cuando se alojan en parejas, ya que,
en esta condicidn, los peces cebra muestran una mayor agresion y jerarquias de dominancia
(MILLER et al., 2017; TELES; OLIVEIRA, 2016), lo que podria explicar el aumento de los

efectos de tipo ansiogeno para el alojamiento en parejas (WHITE et al., 2017).

Como se muestra, no se reveld ningun patrén claro a partir de los escasos y

conflictivos estudios revisados para las manipulaciones sociales. Lo que esta claro es que en
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los paradigmas sociales intervienen muchos factores, aparte de la mera presencia o ausencia de
otros peces. Por lo tanto, en lugar de investigar estos modelos como una manipulacion
unilateral, seria sensato afiadir mas complejidad y considerar los multiples factores que podrian
interactuar con este paradigma. Por ejemplo, estableciendo condiciones de alojamiento que
permitan a los peces expresar caracteristicas prosociales y menos agresivas y/o menos
monopolizadoras de recursos (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b), seria
posible comprobar si el aislamiento tiene efectos ansioliticos en el pez cebra o si estos impactos
se deben a un alojamiento inadecuado. Del mismo modo, seria ideal repensar si la retirada de
cada pez cebra de su grupo para someterlo a una prueba especifica puede dar lugar a una mayor
variabilidad en las respuestas, y si la evaluacién en conjunto de todos los peces cebra agrupados
podrian producir datos mas homogéneos (PAGNUSSAT et al., 2013).

Diferencias intraespecificas

Las variaciones intraespecificas, como las diferencias de personalidad, sexo y linea
genética, afectan en gran medida a los fenotipos del pez cebra y pueden influir en la mayoria
de los resultados de los articulos revisados, pero a menudo se pasan por alto. Asimismo, los
peces domésticos variaron bastante en varios resultados conductuales y fisiol6gicos con
respecto a los peces capturados en la naturaleza en diversos estudios. También se han descrito
interacciones entre la personalidad y la dindmica social (DAHLBOM, 2013; KAREKLAS;
ELWOOD; HOLLAND, 2018), el sexo y la personalidad (TRAN; GERLAI, 2013) el sexo y el
lingje (MUSTAFA; ROMAN; WINBERG, 2019; VITAL; MARTINS, 2013) y una estrecha
interaccidon, a menudo desapercibida, entre el medio ambiente y la diferenciacion sexual
(SANTOS; LUZIO; COIMBRA, 2017). Por lo tanto, los estudios de MA deben ser cautelosos

al generalizar los resultados sin considerar estas individualidades e interacciones.

Es posible que se produzcan interacciones mucho mas complejas entre estas
variaciones intraespecificas (DEMIN et al., 2020b), pero estas posibles relaciones no se
estudiaron directamente en ninguno de los articulos revisados, lo que justifica que se realicen
mas investigaciones en profundidad al respecto. Estas interacciones también pueden explicar
por qué algunas respuestas mostraron patrones constantes mientras que otras variaron bastante,

para el mismo tipo de manipulacion.

Por ejemplo, al evaluar los efectos del enriquecimiento estructural, parece que las
diferentes estirpes y entornos sociales no afectaron a los resultados de los comportamientos de

ansiedad, pero si influyeron en los niveles de agresion. Los estudios que encontraron un
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aumento de los comportamientos agonisticos debido al EE utilizaron peces capturados en estado
salvaje (BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015; SURIYAMPOLA et al., 2016a) y nacre
(WOODWARD; WINDER; WATT, 2019), mientras que los que utilizaron lineas domésticas
de tipo salvaje no encontraron diferencias en la agresion. Ademas, los estudios que encontraron
efectos agonisticos del enriquecimiento estructural mantuvieron a los peces en tanques
diminutos, con muy pocos peces por grupo (BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015;
SURIYAMPOLA et al., 2016a; WILKES et al., 2012; WOODWARD; WINDER; WATT,
2019). Por lo tanto, posiblemente, las complejas interacciones entre el linaje, la sociabilidad y

el entorno modificaron las respuestas al estrés y la calidad de vida en los modelos de pez cebra.

Es crucial destacar otros factores de confusion relacionados con las variaciones
intraespecificas. Por lo general, se informaba que la cepa utilizada era la WT, sin darse cuenta
ni considerar que la WT puede corresponder a muchas lineas geenticas diferentes. Las WT
abarcan lineas como AB, Tibingen long fin (TL) y Wild Indian Karyotype (WIK) (AUDIRA
et al., 2020). Los peces también pueden obtenerse de proveedores comerciales o directamente
de la naturaleza, entonces sélo las lineas de laboratorio definidas genéticamente (incluyendo
AB y TU) se deberian denominar como tal. Para los peces obtenidos de la naturaleza o
disponibles comercialmente, de los que no se dispone informacidn sobre su genética, seria
mejor denominarlos como poblacion salvaje o comercial (VIGNET et al., 2013). Ademas, como
las lineas geneticas del pez cebra no suelen ser totalmente consanguineas, se espera que las
subpoblaciones de las lineas difieran genéticamente. Cuando se utilizan directamente peces de
tiendas de mascotas sin establecer una poblacion de laboratorio, es importante tener en cuenta
gue muchas condiciones ambientales desconocidas y no controladas podrian afectar a su
desarrollo antes de llegar a las instalaciones del laboratorio y, por tanto, a su fenotipo (GERLAI,
2019).

Asimismo, los resultados de la personalidad o de las diferencias individuales deben
examinarse de forma critica, teniendo en cuenta que los rasgos de personalidad deben ser
consistentes (lo que difiere notablemente de "estable™) a lo largo del tiempo y entre contextos
(TOMS; ECHEVARRIA, 2014). La mayoria de los estudios revisados han analizado la
consistencia a través de los contextos, pero no a lo largo del tiempo, o han examinado la
consistencia a lo largo del tiempo, pero s6lo en una Unica situacion. Estos estudios pueden haber
evaluado entonces la plasticidad conductual en lugar de los rasgos de personalidad (TOMS;
ECHEVARRIA, 2014).
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Aunque las variaciones intraespecificas pueden complicar la controlabilidad y, por
tanto, afectar a la fiabilidad y reproducibilidad de los datos (ARNOLD et al., 2013), estas
variaciones representan mejor a las poblaciones humanas altamente heterogéneas (BROWN et
al., 2011), mostrando asi una validez poblacional generalmente Buena (STEWART et al.,
2014). Por lo tanto, un estudio de las diferentes interacciones entre las MA y la variacion
intraespecifica puede proporcionar conocimientos sobre las diferencias individuales humanas
en respuesta a los tratamientos no farmacoldgicos o la progresion de la enfermedad,
aumentando asi la validez traslacional (DEMIN et al., 2019; VOLGIN et al., 2019).

Posible interaccion entre el estrésy el EA

La inclusién de algunos elementos como enriquecimiento estructural y social no
siempre da lugar a efectos positivos y los hallazgos contradictorios han puesto de manifiesto
las numerosas variaciones existentes. Esta falta de consistencia en los protocolos de
enriquecimiento entre diferentes laboratorios puede provenir de la falta de consenso en cuanto
a la definicién de lo que realmente constituye el enriquecimiento ambiental (CROFTON;
ZHANG; GREEN, 2015) y como funciona (e.g., procesos fisioldgicos y neurolégicos) (JONES;
WEBSTER; SALVANES, 2021).

Afadir complejidad es una de las definiciones mas frecuentes de EA en el pez cebra
y otras especies. Sin embargo, esta definicion puede ser engafiosa. Por ejemplo, tanto el ECI
como el EA han estudiado cdmo las manipulaciones ambientales (e.g., estresando a los peces 0
introduciendo objetos antes de las pruebas) afectan a los fenotipos conductuales y fisiol6gicos
del pez cebra (COLLIER et al., 2017; VOLGIN et al., 2018a). Y tanto el ECI como el EA
pueden aumentar la complejidad ambiental afiadiendo objetos o estimulos. Por lo tanto, es
importante destacar que la adicion de complejidad es solo una de las muchas caracteristicas que
conforman al EA, pero no una que lo defina (CROFTON; ZHANG; GREEN, 2015).

Ademaés de la complejidad, el EA ha sido definido como una manipulacion que
promueve el bienestar y que reduce el estrés (NASLUND & JOHNSSON, 2016a; VOLGIN et
al., 2018b). Alternativamente, varias teorias como la "adaptacion a los estresores cruzados”, "la
inoculacion del estrés”, la "habituacion al estrés™ y la "teoria de la U invertida de la resiliencia
al estrés” (SMAIL et al., 2020) proponen que el EA actia como un estresor leve que mejora la
eficiencia de los circuitos de estrés (a través de cambios morfoldgicos y moleculares) y afina la

capacidad del animal para responder adecuadamente a varios desafios (SMAIL et al., 2020).
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Entonces, el EA puede funcionar como un estresor leve en un espectro entre
demasiada ECI y muy poca intensidad o estimulacion de estrés (acuario estandar actual). Por
ejemplo, la exposicion en los primeros afios de vida tanto al enriquecimiento ambiental como a
los estresores leves mejoran el aprendizaje (DEPASQUALE et al., 2016; SPENCE;
MAGURRAN; SMITH, 2011) y reduce las respuestas relacionadas con la ansiedad (ABREU
et al., 2018; DEPASQUALE et al., 2016; SHAMS et al., 2018). Estos efectos también pueden
persistir durante un tiempo (1 afio) en los peces que ya no estan expuestos al enriquecimiento o
a estresores leves (DEPASQUALE et al., 2016). Se necesitan mas investigaciones para
corroborar esta posibilidad, ya que muy pocos estudios han evaluado esto en el pez cebra. Sin
embargo, las evidencias tanto en roedores como en humanos muestran que el EA o un estresor
leve pueden producir una estimulacién suficiente para mejorar la funcion cerebral y aumentar
la resiliencia respecto a la de los animales que carecen de estimulos y a la de los animales con
altos niveles de estrés desadaptativo (ASHOKAN; HEGDE; MITRA, 2016; LIU et al., 2018).

Del mismo modo, la naturaleza disimil de los paradigmas de EA puede hacer que
algunos sean demasiado débiles para ejercer un efecto, mientras que otros podrian causar
niveles de estrés excesivos (SMAIL et al., 2020). Esto también podria explicar la variabilidad
de las distintas MA revisadas. Por lo tanto, explorar la posibilidad del EA como un estresor leve
ayudaria a establecer los niveles éptimos de estimulacién que promueven la resiliencia al estrés
en el pez cebra. Asimismo, para otros peces, se observo que el efecto del enriquecimiento fisico
es dependiente de la intensidad, y el tiempo de latencia para alcanzar la estabilidad social
depende de la intensidad del enriquecimiento (ZHANG et al., 2021). Por lo tanto, la interaccion
de los niveles de enriquecimiento y los tipos de enriquecimiento debe ser examinada en el pez
cebra. El estudio de diferentes niveles de enriquecimiento ayudaria a explorar el mecanismo
detras del EA y a estandarizar los protocolos de las MA. Es importante sefialar que, aunque el
EA puede activar una respuesta de estrés leve, generalmente este se percibe como una
recompensa (SMAIL et al., 2020). Por ejemplo, los peces aumentan la defensa territorial para
obtener EA (JOHNSSON; CARLSSON; SUNDSTROM, 2000), trabajan por EA
(GALHARDO; ALMEIDA; OLIVEIRA, 2011; SULLIVAN; LAWRENCE; BLACHE, 2016)
y eligen EA en las pruebas de preferencias (STEVENS; REED; HAWKINS, 2021). Por tanto,
la valoracion de los estimulos (CERQUEIRA et al., 2017) es también una caracteristica

importante a tener en cuenta a la hora de evaluar los diversos componentes del EA.
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Consideraciones importantes sobre los EE y su parametrizacion

El alojamiento enriquecido puede complicar la estandarizacion al aumentar la
variacion de los datos obtenidos, dada la amplia gama de protocolos de EA (VOLGIN et al.,
2018b). No obstante, la variabilidad en los protocolos y en los datos estuvo presente tanto en
los modelos convencionales (de ansiedad y condiciones estandar de acuario) como en los
paradigmas de EA revisados. Ademas, hasta donde sabemos, aun no se ha explorado la

posibilidad de que el EA afecte a la variabilidad de los datos en el pez cebra.

Algunos estudios en roedores que han realizado comparaciones sistematicas multi-
cohorte y entre laboratorios no encontraron un aumento en la variabilidad de los datos para
multiples pardmetros comunes de comportamiento y fisiologia, debido a los protocolos de EA
altamente estandarizados (ANDRE et al., 2018; WOLFER et al., 2004). Por lo tanto, la
variabilidad en algunos de los puntos finales revisados podria ser causada por la falta de
estandarizacion en parametros importantes del disefio del EA y no por el modelo en si mismo.
El tamafio y la direccion de los resultados pueden variar debido a varios factores como el tipo
y la combinacion de enriquecimiento, la variacion intraespecifica, el tiempo y la duracién del
enriquecimiento y los pardmetros estudiados (LIEGGI et al., 2019). Por lo tanto, es necesario
abordar estos factores para estandarizar el EA y analizar sisteméaticamente si existe una

influencia del EA en la variabilidad de los datos en el pez cebra.

También hay que tener en cuenta que unas condiciones estandar elevadas no
disminuyen la variabilidad individual (WOLFER et al., 2004) incluso para poblaciones
isogénicas (ROMAN et al., 2018) y que otros factores no relacionados con el EA pueden
producir una alta variabilidad entre cohortes (ANDRE et al., 2018) y entre grupos (WOLFER
et al., 2004). (ANDRE et al., 2018) indicaron que los factores de cohorte tienen mas relevancia
bioldgica que algunos efectos menores producidos por el EA. Aproximaciones similares fueron
encontradas por (A. M. STEWART et al., 2013) para el pez cebra, aunque este estudio solo
evalud las condiciones estandar sin comparar los efectos para el EA. Por lo tanto, es importante
considerar que no solo la adicion de objetos o comparfieros sociales dentro del tanque, sino
también el disefio del tanque (por ejemplo, el material, el tamafio, la formay el color), el flujo
de agua y varias condiciones del entorno que rodea el acuario (LIEGGI et al., 2019) también

pueden confundir la evaluacion del EA y otras MA.

Otro aspecto importante a considerar es que el EA es una intervencion multifactorial

gue abarca las interacciones de multiples elementos y estimula al animal a través de diferentes



62

dominios (DEMIN et al., 2019; GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b; SMAIL
et al., 2020). Es especialmente importante la interaccion entre el enriquecimiento estructural y
el entorno social y viceversa. A partir de estudios en la naturaleza, se sabe que el tamafio del
grupo varia en funcion de las condiciones ambientales, lo que a su vez influiria en los
comportamientos (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b; ROY; BHAT,
2018b; ROY; SHUKLA,; BHAT, 2017; SURIYAMPOLA et al., 2016b). Como los entornos
sociales y ambientales en el pez cebra reaccionan a los cambios de la dinamica social (por
ejemplo, la competencia por los recursos, la dominancia, la agresion, las experiencias sociales,
el contagio emocional y la amortiguacion social) (GRAHAM; VON KEYSERLINGK;
FRANKS, 2018b; LIEGGI et al., 2019; ROY; SHUKLA; BHAT, 2017; STEVENS; REED;
HAWKINS, 2021) estas interacciones pueden tener grandes impactos en el comportamiento y
la fisiologia (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b; SHAMS et al., 2017) y
deben considerarse en conjunto al evaluar el EA u otras MA.

Del mismo modo, es importante evaluar las variaciones intraespecificas, ya que esto
podria influir también en el EA. Entonces, se necesitan mas estudios para establecer normas de
criay MA que tengan mas en cuenta la variacion intraespecifica (DEMIN et al., 2019; VOLGIN
et al., 2019). Ademas, el pez cebra tiene preferencias innatas por ciertos entornos (NASLUND
& JOHNSSON, 2016b). Por lo tanto, la seleccion de los elementos utilizados para el EA debe
basarse en el habitat y el comportamiento natural (DEPASQUALE; LERI, 2018).

Por ltimo, es importante tener en cuenta el tipo de materiales con los que se
fabrican los diferentes objetos de enriquecimiento. Habria que realizar pruebas para garantizar
que los materiales estan libres de sustancias nocivas y no producen microparticulas que afecten
a los peces por ingestion o acumulacion (ALESTROM et al., 2020). Del mismo modo, dado
que los accesorios de plastico no suelen esterilizarse por autoclave o blanqueadores, es
importante explorar las consecuencias que el crecimiento de biofilms en las estructuras que

componen el EA puede tener sobre el pez cebra.

Hasta donde sabemos, no hay estudios que caractericen las comunidades
bacterianas que podrian crecer en el biofilm de las estructuras del EA, como las plantas de
plastico, ni sus efectos sobre el comportamiento y la fisiologia del pez cebra. No obstante, cada
vez hay mas pruebas que sugieren gque la microbiota intestinal desempefia un papel fundamental
en la regulacion del desarrollo, la funcion y el comportamiento del cerebro. Los peces cebra
con desequilibrios de la microbiota intestinal, denominada disbiosis, y los animales sin

gérmenes presentan disfunciones conductuales y neuronales (BRUCKNER et al., 2020;
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HEIJTZ et al., 2011). Asi pues, la posible colonizacién del intestino por bacterias que pueden
crecer en el biofilm que recubre las estructuras del EA merece un mayor estudio, al igual que

sus posibles consecuencias (positivas o0 negativas) en la interaccion intestino-cerebro.
CONCLUSION

Dado que las condiciones de alojamiento y cria de bajo nivel de estrés pueden influir
negativamente en el sistema inmunitario y en la fisiologia y el comportamiento del pez cebra,
los resultados obtenidos en esas condiciones de alojamiento pueden estar sesgados y las
conclusiones pueden ser erroneas. La comparacion directa de los diferentes niveles de estrés o
estimulacion proporcionados por las condiciones estandar (bajas), EA (medias) y ECI (altas)
presentan una excelente oportunidad para definir los rangos 6ptimos de cria. Del mismo modo,
como el EA puede funcionar como un estresor leve, los puntos en comun y las diferencias entre
estos tres niveles de estimulacion y sus interacciones con la variacion intraespecifica pueden
utilizarse en futuros estudios para la prevencion e intervencion en los trastornos relacionados
con el estrés mediante intervenciones no farmacoldgicas y no quirdrgicas. Ademas, la
comprension de los mecanismos morfolégicos y moleculares por los que el EA produce
resiliencia al estrés (SMAIL et al., 2020) es clave para desarrollar medicamentos novedosos y

mas especificos.

Por otra parte, podrian surgir preocupaciones validas sobre la interferencia del EA
en algunos estudios y el aumento de la variabilidad de los parametros conductuales y
fisioldgicos debido al EA. Sin embargo, los estudios realizados en otras especies parecen
indicar que los protocolos de EA altamente estandarizados no aumentan la variabilidad de los
datos ni alteran los resultados del laboratorio. Estos estudios también sugieren que los factores
de cohorte y el ambiente que rodea al acuario producen mas variabilidad que el EA. Por lo
tanto, estos hallazgos deben ser corroborados para el pez cebra. Ademas, como los efectos del
EA pueden persistir después de su retirada, el EA podria utilizarse antes de las intervenciones
que requieren entornos inertes y relativamente sencillos, aunque los efectos de la retirada del
EA merecen un examen mas profundo. Del mismo modo, podrian aplicarse diversos tipos de
enriquecimiento sensorial al tipo de estudios que se verian afectados por el enriquecimiento

estructural.

Para estandarizar el EA son necesarios estudios de multi-cohortes y multi-
laboratorios, asi como transparencia para informar del disefio del EA con detalles finos (e.g.,

tiempo y duracion, tipo y combinacion y parametros a estudiar), resultados del EA y posibles
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influencias e interacciones entre el EA y la variacion intraespecifica y el EA y los entornos
sociales. Ademas, quedan por estudiar muchos otros aspectos del EA, como por ejemplo la
proliferacion de biopeliculas o la acumulacion de contaminantes debido al material con el que

se realiza el enriquecimiento y sus efectos en los peces.

Por ultimo, el reconocimiento de que numerosos factores relacionados con el
desarrollo, la genética y las pruebas en si pueden afectar a los resultados de las MA es esencial
para comprender la dinamica y las complejas interacciones del estrés y la calidad de vida y
cémo se produce la resiliencia contra los efectos nocivos del estrés. Por lo tanto, los estudios
que evallen mas de una variable son necesarios para abarcar y comprender esta complejidad y

quizas para producir resultados mas solidos y traslativos.
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Tabla 1- Caracteristicas del estudio y resultados de las manipulaciones para modelar la ansiedad

Articulo Elementos Sexoy etapa Genotipo Densidad Duracion  Comportamientos Agresion Formacién  Aprendizaje Cortisol Resultados Neuronales Eficacia
poblacional relacionados a la Cardumen Biolégica
ansiedad
Aponte et Persecucién conred Adultos sexo  Tipo salvaje  5-6/1 It 30s Sin diferencia TN y Sin
al. (2019). 30s mixto. No claro/oscuro diferencias
reporta radio.
Gaikwad et  Exposicion, Adultos sexo TS, aleta 15/40 Its 6 mins Deterioro
al. (2011).  Fermona de alarma;  mixto corta cada
Pez hoja de la india estresor
Piatoetal.  Sujecion aguda etrés  Adultos TS, aleta 20/15 Its 90 min Incremento en TN Deterioro Incrementa
(2011). machos corta expression de sefiales
prurinergicas
Tranetal.  Persecucion conred Adultos no TS, aleta 1/2,7 Its Una Incrementa  Sin diferencias
(2014). y exposicion al aire  reportasexo  corta semana
30s
Wongetal. Fermonade alarma; Adultos sexo TS, aleta 20-30/40 Its  6-30 min,  Incremento en TN
(2010). Substancias mixto corta y 6 min
farmacolégicas por 7 dias
Chakravart  Protocolo de estrés ~ Adultos sexo  No reporta No reporta 15 dias Incremento en TN Incrementa Disminuye
y etal. crénico inpredecible  mixto y claro/oscuro Neurogenesis,
(2013). Incrementa expresion
en la sefiafilizacion
del HPI, marcadores
moleculares de
ansiedad, BDNF y
desregula 18
proteinas
Manuel et Protocolo de estrés ~ Adultos sexo  Tuebingen 4/21 Its 7y 14 dias Deterioro Incrementa  Incrementa expresion
al. (2014).  crénico inpredecible  mixto aleta larga en la sefiafilizacion
del HP1y BDNF
Piatoetal. Protocolo de estrés  Adulto TS, aleta 20/15 Its 7014 dias Incrementoen TN Incrementa  Deterioro Incrementa  Incrementa CRF y
(2011). cronico inpredecible  macho corta Disminuye GR
Ramboet  Protocolo de estrés ~ Adultos sexo  Tipo salvaje  64/30 lts 7 dias Incrementa Incrementa
al. (2017).  cronico inpredecible  mixto in males
Song etal. Protocolo de estrés  Adultos sexo TS, aleta 60-70/60 Its  Cinco Incremento en TN Incrementa  Incrementa densidad  Elevacion de
(2018). cronico inpredecible  mixto corta semanas de espinas dendriticas  citoquinas

y BDNF

proinflamatorias

Nota: TS= Tipo salvaje, TN= Tanque novedoso, HPI=Eje hipotalamico-pituitario interrenal, CRF=Factor liberador de las corticotropinas, GR=Receptor de glucocorticoides, BDNF= Factor neurotréfico

derivado del cerebro



Tabla 2 — Caracteristicas del studio y resultados de las manipulaciones para incrementar la resiliencia al estrés en edad adulta
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Articulo Elementos Sexo y etapa Genotipo  Densidad Duracion Comportamientos Formacion Aprendizaje  Cortisol Resultados Neuronales Eficacia
poblacional relacionados a la Cardumen Biolégica
ansiedad
Abreuetal. Predador (e.g., Adultos sexo WT aleta 30/250 Its Comienza a 3 dias Disminuye
(2018) Tiger oscar, mixto corta eclosion y testeado a
Astronotus 100 dias
ocellatus) y no
predador (e.g.,
Goldfish,
Carassius
auratus)
DePasquale  Objetos del Juveniles no Tipo 12/17,5 Its Comienza a 25 Disminuye in NT Mejora Incrementa tamafio de cerebro 'y
etal. enriquecimiento reportasexoy  salvaje eclosion y testeado a telencefalo con enriquecimiento
(2016). movidos machos 53 dias para ansiedad
semanalmente y adultos ,60 dias para
persecucion diaria aprendizaje y 78 dias
con red MRI.
Fulcher et Estrés crénico Adultos sexo AB Aislamiento  Comienza post- Sin diferencias in Disminuye Incrementa dopamina en crianaza Incrementa
al. (2017). impredecible mixto 1/1,8 Its, fertilization y testeado  NT social y 5-HIAA en crianza social y peso en
medio en aislados grupo 5/2,8 a5 meses estresados aislamiento
y socializados Its
durante el
desarrollo
Lindsey Grupo, Adultos sexo AB No reporta Comienza a 5-6 dias Sin Disminuye el nimero de células Disminuye
and Aislamiento o mixto post-eclosion y diferencias  proliferativas mientras aumenta el tamafio y
Tropepe, Novedad-Social testeado a 6 meses numero de neuronas nacidas en peso
(2014). durante el Aislamiento o Novedad Social corporal en
desarrolloy la novedad
adultez después de
aislamiento
R. Spence Genotipo y Machos WIK y 12/20 Its Comienza a 5 dias Mejora
etal. enriquecimiento adultos y una segunda post-eclosion y
(2011). hembra por generacion testeado a 6 meses
grupo WT-
capturado
Shams et Aislamiento (0Oa  Adultos sexo AB Aislamiento  Comienza post- Disminuye en CA Disminuye Aislamiento social corto o largo
al. (2018). 180), aislamiento mixto 1/1,4, grupo  fertilization y testeado  para aislamiento para reduced DOPAC
(0a7)ysin 52,8 Its repeatido a largo plazo aislamiento
aislamiento 10, 30, 60, 90, 120, largo plazo

150 y 180 dias

Nota: TN=Tanque Novedoso, CA =Campo abierto, 5-HIAA= Metabolito serotonina, DOPAC=Metabolito dopamina



Tabla 3 - Estudiar caracteristicas y resultados de las manipulaciones que evaluaron enriquecimiento ambiental vs empobrecimiento

87

Articulo Elementos Sexoy Genotipo Densidad Duracion Preferencias Comportamientos Formacion  Aprendizaje  Cortisol Resultados
etapa poblacional relacionados a la Cardumen Neuronales
ansiedad
Barcelloset  Musica (65-75 Adultos WT aleta U1t 15 dias Disminuye in TN Sin Elevada expresion Disminuye
al. (2018). dB) sexo mixto  corta Sin diferencias en diferencias de BNDF pero no expresion de
claro/oscuro c-fos y genes HPI Cytokinas pro-
inflammatorias
Bhat et al. Plantas plasticas ~ Adultos WT ULt 20-25 minutes Sin Sin diferencias
(2015). sumergidas y sexo mixto  capturado y diferencias en
corriente de agua de reproduccion
laboratorio
C. Kistler Plantas Adultos WT, T, 8/325 Its, 26 dias Preferencia por Sin
etal. (Ceratopteris sexo mixto AB, WIK,y 6,80 9/250 enriquecimiento diferencias
(2011). thalictroides) y albino Its y 9/328 sobre estéril
tarros de Its
cerdmica
Collymore  Plantaartificialy ~ Adultos AB 10/2,5 Its 3- semanas Preferenciapoe  Disminuye in TN
etal. alojamiento sexo mixto conspecificos y claro/oscuro
(2015). grupal vs seguido por
aislamiento enriquecimiento
sobre estéril
DePasquale  Corriente de Adultos Tipo salvaje  5/18 Its 6 semanas Disminuye en TN
and Leri, agua: 0.5m/sen  sexo mixto
(2018). tunel durante una
hora diaria y
cinco dias a la
semana
DePasquale  Substrato Adultos Comercial 8/18 Its 6 semanas Preferencia por
etal. arenoso, plantas  sexo mixto enriquecimiento
(2019). plasticas y y ejercicio
corriente de agua sobre estéril
Franks et Sustrato de grava  Adultos Tipo salvaje  10/110 Its 10 dias Cardumen
al. (2018). inclinada, rocas sexo mixto elevado
y plantas
artificiales
Giacomini Alojamiento Adultos TS aleta Aislamiento  Experimento 1 :15y 30 Disminuye
etal. grupal vs sexo mixto  corta 1/12 Its, dias. Experimento 2: 15 en
(2015). Aislamiento group 10/12  dias. Experimento 3 and 4 Aislamiento

Its

30 minutos.
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Articulo Elementos Sexoy Genotipo Densidad Duracion  Preferencias Comportamientos  Agresion Formacién  Aprendizaje Cortisol Resultados Eficacia
etapa poblacional relacionados a la Cardumen Neuronales Biolégica
ansiedad
Giacomin  Alojamiento Adultos TS aleta No reporta 15 Dias Disminuye
ietal grupal o sexo mixto  corta para
(2016). Aislamiento con o enriquecimien
sin toy
enriquecimiento Aislamiento
(Arena, gravilla,
tapas y plantas
naturales).
Graham Sustrato de grava  Adultos Tipo 10/110 Its 9 meses Disminuye in TN Disminuye  Incrementa
etal. en pendiente, sexo mixto  salvaje
(2018). rocas,cinco
plantas artificiales
y espacio
adicional
Holley et Previsibilidad del No reporta Tipo 50/75 Its 3 semanas
al. suministro de salvaje y 48 horas
(2014). alimentos
Jones et Sombra sobre el Adultos AB aleta 36/54 Its 1 mes Sin diferencias
al. tanque y plantas sexo mixto  corta
(2019). artificiales
Keck et Vivienda par o Alojamient  Tipo 1/1 It and 1,5010 Incremento en Incrementa
al. Aislamientocono o individual  salvaje 212 ts dias dia5y sobrevivencia
(2015). sin plantas de adultos AB/India Disminuye en
plésticas machos, hibridos dia 10 para
parejas de enriquecimien
machos, to
parejas de
machos y
hembras
Lee et al Sexo, Sustrato de Machos y WIK 11/351ts Tanque Sin diferencias  Disminuye in TN Incrementa
(2018). gravay plantas. hembras larvas (25 crecimiento
separadas dias), hembras y
tanque cria sobrevivencia
(66 dias), crias
tanque
novedosos
(4 dias),
tanque de
eleccion(33
dias)
Leeetal.  Entornoestablevs  Adultos WYK 16/12 Its 3 semanas Sin Sin
(2018). cambiante Sexo mixto diferencias diferencias en
crecimiento o
reproduccién
Manuel Dos semanas de Adultos Tupfel 4/2 1ts 2 semanas Reduce El Reduce cnrl
etal. exposicion a Sexo mixto Longfin y crf

(2015). recompensas
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Articulo Elementos Sexoy Genotipo  Densidad Duracion Preferencias Comportamientos Agresion  Formacion  Aprendizaje  Cortisol Resultados
etapa poblacional relacionados a la Cardumen Neuronales
ansiedad
Manuel et Arena, plantas Adultos Tupfel Experimento 1, Experiment 1, Disminuye en Reduce El Disminuye proliferacion
al. (2015). plasticas y una Sexo colalarga  20-22/75 lts, 6 meses, claro/oscuro cellular, neurod, cart4
formacién mixto experimento 2, experiment 2, and cnrl and Incrementa
rocosa artificial. 9-22-35/75 lts, 12 meses, mry gro, grp
experimento 3, experiment 3,
16-17/75 Its 24 meses
Marcon et Piedras marinas ~ Adultos TS cola 48/19 lts 21 diasor 28 Disminuye in TN Disminuye
al. (2018). inglesas de Sexo corta dias después de estrés
grava, un objeto  mixto Enriquecimie crénico
de pléstico en nto. impredecible
forma de ruinay
tres plantas de
pléstico
sumergidas
Parker et GHC, GHN, No TS cola (GHC) 4-5/ 5 2 semanas Disminuye in TN Disminuye
al. (2012). PHC, PHV, reporta corta Its, (GHN) para aislamiento para
PHO and IH. 10/100lts, aislamiento
(PHC), (PHV)
(PHO) 2/11t
and (IH) /1 It
Reolon et Segregado vs Adultos Tipo 1.6/11t 1 semana Disminuye en CA Reduce El Incrementa Incrementa
al. (2018). sexo mixto sexo salvaje para machos en sexo crecimiento
mixto segregados mixto para
segregado
Rosemberg ~ Confinamiento Adultos TS cola 1/0,5 Its 10 mins Disminuye in TN
etal. en ambientes sexo corta para brillante
(2011). 0SCUros y mixto
brillantes
Schroeder Arena, grava, Adultos AB 10/10 Its 5 dias Preferencia por
etal. planta sexo enriquecimiento
(2014). sumergida y mixto sobre estéril
flotante, piedra
de aire e
iméagenes de
arenay grava
Shams et Alojamiento Adultos AB Aislamiento:1/1 90 dias Disminuye en CA Disminuye  Serotonina disminuye en
al. (2015). grupal vs Sexo ,41 Its. Group para aislamiento para Aislamiento
Aislamiento mixto 5/9,51 Its aislamiento
Shams et Alojamiento No AB strain  5/2,8 Its, 24 hrs and Sin diferencias Sin Serotonin Incrementa en
al. (2017). grupal vs reporta Aislamiento 180 dias. diferenci grupos después de
Aislamiento 1/1,4 1ts as aislamiento, SHIAA 'y

DOPAC Disminuye en
aislamiento




Tabla 3 - (continla)

90

Articulo Elementos Sexoy Genotipo Densidad Duracion  Preferencias Comportamientos  Agresion Formacién  Aprendizaje  Cortisol Resultados Eficacia
etapa poblacional relacionados a la Cardumen Neuronales Biolégica
ansiedad
Suriyampola  Arena vacia, Adultos WT 6/ 37.8 Its 20 hours Incrementa  Disminuye
etal. (2016).  obstrucciones, sexo capturado
agua que mixto
fluye y agua
que fluyey
obstrucciones
von Krogh Piedras de Adulto Comercial ~ 8/15 Its 7 dias Incrementa  Incrementa Sin
K.etal. mar inglesasy  macho proliferacion  diferencias
(2010). 11 celular en
imitaciones crecimiento
de plantas.
Weber and Refugio Adultos Tipo 12/3 Its 2 horasy Disminuye
Ghorai, sexo salvaje 24 horas
(2013). mixto
White et al. Alojamiento Adulto AB 1/5 Its and 2 semanas Disminuye en Incrementa
(2017). grupal o macho 6/5 Its Alojamiento in parejas
parejas o grupal
Aislamiento
cony sin
plantas
pléasticas
Wilkesetal.  Estructurasde No WIK 6/12 Its 12407 Incrementa in TN Incrementa  Sin Sin
(2012). varillas reporta dias diferencias diferencias
verticales
Woodward, Plantas y Adultos Nacre 10/10 Its 1,3,6y9 Incrementaen CA  Incrementa Incrementa
M. A, macetas con Sexo semanas crecimiento y
Winder, L. papel (un mixto reproduccién
A., & Watt, disefio de
P.J. (2019). paisaje
marino azul)

Nota: WT= Tipo salvaje, TN= Tanque novedoso, =Prueba de campo abierto, TS=Tipo salvaje, WIK=Cariotipo indio salvaje, Tii= Tlibingen, GHC=Grupo alojado con contacto, GHN=Grupo alojado con sin contacto ,PHC=
Pareja alojada con contacto, PHV= Pareja alojada con contacto visual, PHO= Pareja alojada con contacto olfativo, IH= Peces alojados individualmente, El= Evitacién inhibitoria, HPI1= Eje hipotalamico-pituitario-interrenal,
ECI= Estrés crénico impredecible, neurod = diferenciacién neurogénica, cart4 = transcripcion 4 regulado por cocaina y anfetamina, cnrl = receptor de cannabinoides 1, mr = receptor de mineralocorticoide
,gro=receptor de glucocorticoides a, grp=receptor de glucocorticoides b, crf=factor de liberacion de coticotropina
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Articulo Elementos Sexoy Genotipo Densidad Duracion Comportamientos  Agresion Formacién Aprendizaje Cortisol Resultados Neuronales Eficacia
etapa poblacional relacionados a la Cardumen Biolégica
ansiedad
Angiulliet  Temperatura Adultos AB 11 lts 21 dias Disminuyeen TNy  Reduce para34  Reduce para
al. (2020). Sexo CO para 34 °C °C 34°C
mixto
Castranova  Densidad Adultos Wild-type 3,6,0r12 pez/lts 3 meses Sin diferencias
etal. Sexo EK,AB,Tu
(2011). mixto ABy
AB*TL1f1
Gronquist Diferentes Adultos Comercial 0.13to 1.2 pez/lt  10dias Sin diferencia Disminuye
and Berges, niveles de Sexo para
(2013). hacinamiento, mixto privacion
iluminacion, de alimento
periodos de
privacion de
alimentos y
vibraciones.
Pavlidis et Hacinamiento, Adulos Tipo salvaje  0,2/1 It; 2 h (exposicion Incrementa Incrementa
al. (2013). entorno social, machos 2,5,10,20/0,5 Its corta) y 5 dias para grupos para grupos
calidad del agua, or (exposicién pequefios y pequefios y
manejo y color 10/2,10/1,10/0,5,  larga) tamafio tamafio
de fondo 20/0,5 Its. exposicion) pequefio de pequefio de
:2,34510/1 1ty tanques tanques
12/5 Its
Pavlidis et Factores Adultos Tipo salvaje  No Informa Agudo 6 Incrementaen TN Sin Incrementa  Incrementa expresion de
al. (2015). estresantes machos minutos, a largo diferencia sefializacion HPI,
ambientales y de plazo12 dias pomc,prl, hert y c-fos
cria agudos, de
bajo o alto grado
a largo plazo
Rabbane et  Densidad No Glo fish 5,15,25,35y 60 dias Disminuye
al. (2017). reporta 45/2 Its ganancia de
peso,
crecimiento y
longitud para
densidades altas
Ribasetal.  Densidad No AB 9,19,37y74/1 3 meses Incrementa Disminuye
(2017). reporta Its para altas supervivencia
densidades para altas
densidades
Stewart et Hora del dia, Adultos Tipo salvaje  60-70/60 Its 20 minutos Diferencias en TN
al. (2015). manejo, Sexo cola corta para dias de prueba
diferentes dias, mixto y dos lotes
lote y orden de diferentes
prueba
Toni et al. Temperatura Adultos Tipo salvaje  33/33Its 21 dias. Detrimento Las proteinas asociadas a
(2019). Sexo paral8 °Cy las sinapsis y la liberacion
mixto 34°C de neurotransmisores se

regulan alabajaa 18 °Cy
34 °C.

Nota: TN=Tanque Novedoso, CO=Prueba de claro/oscuro, HPI=Eje hipotalamico-pituitario-interrenal, pomc=Propiomelanocortina, prl=prolactina, hcrt=hipocretina/orexina, BDNF=factor neurotréfico derivado del cerebro.
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Articulo Genotipo Sexo y etapa Densidad Determinacion Comportamiento Aprendizaje  Cortisol Resultados Neuronales Eficacia Bioldégica
poblacional Personalitdad s relacionados a
la ansiedad
Ariyomo Nacre Adultos machos 20-30/10 Its Osadia en CA Mayor reproduccion
and Watt, y hembras para Osadia
(2012). separados
Baker and WT capturado Adultos sexo 1/3Its Selection para HSBy LSB ~ Maés alto para Mejor
Wong, mixto diferentes en CA LSB aprendizaje y
(2019). proporciones memoria para
reactivos.
Baker et al. WT capturado Adultos sexo 1/3Its HSBy LSB en CA Mas alto para
(2018). mixto diferentes LSB
proporciones
Dahlbomet  WT capturado Adultos machos 1/2,8 Its Campo abierto, busqueda Mas alto para
al. (2011). y hembras de refugio y objeto reactivo
separados novedoso.
Fontana et AB Adultos sexo 20/2,8 Its Respuestas sesgadas a la Los animales
al. (2019). mixto izquierda y a la derecha del sesgados
laberinto en Y aprenden
mejor
Kareklas et Tipo salvaje Adultos machos 10/25 Its Latencia para acercarse al Sin
al. (2018). juguete novedoso y al diferencias
alimento novedoso.
Kern et al. Tipo salvaje Adultos sexo No reporta HSBy LSB en CA No diferencias en
(2016). mixto crecimiento
Oswald et Scientific Adultos sexo 1 to 5/3Lts Geotaxis, latencia para Sin Crh inferior y 11b-hsd, No diferencias en
al. (2012). Hatcheries mixto iniciar la alimentacion y diferencias GR y BDNF para Osado  crecimiento
niveles de exploracion
Rey et al. TS cola corta No reporta Proactive Prueba de emerger Mas alto para
(2015). 6/180 reactivo
Its,Reactive y
control
10/180 Its
Stewart et TS cola corta Adultos sexo 20-30/20 lIts Osadia en CA Sin
al. (2013). mixto diferencias
Thornqvist AB Adultos machos 24-37/9,4 Its Osadia en CA Superior D2, drd2a,
etal (2019). drd2b y oprd1b para
Osada
Toms and Comercial Adultos machos 1/0,2 Its CA, prueba de espejo, Mas alto para
Echevarria, prueba de emerger, objeto reactivo
(2014). novedoso y prueba de
exposicion a depredadores
Tran and TS cola corta Adultos sexo 37/15 Its HSBy LSB en CA Mas alto para
Gerlai, mixto LSB
(2013).
Tranetal. TS cola corta Adultos sexo 20/37 Its HSByLSBen TN Serotonina mas alta para

(2016).

mixto

reactivos
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Articulo Genotipo Sexoy etapa Densidad Determinacion Comportamientos ~ Agresion Aprendizaje Cortisol Resultados Eficacia
poblacional Personalitdad relacionados a la Neuronales Biolégica
ansiedad
Tudorache et ABTL Adultos sexo 12/7,5 Its Prueba emerger Alto para Sin diferencias
al. (2013). mixto reactivo para GRo, GRpB
y MR
Tudorache et Cruce de ABy Adultos sexo 40/7,5 Its Prueba emerger Alto para reactivo Alto para Menor
al. (2018). Tupfel cola corta mixto proactivo fluctuacion
para reactivo
Vargas et al. Tipo salvaje, linea Adulto machos  Par/1.4 Its and Prueba emerger Sin diferencias
(2018). UAB de color y hembras Machos en crecimiento,
homogéneo y color  separados adultos 8/40 Its Mayor
indefinido de tipo reproduccion
salvaje (TS-I) para osado
Vital and Linea SH y cepa Adultos sexo 4/18,9 Its Peces clave en la Sin diferencias
Martins, PN mixto cohesion del
(2013). cardumén
Wong et al. Capturado salvajey ~ Adultos sexo No reporta HSBy LSB en Alto para LSB
(2012). AB criados mixto CA
selectivamente por  diferentes
la cantidad de proporciones
comportamiento
estacionario (lineas
alta 'y baja)
Wong et al. WT capturado Adultos sexo 200/10 galones HSBy LSBen Alto para LSB Alto para
(2019). mixto CA reactivo
Yuan et al. AB Hembras No reporta HSBy LSB en Alto para Mayor tasa
(2018). adultas test de salinidad proactivo metabolica para
osado
Zajitschek etal.  AB Machos No reporta TN, CA, objeto Sin diferencias
(2017). adultos novedoso y en reproduction
refugio

TS=tipo salvaje, HSB=comportamiento estacionario alto, LSB=comportamiento estacionario bajo, TN=Tanque Novedoso, CA=prueba de campo abierto, D2=receptor de dopamina, (drd2a , drd2b y oprd1lb)=

receptores opioides delta, mr=receptor de mineralocorticoides, gra=receptor de glucocorticoides a, grp=receptor de glucocorticoides b
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Articulo Sexo y etapa Genotipo Densidad Comportamientos Formacién Agresion Aprendizaje Cortisol Resultados neuronales Eficacia Biolégica
poblacional relacionados a la Cardumen

ansiedad
Gorissen TLy AB Adultos sexo 36y 44/75 Its TL major que AB mas AB Cerebro mayor expresion
etal. mixto altoque TL  de crf, gr-b, BDNF, pcna,
(2015). diferente neurodl, cart4, igfl,soc3a,

proporcién mpeg 1.1y 1.2 que TL

Quadroset TSy Leo Adultossexo 4/ 11t En cilindro Més alto
al. (2016). mixto en Leoque TS; En

TNy COel TSsin

estrés menos

ansiosoy TS

estresado mas

ansioso
Sackerman ABYy Adultos sexo  No reporta Maés alto en AB que
etal. WIK ,GloFish®  mixto WIK; Més alto en
(2010). y PETCO AB que PETCO o

GloFish®.
Kenneyet  AB, Tu,y TL Adultos sexo  7-11/2 Its Tu mayor
al. (2017). mixto extincién que

AByTL
Meyer et AB, Tu, TL, Adultossexo 6/ 11t Mayor glucosa en AB,
al. (2013).  SJA,WIK,y mixto PET, TL,y TU que SJIAy
PET WIK
Vignet et AByTU Machos No reporta Mas alto en Tu que AB major que
al. (2013). adultos AB TU
Maximino  TScolalargay  No reporta 20/40 Its Mas alto en Leo que Leo menor serotonina y
etal. leo TS mayor recambio de serotonina
(2013).
Roy et al. WT capturado Adultos sexo  15/8,5 Its WT capturado
(2019). mixto major que
doméstico

Mustafaet ~ WT capturado, Adultos sexo  18/9.5 Lts Mas alto en WT Sin
al. (2019). AByfgfrla mixto capturado que AB y diferencias

fgfrla
Barba- AB,WIK, Adultos sexo  6-8/3 Its Mas alto en
Escobedo goldeny TS mixto AB que
y Gould, cola corta WIK, golden
(2012). y TS cola

corta.

Tu=Tuebingen, TL=Tupfel Cola larga, WIK=Cariotipo indio salvaje, fgfrla=spiegeldanio, TS=Tipo salvaje, Leo=leopardo, PET=tienda de mascotas. TN=Tanque nuevo, CO= claro/oscuro, crf=factor liberador de
corticotropina, gr-b=receptor b de glucocorticoides, BDNF=factor neurotréfico derivado del cerebro, pcna=antigeno nuclear de células en proliferacién, neurod1=diferenciacion neuronal 1, cart4=cocaina- y transcripcion
regulada por anfetamina 4, igfl = factor de crecimiento similar a la insulina 1, soc3a = supresor de la sefializacién de citoquinas 3a, mpeg = expresion de macréfagos.



Table 7 - Evaluacién del riesgo de sesgo.

Articulo Secuencia Caracteristicas ~ Ocultamiento Vivienda Experimento  Evaluacion Evaluacion Datos de Informe Otras
generada de linea base de asignacion aleatoria  ciego aleatoria de de resultados  resultados selectivo de fuentes de
adecuadamente resultados cegada incompletos resultados sesgo

Abreu et al. (2018) ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Angiulli et al. (2020). ? si no ? ? ? ? ? si ?

Aponte et al. (2019). ? si ? si si si ? ? si si

Ariyomo y Watt, (2012). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Baker y Wong, (2019). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

Baker et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

Barba-Escobedo y Gould, (2012). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Barcellos et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

Bhat et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

C. Kistler et al. (2011). ? no ? ? ? ? ? si ? ?

Castranova et al. (2011). ? sf ? ? ? ? ? ? sf ?

Chakravarty et al. (2013). ? No ? ? ? ? ? ? ? ?

Collymore et al. (2015). ? si ? ? ? si si ? ? ?

Dahlbom et al. (2011). ? sf ? ? ? ? ? ? sf ?

DePasquale y Leri, (2018). ? sf ? ? ? ? ? ? ? ?

DePasquale et al. (2016). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

DePasquale et al. (2019). ? si ? ? si si si ? ? ?

Fontana et al. (2019). ? si si si si si si ? ? ?

Franks et al. (2018). ? si ? ? si si si ? si ?

Fulcher et al. (2017). ? sf ? ? ? ? ? ? sf ?

Gaikwad et al. (2011). ? sf ? ? ? ? ? ? ? ?

Giacomini et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Giacomini et al. (2016). ? sf ? ? ? ? ? ? si ?

Gorissen et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

Graham et al. (2018). ? si ? ? no si si ? ? ?

Gronquist y Berges, (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Holley et al. (2014). ? no ? ? ? ? ? ? ? ?

Jones et al. (2019). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Kareklas et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Keck et al. (2015). ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?

Kenney et al. (2017). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Kern et al. (2016). ? si ? ? ? ? ? ? si ?

Lee et al (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Lee et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Lindsey y Tropepe, (2014). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Manuel et al. (2014). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Manuel et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Manuel et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Marcon et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Maximino et al. (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ¢

Meyer et al. (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Mustafa et al. (2019). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Oswald et al. (2012). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Parker et al. (2012). ? no ? ? ? ? ? ? ? ?

Pavlidis et al. (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Pavlidis et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Piato et al. (2011). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Piato et al. (2011). ? si ? ? si si ? ? ? ?




Table 7- (Continued).

Articulo Secuencia Caracteristicas ~ Ocultamiento Vivienda Experimento  Evaluacion Evaluacion Datos de Informe Otras
generada de linea base de asignacion aleatoria  ciego aleatoria de de resultados  resultados selectivo fuentes de
adecuadamente resultados cegada incompletos de 5esgo

resultados

Quadros et al. (2016). ? no ? ? ? si si ? ? ?

R. Spence et al. (2011). ? si no ? ? ? ? ? ? ?

Rabbane et al. (2017). ? no ? ? ? ? ? ? ? 2

Rambo et al. (2017). ? si ? ? ? ? ? 2 si 2

Reolon et al. (2018). ? sf ? ? ? ? ? ? ? ?

Rey et al. (2015). ? no ? ? ? ? ? ? ? ?

Ribas et al. (2017). ? ? ? ? ? ? ? ? sf ?

Rosemberg et al. (2011). ? sf ? ? ? ? ? ? ? ?

Roy et al. (2019). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Sackerman et al. (2010). ? si ? ? ? ? ? ? ? 2

Schroeder et al. (2014). ? sf sf si ? sf sf ? ? ?

Shams et al. (2015). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Shams et al. (2017). ? no ? ? ? ? ? ? ? 2

Shams et al. (2018). ? sf ? ? ? ? ? ? ? ?

Song et al. (2018). ? si ? ? no si si ? si ?

Stewart et al. (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Stewart et al. (2015). ? sf ? ? no ? ? ? sf ?

Suriyampola et al. (2016). ? si ? ? ? ? ? ? ? 2

Thorngvist et al (2019). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Tomsy Echevarria, (2014). ? Si ? ? ? ? ? ? ? ?

Toni et al.(2019). ? si ? 2 2 2 2 ° si ?

Trany Gerlai, (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? 2

Tran et al. (2014). ? no ? ? ? ? ? ? ? ?

Tran et al. (2016). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Tudorache et al. (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Tudorache et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Vargas et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Vignet et al. (2013). ? no ? ? ? si ? ? ? ?

Vital y Martins, (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

von Krogh K.et al. (2010). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Weber y Ghorai, (2013). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

White et al. (2017). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Wilkes et al. (2012). ? no ? ? ? ? ? ? ? ?

Wong et al. (2010). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Wong et al. (2012). ? si ? ? si ? ? ? ? ?

Wong et al. (2019). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

Woodward y Watt, (2019). ? si ? ? ? ? ? ? sf ?

Yuan et al. (2018). ? si ? ? ? ? ? ? ? ?

i ? ? ? ?

Zajitschek et al. (2017). ? Si ? ? ? ?

Nota. Informe de preguntas: una puntuacion de 'si' indica 'reportado’, y una puntuacion de 'no' indica 'no informado'. Preguntas sobre riesgo de sesgo: "si" indica bajo riesgo de sesgo; una puntuacion de "no" indica un alto
riesgo de sesgo; y una puntuacion '?" indica un riesgo desconocido de sesgo
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3.2 Articulo 11

Jhon Buenhombre, Amauri Gouveia Jr, Erika Alexandra Daza-Cardona, Pessi Sousa, Maria
Nelly Cajiao-Pachon. (2022). Environmental enrichment and different levels of it influence

zebrafish affective states and cognition. Animal Cognition-Publicado.

El enriquecimiento ambiental y sus diferentes niveles influyen en los estados afectivos y

la cognicion del pez cebra.
RESUMEN

El enriquecimiento ambiental (EA) puede modular los estados afectivos e inducir o reducir las
respuestas de estrés y la cognicion que acomparfian a estas respuestas. Por ejemplo, el EA suele
reducir los comportamientos relacionados con la ansiedad, mejorar la cognicion y aumentar la
salud y la eficacia bioldgica. Sin embargo, ciertos tipos de EA o en algunas condiciones,
generan efectos contrarios. Ademas, el EE es una gran herramienta para tener varias variables
bajo control en un momento dado. Entonces, es esencial estudiar qué aspectos del EA modulan
el comportamiento y los estados afectivos. Para empezar a entender esto, utilizamos dos pruebas
(claro/oscuro y actividad) para analizar los efectos del EA en las conductas de ansiedad. A
continuacion, transpusimos el paradigma del sesgo de juicio cognitivo, utilizado anteriormente
en otros animales, para evaluar objetivamente el impacto del EA en los estados afectivos del
pez cebra. Los peces que experimentaron un EA constante mostraron menos comportamientos
de ansiedad. Los peces que experimentaron un cambio en las condiciones de alojamiento
(aumento repentino o disminucion gradual del EA) mostraron mas comportamientos
relacionados a la ansiedad. Y en el caso de un aumento repentino del EA, también mostraron
un sesgo mas pesimista relacionado con un estado afectivo negativo. Entonces, el EE por si
mismo y las caracteristicas del EE como su aumento o disminucion pueden alterar el

comportamiento, la cognicién y los estados emocionales relacionados del pez cebra.

Palabras clave: Enriquecimiento ambiental, Sesgo de juicio cognitivo, Claro/oscuro, Estado

afectivo, Cognicion, Pez cebra.
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ABSTRACT

Environmental enrichment (EE) can modulate the affective states and induce or reduce stress
responses and cognition accompanying these answers. For instance, EE generally reduces
anxiety-related behaviours, improves cognition, and increase health and biological fitness.
However, certain types of EE or, under some conditions, generate the opposite effects.
Moreover, EE is a great tool to have several variables under control at a given one time. Then
it is essential to study what aspects of EE modulate behaviour and affective states. To begin
understanding this, we used two battery tests (Light/dark and Salinity tests) to analyse the
effects of EE on anxiety-like behaviours. We then transposed the cognitive judgment bias
paradigm, formerly used in other animals, to objectively assess the impact of EE on affective
states in zebrafish. Fishes that experienced constant EE showed less anxiety-like behaviour.
Fishes that experienced a switch in housing conditions (sudden increase or gradual decrease in
EE) showed more anxiety-like behaviours. And in the case of a sudden increase in EE, they
showed a more pessimistic bias related to a negative affective state. Then EE by itself and EE's
characteristics such as their increase or decrease can alter zebrafish's behaviour, cognition and

related emotional states.

Key Words: Environmental enrichment, Judgement bias, Light/dark, Affective state,

Cognition, Zebrafish.
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INTRODUCCION

El pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en uno de los organismos modelo mas
utilizados en muchos campos de investigacion (por ejemplo, (KALUEFF; STEWART,;
GERLAI, 2014; VOLGIN et al., 2019). Entonces, es esencial estudiar sus estados afectivos ya
que esta especie puede proporcionar una vision fundamental sobre el origen evolutivo de estos
procesos (CERQUEIRA et al., 2017) ya que ofreceria muchas convergencias y diferencias
subyacentes entre diferentes taxones (GERLAI, 2020). Por lo tanto, el estudio de los estados
afectivos del pez cebra es muy relevante para las disciplinas que se basan en modelos animales
para analizar las emociones y evaluar el bienestar del pez cebra (COLLIER; KALUEFF;
ECHEVARRIA, 2017; UTNE-PALM; SMITH, 2020).

Hay muchas definiciones ("estado emocional”, "estado de &nimo", "afecto™) sobre
lo que es un estado afectivo (PAUL; MENDL, 2018). Aqui utilizaremos el término estado
afectivo como un término paraguas para la emocion y el estado de animo. Un estado afectivo
es el resultado de experiencias positivas 0 negativas y produce una respuesta multicomponente
a esas experiencias que puede medirse objetivamente mediante marcadores fisiologicos,
neuroldgicos, conductuales y cognitivos (LAUBU; LOUAPRE; DECHAUME-
MONCHARMONT, 2019). Ademas, los estados afectivos estan estrechamente asociados a los
procesos cognitivos y, a la inversa, los procesos cognitivos influyen en los estados afectivos
(MENDL; BURMAN; PAUL, 2010; MENDL; PAUL, 2020; PAUL; HARDING; MENDL,
2005). Podemos utilizar esta relacion bidireccional para evaluar los estados afectivos de forma

objetiva.

El término "sesgo cognitivo" se ha utilizado generalmente para etiquetar las
influencias de los estados afectivos en los procesos de decision (CARRERAS UBACH, 2016).
Por ejemplo, se ha observado que los estados afectivos sesgan la atencion, la memoria y la toma
de decisiones en varias especies (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; BETHELL, 2015;
GYGAX, 2014; KOSTAL; SKALNA; PICHOVA, 2020; ROELOFS et al., 2016). Este sesgo
se evidencia cuando los animales en condiciones inadecuadas prestan mas atencion a los
incidentes negativos que a los positivos (sesgo de atencion) (CRUMP; ARNOTT; BETHELL,
2018) y pueden recordar mas facilmente los eventos adversos que los positivos (sesgo de
memoria) (BURMAN; MENDL, 2018). Los resultados opuestos se generan en animales
mantenidos en condiciones oOptimas. Ademas, cuando los animales reciben estimulacion
positiva (definida aqui como algo por lo que un animal esta dispuesto a trabajar y que

aparentemente genera un estado afectivo positivo, como la busqueda de comida), sobrestiman
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la probabilidad de ganancia (sesgo de juicio positivo). Por el contrario, cuando reciben una
estimulacion negativa (definida aqui como algo que un animal tratard de evitar y que
probablemente genera un estado afectivo negativo, como la presencia de un depredador),
sobreestiman la probabilidad de pérdida (sesgo de juicio negativo) (LAUBU; LOUAPRE;
DECHAUME-MONCHARMONT, 2019; MENDL; PAUL, 2020). Entonces, los sesgos de
juicio cognitivo en respuesta a estimulos ambiguos pueden permitirnos evaluar la variacion de

la valencia emocional.

En consecuencia, una métrica alternativa y prometedora para evaluar el estado
afectivo del pez cebra podria ser el uso de una tarea de sesgo de juicio. Esta prueba se ha
propuesto como un procedimiento estandar para medir los estados afectivos de los animales
durante periodos prolongados (BATESON; NETTLE, 2015; MARCHANT-FORDE, 2015).
Por ejemplo, los animales que viven en condiciones de alojamiento estériles (ANDERSON et
al., 2021; DOUGLAS et al., 2012; KREMER et al., 2021) o imprevisibles (e.g., (HARDING,;
PAUL; MENDL, 2004; ZIDAR et al., 2018) y que experimentan procedimientos ambientales
(ENKEL et al., 2009; MENDL; PAUL, 2020; NOWORYTA et al., 2021) y farmacoldgicos
(NEVILLE et al., 2020) deletéreos pueden mostrar juicios negativos al evaluar estimulos
ambiguos. Por el contrario, el EA en varias especies (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015;
BETHELL, 2015; GYGAX, 2014; KOSTAL; SKALNA; PICHOVA, 2020; ROELOFS et al.,
2016) y las interacciones sociales positivas en los peces, como el emparejamiento con una
pareja compatible (LAUBU; LOUAPRE; DECHAUME-MONCHARMONT, 2019), pueden

inducir un sesgo de juicio positivo al evaluar estimulos ambiguos.

La medicion de los marcadores conductuales y fisiologicos de los estados afectivos
muestra que los peces cebra mantenidos en acuarios estériles estandar presentan signos de
respuesta desadaptativa hacia el estrés, que podrian ir acompafiados de estados afectivos
negativos (BUENHOMBRE et al., 2021; NASLUND; JOHNSSON, 2016a; STEVENS; REED;
HAWKINS, 2021) Por el contrario, los peces cebra alojados con EA suelen estar protegidos
del impacto fisiologico o psicologico perjudicial que generan los retos/estresores, en
comparacion con los controles alojados de forma estandar (BUENHOMBRE et al., 2021;
STEVENS; REED; HAWKINS, 2021; VOLGIN et al., 2018a). Sin embargo, al afiadir EA,
algunos estudios no encontraron diferencias (SHAMS et al., 2017) o evidenciaron un aumento
de los comportamientos relacionados a la ansiedad (WILKES et al., 2012; WOODWARD;
WINDER; WATT, 2019) y las conductas agonisticas (BHAT; GREULICH; MARTINS, 2015;
WILKES et al., 2012; WOODWARD; WINDER; WATT, 2019). Algunos estudios también
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han encontrado una reduccién de la memoria (evitacion inhibitoria) (GORISSEN et al., 2015;
MANUEL et al., 2015c) y las pruebas son contradictorias en cuanto a los efectos del EA en las
medidas de cortisol, la morfologia cerebral, la plasticidad y la expresion genica (STEVENS;
REED; HAWKINS, 2021). Los estudios sobre el EA en el pez cebra acaban de empezar, y los
mecanismos que subyacen a los efectos positivos y negativos estan aun por evaluarse y

descubrirse.

En el presente estudio, investigamos los impactos de tres niveles de EA (Ninguno,
Medio, Alto) y los efectos de diferentes cambios en estos niveles o condiciones de alojamiento
(aumento gradual, disminucién gradual, aumento repentino, disminucion repentina y
permanecer constante) sobre el estado afectivo de los peces cebra utilizando una prueba de
sesgo de juicio, una prueba de claro/oscuro y una prueba de actividad. Predecimos que los peces
en condiciones de EA y constantes y predecibles reducirian los comportamientos de ansiedad
y mostrarian un sesgo de juicio positivo frente a los estimulos ambiguos. Esperamos los

resultados opuestos para los peces alojados en condiciones estériles y variables.
MATERIALES Y METODOS.

Todos los procedimientos de los experimentos se hicieron de acuerdo con el
Consejo Nacional de Control de la Experimentacion Animal (CONCEA) de Brasil. Este estudio
fue aprobado por el Comité de Etica para el Uso de Animales de la Universidad Federal de
Para, Brasil (CEUA / UFPA protocolo 9868261118/2019).

Sujetos y mantenimiento.

Para este estudio se adquirié un total de 99 peces cebra adultos de un afio de edad
de aleta corta tipo salvaje. Los peces fueron comprados a un proveedor comercial local y
puestos en cuarentena durante tres meses en las instalaciones del laboratorio de la Universidad
del Para (NTPC). Durante la cuarentena, los peces fueron agrupados en tanques Tecniplast®
Stand-Alone Tank (16,65 x 21,07 x 5,54 cm) con aireacion constante y en un circuito de agua
abierto, bajo las siguientes condiciones: temperatura= 28 + 2°C; pH= 6,5; oxigeno disuelto
>90%); fotoperiodo de 14 L: 10 D, con luces encendidas a las 06:00 h; densidad de 6 peces por
litro; y los peces fueron alimentados dos veces al dia a las 8:00 y a las 14:00 con una dieta

comercial Tetra Flocculated Feed®.

Durante la fase experimental, los peces fueron transferidos a acuarios de tanque de

vidrio (21 L; 35 de largo x 25 de ancho x 25 cm de alto) equipados con aireacion continua
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proporcionada por una bomba de aire. El agua se cambi6 parcialmente (30%) cada dos dias
durante todo el experimento y los peces se mantuvieron bajo caracteristicas similares a las

descritas anteriormente para la cuarentena.

En este estudio, realizamos dos experimentos. En el primer experimento, se
utilizaron 27 de los 99 peces para comprobar si los peces podian recordar una tarea de
discriminacion cuatro dias después del entrenamiento. Estos 27 peces se dividieron
aleatoriamente en tres grupos de tratamiento: 9 bajo nivel de enriquecimiento alto, 9 bajo nivel
de enriquecimiento medio y 9 sin enriquecimiento. En el segundo experimento, se utilizaron
los 72 peces restantes para las pruebas de sesgo de juicio, claro/oscuro y actividad. Estos 72
peces se dividieron aleatoriamente en seis grupos experimentales de 12 individuos por grupo
(n=12/tratamiento). Grupo I, control (tiempo completo sin enriquecimiento), Il
(enriquecimiento completo), Il (aumento gradual del enriquecimiento), IV (disminucién
gradual del enriquecimiento), V (aumento repentino del enriquecimiento) y VI (disminucion
repentina del enriquecimiento). Como dos peces del grupo V y dos del grupo VI no
respondieron en las sesiones de habituacion y entrenamiento inicial del experimento, los

nameros finales de estos grupos fueron V, n=10; VI, n=10.

Figura 2 - Cronograma del estudio que describe la secuencia de procedimientos
utilizados durante el experimento 2 y su duracion

Habituacion 4 dias y Manipulacion ambiental 4 Prueba de Prueba de P(ueba de
entrenamiento 12 dias dias Sesgo de Calro/escuro actividad dia
Juicio dia 1 dia1 I I 1

N c

s
— ;
GRUPO | Sin GRUPO I mantenidas
o Sin
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nria 1
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&
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piedras y plantas
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Fuente: Elaboracion propia. Creado: Lucidchart Leyenda: Cronograma del estudio que describe la
secuencia de procedimientos utilizados durante el experimento 2 y su duracién: Entrenamiento de
habituacion y discriminacion (dias 1-16); manipulacién ambiental (dias 16-20); prueba de sesgo de
juicio (dia 21); prueba de claro/oscuro (dia 22); prueba de actividad (dia 23). n=68.

Procedimiento experimental.

Realizamos todas las pruebas de comportamiento y las manipulaciones entre las

6:00 y las 11:30 de la mafiana, y probamos cada pez individualmente. Para reducir el estrés
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provocado por la exposicion al aire y el aislamiento, transportamos cada grupo de peces cerca
del aparato de pruebas mediante un recipiente lleno de agua del tanque doméstico. Cada pez
fue transferido individualmente del contenedor al aparato con un vaso de precipitados.
Cambiamos el agua del aparato después de probar cada pez para evitar la sefializacion de
sustancias (BRITO, 2011; MAXIMINO et al., 2010b).

Experimento 1: prueba de memoria de discriminacion visual.

Hicimos este experimento para abordar dos cuestiones précticas. En primer lugar,
es necesaria una ambigliedad de estimulo para ejecutar un sesgo de juicio. Por lo tanto,
necesitdbamos comprobar si los peces interpretaban los colores ambiguos (amarillentos) como
diferentes de los colores puros (verde o rojo). Seleccionamos estos dos colores puros porque
son igualmente preferidos por los peces cebra (AVDESH et al., 2012) y pueden distinguir los
colores (BLOCH et al., 2019a; PARKER et al., 2012b). En segundo lugar, deberiamos
comprobar si los peces podian recordar las sefiales cuatro dias después del entrenamiento. Este
tiempo seria necesario para manipular el estado afectivo (cuatro dias de cambio en las

condiciones de alojamiento) para la posterior prueba de sesgo de juicio.
Entrenamiento de habituacién y discriminacién visual

El aparato de prueba para esta tarea era un acuario rectangular de cristal construido
a medida (45 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de alto). Las paredes y el fondo del acuario
estaban cubiertos por un papel autoadhesivo opaco y no reflectante. El aparato se dividié en
tres zonas: Una mitad roja y otra mitad verde con las mismas dimensiones para cada uno de los
brazos (15 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de alto) y un area central blanca entre estas
dos (area de retencién) (10 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de alto). La zona de espera

tenia dos puertas corredizas blancas que definian una caja para esta zona Figura 2.

Para minimizar el estrés por novedad de procedimiento, los peces se sometieron a
una serie de 4 ensayos de habituacién: Dos ensayos reforzados (con comida) en la zona verde
y dos no reforzados en el brazo rojo. Colocamos cada pez en la zona de espera durante unos 2
minutos en cada ensayo. A continuacion, levantamos una puerta corredera para que el pez
pudiera investigar libremente el brazo correspondiente, mientras que la otra puerta corredera
permanecia cerrada para evitar que el pez fuera al lado opuesto. La prueba reforzada terminaba
30 segundos después de que el pez hubiera consumido su comida o un minuto y medio después
de la exploracion. La prueba no reforzada terminaba un minuto y medio después de la

exploracion.
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Para el entrenamiento, realizamos 12 ensayos de aproximadamente 4 minutos cada
uno. En primer lugar, colocamos un pez en la zona de espera durante unos 2 minutos. A
continuacion, levantamos las puertas corredizas para que los peces salieran de la zona de espera
y exploraran los brazos verdes y rojos. Los peces eran recompensados con comida sélo cuando
permanecian en el brazo verde (area objetivo) durante estas sesiones. Proporcionamos tres
recompensas de comida de la siguiente manera: El pez recibia la primera recompensa
inmediatamente después de entrar en la zona verde; 30 segundos después, ofreciamos una
segunda recompensa si el pez habia comido todo su alimento y permanecia en la zona. En caso
contrario, el pez no recibia mas comida hasta que volvia a entrar en la zona verde. Si los peces
cumplian las condiciones mencionadas anteriormente, recibian una tercera recompensa 30
segundos después o no recibian comida hasta que el ensayo terminaba 30 segundos después.
Determinamos de forma pseudoaleatoria qué zona ocupaba la posicidon adecuada siguiendo una
secuencia de GRRGRGGRRGRG (G=verde, R=rojo). Medimos la latencia y la duracién de los
peces en cada brazo para evaluar el proceso de aprendizaje de la discriminacion visual. El
criterio para el aprendizaje de la tarea de discriminacion fue una latencia media més corta para
acercarse a la zona verde que la latencia media para acercarse a la zona roja y una mayor
duracion en la zona verde que la duracion media en la zona roja durante las tres tltimas sesiones

de entrenamiento.

Durante los dias de habituacién y entrenamiento no alimentamos a los peces en su
pecera, sino en el aparato de pruebas. Las recompensas alimenticias para el experimento

consistieron en aproximadamente cuatro hojuelas de Tetra Flocculated Feed®.
Prueba para comprobar la ambigledad y la memoria

Cuatro dias después de la ultima sesion de entrenamiento, comprobamos la
memoria de los peces. Realizamos el mismo procedimiento realizado durante el entrenamiento,
pero sin recompensar los peces. Igualmente, medimos la duracion y la latencia para comparar
estos pardmetros con los obtenidos en la Gltima sesion de entrenamiento. Después, comparamos
estos resultados con la respuesta hacia los estimulos ambiguos obtenida en el segundo

experimento.
Experimento 2: Sesgo de juicio cognitivo, pruebas de claro/oscuro y actividad

El sesgo de juicio generalmente procede en tres etapas (BETHELL, 2015; LAGISZ
et al., 2020; NEVILLE et al., 2020), entonces seguimos estos pasos para llevarlo a cabo en el

segundo experimento. En la primera etapa, entrenamos a los peces para que discriminaran entre
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dos sefiales de referencia (dos zonas de color en el tanque), prediciendo un resultado positivo
(lugar verde recompensado) y otro negativo (zona roja no recompensada). En la segunda etapa,
cambiamos las condiciones de alojamiento de los peces para manipular su estado afectivo. En
la tercera etapa, se presentaron a los peces sefiales intermedias y, por tanto, ambiguas (zonas
verde-amarillentas y rojo-amarillentas). El fundamento de la prueba de sesgo de juicio es que
la respuesta conductual a una sefial ambigua (intermedia entre un signo positivo y uno negativo)
es un indicador directo de los estados afectivos positivos/negativos del individuo. Entonces, la
latencia y el tiempo de permanencia en cada zona reflejan si el pez juzgoé la sefial intermedia
como mas positiva o negativa. Cuanto mas corta sea la latencia de respuesta para llegar a la
zona verde-amarillenta, mas positivo sera el estado afectivo. Cuanto mayor era el tiempo de

permanencia en la zona verde-amarillenta, mas positivo era el estado afectivo.

Una vez terminado el sesgo de juicio, al dia siguiente, valoramos los peces en la
prueba de claro/oscuro y finalmente, un dia después, los evaluamos en la prueba de actividad
(A continuacién, describimos mas especificamente cada una de estas pruebas y procedimientos)

Figuraly 2.
Entrenamiento de habituacion y discriminacion visual.

En este segundo experimento se utilizaron los mismos aparatos y procedimientos
mencionados anteriormente en el experimento 1 para el entrenamiento de habituacion y

discriminacion visual.
Manipulacién ambiental (cambio en las condiciones de alojamiento).

Durante el entrenamiento de habituacion y discriminacion visual, mantuvimos a los
peces bajo tres niveles de enriquecimiento (Ninguno, Medio, Alto) segln su grupo
experimental: Grupo |y 11l Ninguno; Grupo IV y VI Medio; Grupo 11y V Alto. Estos niveles
se basaron en una jerarquia de preferencias por las caracteristicas bi6ticas del habitat del pez
cebra (SCHROEDER et al., 2014). El enriquecimiento estructural consistié en los siguientes
elementos: Arena (<1 mm), grava (>5 mm), cuatro palos de bambu de plastico y cinco plantas
de pléastico. En el nivel medio, el acuario estaba provisto de cafias de bambu y arena. Para el
nivel alto, suministramos en el acuario todos los elementos de enriquecimiento estructural

mencionados anteriormente. Para el nivel bajo, no habia ningun enriquecimiento en el acuario.

Una vez finalizado el entrenamiento de discriminacion visual, cambiamos las

condiciones de alojamiento para manipular el estado afectivo de los peces, excepto para los
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grupos 1y 11, cuyas condiciones permanecieron inalteradas hasta el final del experimento. Para
el grupo 111, aumentamos un elemento al dia durante cuatro dias consecutivos hasta alcanzar un
nivel alto de condiciones enriquecidas. Para el grupo 1V, eliminamos un elemento al dia hasta
alcanzar las condiciones sin enriquecimiento. Para el grupo V, retiramos todos los elementos
del acuario al dia siguiente del entrenamiento. Para el grupo VI, afiadimos plantas y grava para
alcanzar niveles de enriquecimiento elevados al dia siguiente del entrenamiento. Este

procedimiento duré cuatro dias, y no hicimos ningin cambio adicional en el experimento.
Prueba de sesgo de juicio cognitivo.

Se utiliz6 un aparato con las dimensiones y caracteristicas exactas para la tarea de
discriminacion visual mencionada anteriormente, pero con diferentes colores que cubrian sus
paredes y su fondo Figura 2. Dividimos el aparato en tres zonas: Una mitad de amarillo-rojizo
y otra mitad de amarillo-verdoso (estimulos ambiguos) con las mismas dimensiones para cada
una de ellas (15 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de alto). La zona central (zona de espera)
entre estos dos seguia siendo la misma (zona blanca con dos puertas corredizas) (10 cm de largo

x 10 cm de ancho x 15 cm de alto).

Para las pruebas, colocamos a cada pez individualmente en el area de retencion
durante dos minutos, luego se levantaron las puertas corredizas y el sujeto pudo explorar
libremente el aparato durante un minuto y medio. Se midi6 la latencia del pez para llegar a cada
zona y la duracion en cada brazo para evaluar si el pez juzgaba la sefial intermedia como mas

positiva o negativa.
Prueba de claro/oscuro

Basamos este procedimiento en el protocolo descrito por Maximino et al., (2010b).
Brevemente, el aparato era un tanque acrilico rectangular (45 cm de largo x 10 cm de ancho x
15 cm de alto), con una zona central separada por dos puertas corredizas. Llenamos el aparato
con agua de diez centimetros de profundidad, y los peces fueron introducidos individualmente
en la camara central durante 5 minutos para su habituacion. A continuacion, retiramos las
puertas corredizas, permitiendo a los peces nadar libremente en el aparato. Registramos la
actividad locomotora de los peces durante los siguientes 15 minutos y medimos el tiempo que
pasaban en la zona blanca. Evaluamos la proporcion de tiempo que pasaban en el espacio blanco
para valorar el comportamiento de ansiedad. Cuanto mas tiempo pasaban en la zona blanca,

menor era el comportamiento de ansiedad.
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Prueba de actividad

Para realizar esta prueba, utilizamos un protocolo modificado descrito por (YUAN
et al. 2018). El aparato era un tanque acrilico circular de 23 cm de didmetro y 10 cm de altura.
Llenamos el tanque con 8 cm de agua y colocamos los peces en el centro del tanque dentro de
un cilindro de plastico de 9 cm de didmetro. Tras 15 minutos de aclimatacion, retiramos el
cilindro y registramos los parametros de natacion de los peces durante 15 minutos. A
continuacion, grabamos a los peces durante otros 15 min. Para cada periodo, medimos la
locomocion acumulada (LA) y el tiempo de congelacion (TC) segun el Catalogo de Neuro
comportamiento del Pez Cebra (KALUEFF et al., 2013). Calculamos la diferencia entre el
tiempo de locomocion y el tiempo de congelacion para medir el comportamiento de ansiedad.
Cuanto mayor era el tiempo de congelacion, mayor era el comportamiento similar a la ansiedad

Figura 2.

Figura 3 - Diagrama del disefio experimental que muestra la secuencia de
procedimientos y pruebas utilizadas durante el experimento
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Fuente: Elaboracion propia. Creado en Biorender. Leyenda: 1) Peces en niveles iniciales de EE
segln su grupo, 2) Peces sometidos a entrenamiento de habituacion y discriminacion visual, 3) Peces
que reciben un cambio en los niveles de EE, 4) Peces que realizan la prueba de sesgo de juicio, 5)
Peces que realizan la prueba de claro/oscuro, 6) Peces que realizan la prueba de actividad. n=68
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Observaciones del comportamiento.

Todas las observaciones del comportamiento se grabaron con camaras de video
digitales (GZ-EX210, JVC y DCR-PJ5, SONY) colocadas encima de cada aparato, lo que
permitid una vision completa del sujeto y de todas las zonas del acuario. Los videos se
analizaron posteriormente con los programas informaticos Zebtrack® (duraciones) y BORIS®
(latencias). Todos los videos fueron codificados por un Unico observador entrenado y ciego al

estudio.

Para el anlisis del comportamiento del sesgo de juicio, dividimos el acuario en
cuatro areas iguales: La esquina del verde amarillento, el centro del verde amarillento, la

esquina del rojo amarillento y el centro del rojo amarillento.
Anélisis estadistico.

Los datos se analizaron mediante IBM SPSS Statistics®. Se confirmaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. Los datos que no se ajustaban a una distribucion
normal o tenian desviaciones estandar considerablemente diferentes se transformaron para
cumplir los supuestos. Los datos que no cumplian los supuestos tras la transformacion (latencia
de aprendizaje y prueba de actividad) se analizaron con la prueba no paramétrica
correspondiente.

Para el experimento 1, se utilizaron pruebas t de muestras independientes para
comparar la respuesta de memoria de los peces (% de duracién en la zona cuatro dias después
de la Gltima sesion de entrenamiento) entre las sefiales ambiguas y las originales. Se realizé una
prueba t de muestras dependientes para comparar las diferencias entre los dos estimulos
ambiguos. Asimismo, utilizamos una prueba t de muestras dependientes para comparar los
resultados de los colores puros entre la Ultima sesion de entrenamiento y la prueba de memoria

realizada cuatro dias después.

Para el experimento 2, empleamos un ANOVA factorial de una via con medidas
repetidas, seguido de un andlisis post-hoc de Bonferonni para explorar el efecto de los tres
niveles de enriquecimiento (Ninguno, Medio, Alto) sobre el aprendizaje de la discriminacion
(% de duracion en el area). Los datos correspondientes a la latencia para alcanzar el area verde
no cumplieron los supuestos tras la transformacion; por lo tanto, se utilizd una prueba de
Friedman para explorar el efecto de 12 ensayos consecutivos sobre el aprendizaje (latencia para

alcanzar el area verde). Se realizd un Kruskall Wallis para cada ensayo para examinar el
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impacto del nivel de enriquecimiento (Ninguno, Medio, Alto) en el aprendizaje de la
discriminacion (Latencia). El sesgo de juicio y la prueba de claro/oscuro se evaluaron mediante
un ANOVA de una via seguido de pruebas post-hoc de Tukey HSD. Por ultimo, se realizaron
pruebas post hoc de Kruskall Wallis y Dunn-Bonferroni para los resultados de la prueba de

actividad, ya que los datos de esta prueba no cumplian los supuestos tras la transformacion.
RESULTADOS
Experimento 1: prueba de memoria de discriminacion visual.

Las respuestas conductuales sugerian que los peces interpretaban los colores
ambiguos (amarillentos) como diferentes de los colores puros (verde o rojo). La prueba de
memoria realizada cuatro dias después de la ultima sesion de entrenamiento mostré que los
peces tenian un porcentaje de duracion significativamente mayor (t (93) =10,456, p<0,001, d
de Cohen=2,378) en el color verde puro (M=82,96, SD=8,56) que en el ambiguo amarillo-
verdoso (M=48,97, SD=15,97). Asimismo, hubo un porcentaje de duracion significativamente
menor (t (93) =-7,68, p<0,001, d de Cohen=-1,749) para el rojo puro (M=15,09, SD=8,88) que
para el rojo amarillento (M=37,19, SD=13,82). Ademas, hubo un porcentaje de duracion
significativamente mayor para la sefial verde-amarillenta que para la roja-amarillenta (t (67)
=3,4, p<0,001, d de Cohen=0,412) Figura 4a. Las medias, desviaciones e intervalos de

confianza se presentan en la Tabla S1, Datos complementarios.

Ademas, los resultados sugieren que los peces pueden recordar las sefiales cuatro
dias después de la fase de entrenamiento. La comparacion de los porcentajes de duracién en el
area verde entre la Ultima sesion de entrenamiento (M=85,75 SD=9,15) y la prueba de memoria
cuatro dias después de esta sesion (M=80,41 SD=8,32) mostrd que los peces no diferian en
estas respuestas (t (7) =-1,257, p>0,249, d de Cohen=-0,444). Del mismo modo, los porcentajes
de duracion en la zona roja entre la Gltima sesion de entrenamiento (M=14,25 SD=8,32) y la
prueba de memoria (M=14,79 SD=8,97) mostraron que los peces no diferian en estas respuestas
(t(7) = 0,128 p>0,902, Cohen's d=0,045) Figura 4b.
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Figura 4 - Respuestas de memoria de los peces a sefiales ambiguas y originales no
reforzadas cuatro dias después de la ultima sesion de entrenamiento (experimento
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: a) Las respuestas de memoria
de los peces fueron més altas para las sefiales originales (verde puro y rojo) que para las ambiguas
(verde amarillento y rojo amarillento). Las respuestas de memoria de los peces para verde
amarillento fueron mas altas que pararojo amarillento. b) No se encontraron diferencias entre las
respuestas de la Gltima sesion de entrenamiento y las respuestas de memoria correspondientes a cada
color. Gréaficos de barras que muestran las medias (+ SEM). Los asteriscos indican diferencias
significativas entre tratamientos: ***p<0,001. n=68 y n=27 para claves ambiguas y originales,
respectivamente.

Experimento 2: Sesgo de juicio cognitivo, pruebas de claro/oscuro y actividad.
Entrenamiento de discriminacién visual

En cuanto al porcentaje de duracion en el area, estos datos se reflejaron y se
transformaron en raiz cuadrada para cumplir los supuestos. La prueba de Mauchly indico que
se habia violado el supuesto de esfericidad, X2 (65) = 142,86, por lo que se corrigieron los

grados de libertad utilizando las estimaciones de esfericidad de Greenhouse-Geisser (¢=0,69).

No hubo una interaccidn significativa entre el nivel de enriquecimiento y el ensayo
F (15,22;494,74) =1,09, p=>0,05 (0,364). Asimismo, el ANOVA no mostrd ninguna diferencia
significativa entre los diferentes niveles de enriquecimiento F (2;65) =1,91 p=>0,05 (0,156)
sobre la duracion en la zona verde. EI ANOVA de medidas repetidas revelo una diferencia
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significativa de la duracion en el area verde entre los ensayos F (7,61;494,74) =10,13 p< 0,001.
El analisis post-hoc de Bonferonni (p<0,05) revel6 un aumento del tiempo de permanencia en
la zona verde en los tres ultimos ensayos en comparacion con los tres primeros, lo que
demuestra que los peces aprendieron a permanecer en la zona verde recompensada después de
12 ensayos Figura 5a. Las medias, desviaciones e intervalos de confianza se presentan en el
Tabla S1, Datos suplementarios (transformados y no transformados).

Con respecto a la latencia para alcanzar el area verde, la prueba de Friedman mostro
que habia una diferencia significativa en esta latencia a traves de los ensayos para todos los
grupos ¥2(11) = 171,388, p = <0,001. Se realizaron pruebas post hoc de Dunn-Bonferroni
(p<0,001) y revelaron una disminucion de la latencia después de los tres primeros ensayos; no
se encontraron otras diferencias Figura 4b. Las medianas y los intercuartiles se presentan en la

Tabla S1, Datos complementarios.

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis mostraron que habia una diferencia
estadisticamente significativa en la latencia para alcanzar el area verde entre los diferentes
niveles de enriquecimiento (Barren, Medium, Enriched) en el ensayo 2 ¥2(2) = 7,637, p = 0.
022; Ensayo 6 x2(2) = 11,425, p = 0,003; Ensayo 8 y2(2) = 17,781 p<0,001 y Ensayo 12 x2(2)
= 7,356 p=0,025. Sin embargo, se ejecutaron pruebas post hoc de Dunn-Bonferroni y no
mostraron una tendencia clara que demostrara que el nivel de enriquecimiento influyera en la
latencia de los peces Figura 5b. Las medianas y los intercuartiles se presentan en la Tabla S1,

Datos complementarios.



Figura 5 - Efecto de la EA en el aprendizaje.
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: Graficos de lineas que
muestran las curvas de aprendizaje para la respuesta de los peces a una zona de color verde frente a
una de color rojo para los tres niveles de EE. No hubo diferencias entre los niveles de EE para la
latencia y la duracién. a) Respuestas para la duracion en el area. El tiempo de permanencia en el
area verde en los Gltimos tres ensayos fue significativamente mayor que en los primeros ensayos
para todos los niveles de EE (p = <0,001). b) Respuestas para la latencia para alcanzar el area.
Después de los tres primeros ensayos, hubo una disminucién significativa de la latencia para todos
los niveles de EE (p<0,001). Media + DE para la duracidn transformada hacia atras. Media + DE

para la latencia. n=68.
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Sesgo de juicio.

Los datos del porcentaje de duracién en las zonas verde-amarillentas y rojo-
amarillentas se transformaron en raiz cuadrada para cumplir los supuestos. Los resultados
sugieren que hubo un efecto negativo de un aumento subito en el sesgo de juicio, pero solo en
comparacion con una condicion de tiempo completo sin enriquecimiento. EI ANOVA de una
via mostré un efecto significativo de la manipulacién ambiental sobre el tiempo de permanencia
en la esquina del area verde-amarillenta F (5; 62) = 3,03, p = 0,016, d=0,99. Las comparaciones
post-hoc mediante la prueba HSD de Tukey indicaron que la puntuacién media del grupo de
tiempo completo sin enriquecimiento (M = 21,45, SD =13,2) fue significativamente mayor que
la del grupo de aumento repentino (M = 8,95, SD = 7,8), y no hubo diferencias entre los
tratamientos de los demas grupos. Las medias, las desviaciones y los intervalos de confianza se

presentan en la Tabla S1, Datos complementarios (transformados y no transformados).

ElI ANOVA de una via también indicé una diferencia significativa entre la
manipulacion ambiental sobre el tiempo pasado en el centro del area rojo-amarillenta F (5; 62)
= 3,05, p = 0,016, d=0,99. Las comparaciones post hoc mediante la prueba HSD de Tukey
indicaron que la puntuacion media del grupo de tiempo completo estéril (M = 3,28, SD =0,78)
fue significativamente menor que la del grupo de aumento repentino (M = 4,16, SD = 3,11), y
no hubo diferencias entre las combinaciones de los otros grupos Figura 6. Las medias,

desviaciones e intervalos de confianza se presentan en la Tabla S1, Datos complementarios.
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Figura 6 - Efecto de la manipulacion ambiental (cambio de las condiciones de
alojamiento para manipular el estado afectivo de los peces) en la prueba de sesgo

de juicio.
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: Los peces con un aumento
repentino de EE mostraron una respuesta sesgada negativa hacia los estimulos ambiguos. Tuvieron
una menor duracién en la esquina verde-amarillenta y una mayor duracién en la esquina roja-
amarillenta que el grupo de estériles a tiempo completo. No hubo diferencias para las latencias ni
entre los demas grupos. Grafico de barras que muestra las medias (£ SEM). Los asteriscos indican
diferencias significativas entre los tratamientos: **p<0,01. n=68.

Prueba de claro/oscuro

Los resultados sugieren que el enriquecimiento a tiempo completo tuvo un efecto
ansiolitico en comparacion con un aumento repentino o una disminucién gradual del
enriquecimiento. EI ANOVA de una via mostré que habia un efecto significativo de la
manipulacion ambiental sobre el tiempo de permanencia en el area blanca F (5; 62) = 3,53,
p=0,007, d=1,06. Las comparaciones post hoc mediante la prueba HSD de Tukey indicaron que
la puntuacién media del grupo de tiempo completo enriquecido (M=34,1, SD =0,47) era
significativamente mayor que la del grupo de aumento repentino (M= 13,3, SD=0,31) y la del
grupo de disminuciéon gradual (M=17,1, SD=0,38) y no hubo diferencias entre las
combinaciones de los otros grupos Figura 7. Las medias, desviaciones e intervalos de confianza

se presentan en la Tabla S1, Datos complementarios.
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Figura 7 - Efecto de la manipulacion ambiental (cambio de las condiciones de
alojamiento para manipular el estado afectivo de los peces) en la prueba de
claro/oscuro.
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: Los peces con un aumento
repentino o una disminucion gradual de los niveles de EE mostraron un mayor comportamiento
ansiolitico (pasaron menos tiempo en la zona blanca) que los peces con EE a tiempo completo. No
hubo diferencias entre los demas grupos. Gréafico de barras que muestra las medias (+ SEM). Las
diferencias significativas entre tratamientos se indican con asteriscos: **p<0,01. n=68.

Prueba de actividad.

La evaluacion en agua normal sugiere que una disminucién gradual del
enriquecimiento genera mas ataques de congelacion (tiempo de congelacion frente a
locomocion en agua normal) que el enriquecimiento a tiempo completo. Kruskall Wallis mostro
una diferencia significativa entre la manipulacion ambiental sobre los comportamientos de
ansiedad ¢2(5) = 16,3 p= 0,006, d=0,98. Las comparaciones post-hoc de Dunn-Bonferroni
mostraron que la mediana del enriquecimiento a tiempo completo (900) era significativamente
mayor (p=0,028) que la mediana de la disminucion gradual (616,21). No hubo diferencias entre
las combinaciones de los demas grupos Figura 8. Las medianas y los intercuartiles se presentan

en la Tabla S1, Datos complementarios.
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Figura 8 - Efecto de la manipulacion ambiental (cambio de las condiciones de
alojamiento para manipular el estado afectivo de los peces) en la prueba de
actividad durante la etapa en agua dulce.
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracién propia. Leyenda: Los peces sometidos a un
enriquecimiento a tiempo completo mostraron un mayor comportamiento de tipo ansiolitico (menor
tiempo de congelacion) que los peces con una disminucion gradual del enriquecimiento. No hubo
diferencias entre los demas grupos. Las lineas verticales de las cajas representan el primer, segundo
y tercer cuartil. Los valores del grafico representan el tiempo resultante de restar el tiempo de
congelacion al tiempo de locomocién. Los asteriscos indican diferencias significativas entre los
tratamientos: **p<0,01. n=68.

DISCUSION.

Evaluamos diferentes niveles de EA utilizando el sesgo de juicio cognitivo, las
pruebas de claro/oscuro y de actividad. Esta evaluacion mostré que los peces bajo un aumento
repentino de EA tenian una menor duracion en un area ambigua de color verde amarillento que
se asemejaba a un lugar verde recompensado, caracterizando un sesgo de juicio negativo
(BETHELL, 2015; MENDL; PAUL, 2020). Ademas, utilizando la prueba de claro/oscuro,
evidenciamos que los peces sometidos tanto a una disminucion gradual como a un aumento
repentino de EA pasaban menos tiempo en la zona clara, lo que caracteriza un comportamiento
mas ansioso (KYSIL et al., 2017; MAXIMINO et al., 2010a, 2010b). Ademas, los peces
sometidos a una disminucion gradual de EA en la condicion de agua normal de la prueba de
actividad pasan mas tiempo congelados, lo que corresponde a un punto final relacionado con la
ansiedad (COLLIER; KALUEFF; ECHEVARRIA, 2017). Sin embargo, estos resultados se
observaron solo en comparacion con una condicion sin enriquecimiento constante para el sesgo
de juicio y en comparacion con un nivel de enriquecimiento continuo para la prueba de

claro/oscuro y actividad. Estos resultados proporcionan pruebas de que el EA puede influir en
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los estados afectivos y la cognicion asociada. Sin embargo, estas influencias pueden depender
de las caracteristicas particulares del EA, como una ganancia o una pérdida del mismo y si estos

cambios se producen de forma gradual o repentina.

En cuanto al sesgo de juicio, los resultados encontrados aqui son de alguna manera
como los encontrados para medir el afecto animal en varias especies, por ejemplo (LAGISZ et
al., 2020; NEVILLE et al., 2020; NGUYEN; GUO; HOMBERG, 2020), incluyendo peces
ciclidos (LAUBU; LOUAPRE; DECHAUME-MONCHARMONT, 2019). En estos estudios,
los animales en buenas condiciones, que se supone generan un afecto méas positivo,
sobreestiman la probabilidad de ganancia (muestran juicios mas "optimistas" de la
ambigiedad), al contrario que aquellos en condiciones relativamente peores. Sin embargo,
nuestro resultado para el aumento repentino de EA fue inverso a nuestras predicciones.
Esperdbamos que un aumento de EA indujera un cambio positivo en el sesgo del juicio, y no
esperabamos una respuesta con sesgo negativo. Sin embargo, esperdbamos que las
caracteristicas temporales de la presentacion del enriquecimiento (gradual frente a subito)
influyeran en los resultados del sesgo de juicio. Algunos autores han informado de que la
valoracion cognitiva del estimulo (imprevisibilidad en este caso) regula la aparicion de estados
similares a la emocién en varias especies, (por ejemplo (BOISSY, 2019) y en pez cebra
(CERQUEIRA et al., 2020; FAUSTINO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015). Ademas, una de las
manipulaciones mas comunes para inducir un estado similar al estrés/depresion en el pez cebra
es el alojamiento imprevisible (por ejemplo, (FAUSTINO; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2015;
GALHARDO; VITAL; OLIVEIRA, 2011; PIATO et al., 2011b), asumimos que la
imprevisibilidad del aumento repentino de EA generaba un estado afectivo negativo y, por

tanto, un sesgo de juicio negativo.

Hasta donde sabemos, hay otro estudio que ha utilizado el sesgo de juicio para
evaluar la emocion en los peces (KRZYSZTOF; PRZEMYSLAW; ROMAN, 2015). Aun asi,
la metodologia y los resultados publicados (en las actas del congreso) no nos permiten hacer
comparaciones reflexivas. En ese estudio, los peces en condiciones estériles mostraron un sesgo
positivo, mientras que los peces en condiciones enriquecidas mostraron lo contrario. Estos
hallazgos y los nuestros desafian la prediccion general de que los animales alojados sin
enriquecimiento tienden a generalizar los estimulos ambiguos como una pista negativa y en
condiciones enriquecidas como positiva (por ejemplo, (BETHELL; KOYAMA, 2015;
BRYDGES et al., 2011; DOUGLAS et al., 2012; MATHESON; ASHER; BATESON, 2008;
RICHTER et al., 2012) pero véanse (BURMAN et al., 2011; COLOM et al., 2013; KEEN et
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al., 2014; NOVAK et al., 2015; WICHMAN; KEELING; FORKMAN, 2012), al menos para el

pez cebra.

He aqui algunas posibles explicaciones de por qué nuestros resultados desafian la
prediccion general de una prueba de sesgo de juicio. Podria ser que esta prueba sea mas directa
para detectar un cambio negativo que uno positivo en el afecto en el pez cebra. Por ejemplo,
varios estudios han encontrado diferencias en el sesgo de juicio cuando se aplican
manipulaciones para producir un estado afectivo negativo. Por el contrario, solo unos pocos
estudios han encontrado sensibilidad a las manipulaciones que inducen emociones positivas
(ver revisiones de (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; KOSTAL; SKALNA; PICHOVA,
2020; NGUYEN; GUO; HOMBERG, 2020; ROELOFS et al., 2016). Del mismo modo, una
reciente revision sistematica de la validez predictiva realizada por (Neville et al. 2020) encontré
que los farmacos depresivos y ansiégenos tenian un efecto mas significativo en el sesgo de
juicio medido que los antidepresivos y ansioliticos. Otra explicacién es que los estudios que
han utilizado un disefio simple para comparar dos niveles invariables de enriquecimiento no
han encontrado diferencias en el sesgo de juicio, mientras que las investigaciones que han
aplicado un disefio cruzado han detectado cambios en los estados afectivos (ABBEY-LEE et
al., 2018; BETHELL; KOYAMA, 2015; BURMAN et al., 2008; KOSTAL; SKALNA;
PICHOVA, 2020; LAMPE et al., 2017; RICHTER et al., 2012; ROSS et al., 2019; WICHMAN;
KEELING; FORKMAN, 2012; ZIDAR et al., 2018). En consecuencia, no encontramos
diferencias entre las condiciones de enriquecimiento constante y las condiciones estériles, pero
observamos diferencias para el aumento repentino. Ademas, no evidenciamos diferencias en el
rendimiento del entrenamiento entre tratamientos que sugieran cambios en el nivel de
motivacién por la comida, la capacidad de aprendizaje o la actividad general debido a las
condiciones de alojamiento que podrian afectar a la tarea de sesgo de juicio (BETHELL, 2015;
BETHELL; KOYAMA, 2015).

Ademas, los resultados obtenidos en la prueba de claro/oscuro muestran que los
peces que permanecieron en determinadas condiciones (aumento repentino y disminucion
gradual de la EA) presentaron mas comportamientos de tipo ansiégeno que los peces que viven
con un EA constante. Estos resultados se acercaron mas a nuestras predicciones de induccion
del estado de animo que los resultados encontrados en las otras dos pruebas evaluadas. En
estudios anteriores que utilizaron un fundamento similar, los autores encontraron resultados
similares para los peces a nivel conductual, fisiolégico y neuromolecular (COLLYMORE;
TOLWANI; RASMUSSEN, 2015a; GIACOMINI et al., 2016; MANUEL et al., 2015a;
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MARCON et al., 2018b; RAMBO et al., 2017; REOLON et al., 2018). Por lo tanto, nuestros
resultados sugieren que la prueba de claro/oscuro fue mucho mas sensible que el sesgo de juicio
o la prueba de actividad para detectar los efectos del alojamiento en los estados afectivos.
Ademas, esta prueba fue mejor para hacer predicciones de como deberian cambiar las medidas

de comportamiento segln el estado emocional del pez cebra.

Por dltimo, no encontramos diferencias para un aumento gradual ni para una
disminucion repentina en todas las pruebas evaluadas. La falta de respuesta al aumento gradual
podria ser el resultado de la habituacion (PIATO et al., 2011a) debido al aumento repetido y
sefialado de los elementos de enriquecimiento, que a su vez suprimié los cambios en los afectos
y las respuestas al estrés (CERQUEIRA et al., 2020). Nos parece mas dificil explicar lo que
ocurrio en el caso de la disminucion repentina. Creemos que puede ocurrir una habituacion
similar, ya que los peces habian experimentado condiciones sin enriquecimiento durante la
cuarentena, y en consecuencia, no encontramos cambios negativos para los animales en
condiciones de sin enriquecimiento constantes. Ademas, podria ser posible que la complejidad
ambiental previa amortiguara los efectos adversos de la disminucion repentina del

enriquecimiento (Zidar et al., 2018).
CONCLUSION

En resumen, hemos demostrado que el sesgo de juicio puede ayudar a evaluar los
estados afectivos negativos en el pez cebra. En comparacion con estudios anteriores, nuestro
protocolo tiene una duracion de entrenamiento mas corta que, junto con el uso de la preferencia
de lugar como medida, puede eludir algunos de los factores de confusion de la prueba. Sin
embargo, la prueba de claro/oscuro parece ser un mejor indicador de los estados emocionales
en el pez cebra. Fue mas sensible que el sesgo de juicio a la hora de detectar cambios en los
estados afectivos debidos a manipulaciones ambientales, no requiere entrenamiento y es mas
rapida de evaluar. Ademas, nuestros resultados muestran que no sélo las caracteristicas
intrinsecas del EA por si solas, sino también las manipulaciones de las caracteristicas
temporales del EA son esenciales para provocar cambios en los estados afectivos y las
respuestas conductuales asociadas. Por ultimo, los métodos aqui estudiados para manipular el
afecto del pez cebra deben optimizarse y validarse mas, en particular la induccion de estados
emocionales positivos y un mayor tiempo para manipular el estado afectivo. Ademas, deben
evaluarse otras caracteristicas del sesgo de juicio, como los efectos del tipo de tarea, el nivel de

ambigledad de las pistas y el esquema de refuerzo. Asimismo, las influencias de la linea
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genética, el sexo y la personalidad individual deben ser evaluados y correlacionados en futuros

experimentos.
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3.3 Articulo 111

Jhon Buenhombre, Erika Alexandra Daza-Cardona and Amauri Gouveia Jr, (2022). Structural
environmental enrichment and personality influence cognitive bias and anxiety like behaviours

in adult zebrafish.

Influencias del enriquecimiento ambiental estructural y la personalidad sobre el sesgo

de juicio cognitivo y los comportamientos tipo ansiedad del pez cebra adulto.
RESUMEN

El enriquecimiento ambiental puede afectar el sesgo de juicio cognitivo y los comportamientos
relacionados a la ansiedad en pez cebra. No obstante, se ha evidenciado que la cognicién y la
ansiedad también pueden ser influenciadas por diferencias individuales. Por ende, este estudio
tuvo como objetivo mirar los efectos de la personalidad y el enriquecimiento ambiental sobre
el sesgo de juicio cognitivo y los comportamientos relacionados a la ansiedad en pez cebra.
Para determinar la personalidad los peces fueron evaluados mediante 4 pruebas (Prueba de
campo abierto, prueba de inspeccidn de depredador, prueba de cardumen y prueba de espejo) y
posteriormente asignados a una de dos categorias de personalidad (timido-reactivo y osado-
proactivo). Una vez determinada la personalidad, los peces fueron asignados a seis
manipulaciones de vivienda: estéril constante, enriquecimiento constante, ganancia gradual de
enriquecimiento, pérdida gradual de enriquecimiento, ganancia repentina de enriquecimiento y
pérdida repentina de enriquecimiento. Posteriormente usamos la prueba de sesgo de juicio
cognitivo. Esta prueba evalua el enlace entre la cognicion y la emocion a través de la respuesta
de un animal frente a un estimulo ambiguo entre dos estimulos previamente entrenados para ser
discriminados. También utilizamos la prueba de claro oscuro para medir los comportamientos
relacionados a la ansiedad y mirar si los resultados covariaban con aquellos del sesgo de juicio
cognitivo. Encontramos que los peces timidos-reactivos presentaban mas comportamientos de
ansiedad y tenian una menor taza de aprendizaje discriminativo que los peces osados-
proactivos. También encontramos que una ganancia repentina de enriquecimiento ambiental
generaba mas comportamientos tipo ansiedad que un enriguecimiento constante
independientemente del tipo de personalidad evaluado. Finalmente, no pudimos comparar los
efectos de la personalidad sobre el sesgo de juicio cognitivo para los peces timidos-reactivos
por la ausencia de aprendizaje discriminativo previo como prerrequisito para la subsecuente
prueba de sesgo de juicio cognitivo. Los datos evaluados proporcionan cierta evidencia de que

la personalidad y el enriquecimiento ambiental estructural afectan las conductas relacionadas a
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la ansiedad en pez cebra adulto. Trabajos adicionales deben realizarse para confirmar estas
premisas y para determinar los efectos de la personalidad sobre el sesgo cognitivo en pez cebra

adulto.
INTRODUCCION

El pez cebra se ha convertido en uno de los modelos animales mas usados a nivel
mundial (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS, 2018b). No obstante, existen pocos
acuerdos sobre los estandares para su manejo y cuidado, con practicas que varian bastante entre
laboratorios (LAWRENCE; EISEN; VARGA, 2016; LIDSTER et al.,, 2017; STEVENS;
REED; HAWKINS, 2021). Adicionalmente este pez es normalmente alojado en condiciones
que difieren bastante de su ambiente natural (GRAHAM; VON KEYSERLINGK; FRANKS,
2018b). Esto junto con una creciente preocupacion sobre la sintiencia y el bienestar de los peces
ha incrementado la atencion sobre como el pez cebra deberia ser alojado y mantenido
(BUENHOMBRE et al., 2021; STEVENS; REED; HAWKINS, 2021).

Hoy en dia el bienestar animal considera la nocion de estados afectivos, incluyendo
las emociones y el humor, que reflejan la experiencia subjetiva de un evento por el animal
(WEARY; ROBBINS, 2019). Estos estados poseen la propiedad de valencia, lo que significa
que pueden ser positivos o negativos, gratificantes o punitivos, agradables o desagradables, etc.
(PAUL et al., 2020). En consecuencia, actualmente se considera que un animal tiene un
bienestar adecuado cuando el balance entre los estados afectivos positivos y negativos es en
general positivo (GREEN; MELLOR, 2011). En el caso del pez cebra los indicadores y pruebas
existentes solo evallan estados emocionales negativos como aquellos relacionados a la
ansiedad (BUENHOMBRE et al., 2021). Por ende, para generar una evaluacion adecuada del
bienestar en el pez cebra se requieren nuevas metodologias que no solo evallen estados
emocionales negativos sino también positivos. Para ello se podrian extrapolar metodologias

usadas en la psicologia cognitiva humana.

El enlace entre la cognicion y los estados afectivos es ampliamente aceptado en
humanos (MENDL; PAUL, 2020). En general personas que reportan un estado afectivo
negativo (e.g., ansiedad) muestran una mayor atencion a estimulos amenazantes (e.g., imagenes
de rostros enfadados), son mas propensos a recuperar recuerdos negativos y emiten juicios
negativos sobre eventos futuros o estimulos ambiguos (“pesimismo™), en comparacion con
personas en un estado mas positivo (BARNARD et al., 2018). Por analogia este tipo de sesgos

cognitivos han sido utilizados en animales no humanos, observandose que los estados afectivos
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animales también pueden influenciar la atencion, la memoria y la toma de decisiones en varias
especies (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; BETHELL, 2015; RAOULT; MOSER,;
GYGAX, 2017; ROELOFS et al., 2016).

Uno de los paradigmas mas utilizados entre estos sesgos, es el sesgo de juicio
cognitivo (SJC) o de la toma de decisiones. La logica detrés del SIC se basa en la idea de que
los animales en estados afectivos positivos juzgan las situaciones ambiguas de forma mas
positiva (es decir, con mas optimismo) y los animales en un estado emocional negativo serian
mas propensos a interpretar las sefiales ambiguas como la predicciéon de un evento negativo
("pesimismo") (ROELOFS et al., 2016). Desde el experimento pionero realizado en roedores
(HARDING; PAUL; MENDL, 2004), esta prueba se ha propuesto como procedimiento
estdndar para medir los estados emocionales y el bienestar de los animales (BATESON;
NETTLE, 2015; MARCHANT-FORDE, 2015).

El proceso de la toma de decisiones es influenciado por los estados afectivos
actuales y el entorno donde se encuentra el animal puede ser manipulado para influenciar esos
estados y producir cambios en el sesgo de juicio cognitivo (BETHELL; KOYAMA, 2015). Por
lo tanto, se podrian usar modificaciones como la adicion o exclusion de enriquecimiento
ambiental para modificar el entorno y evaluar indirectamente mediante la cognicion como
cambian los estados afectivos en respuesta a la modificacion ambiental en pez cebra. Por
ejemplo, cerdos (DOUGLAS et al.,, 2012) y ovejas (STEPHENSON; HASKELL, 2022)
alojados en condiciones de enriquecimiento muestran respuestas mas optimistas que los
alojados en condiciones estériles. De manera similar canarios (LALOT et al., 2017a) y terneros
(BUCKOVA; SPINKA; HINTZE, 2019) alojados en parejas son mas optimistas que los

animales alojados de forma individual.

Ademas de las modificaciones ambientales, la personalidad (consistencia del
comportamiento y la fisiologia a través del tiempo y el contexto) (TOMS; ECHEVARRIA,
2014) también puede influenciar el SJC en animales. Por ejemplo, para terneros mantenidos
bajo las mismas condiciones, aquellos que fueron caracterizados como temerosos, maostraron
mayor pesimismo que los catalogados como no temerosos (LECORPS; WEARY; VON
KEYSERLINGK, 2018). De manera similar, perros catalogados con alta sociabilidad,
excitabilidad y miedo no social presentaron conductas méas optimistas, mientras que aquellos
con rasgos de separacion y de miedo/agresion presentaron conductas mas pesimistas
(BARNARD et al., 2018).
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Adicionalmente, parece que el alojamiento y la personalidad interactian para
modificar el SCJ de acuerdo con la especie. En cerdos, individuos con una personalidad méas
proactiva respondieron de forma mas optimista a estimulos ambiguos independientemente de
sus condiciones de alojamiento (o enriquecimiento). Sin embargo, el optimismo/pesimismo de
los cerdos reactivos se vio afectado por su entorno (ASHER et al., 2016). De manera similar en
gallinas, aquellas catalogadas como exploradoras mostraron méas "optimismo™ en respuesta al
enriquecimiento, respuesta no observada en aquellas catalogadas como no exploratorias (ROSS
et al., 2019). En vacas solamente la personalidad influyo en la respuesta frente a estimulos
ambiguos mientras que las condiciones de alojamiento no influyeron en el SJC (KREMER et
al., 2021). En canarios por el contrario fue el contexto social y no la personalidad lo que influyo
en el SCJ (LALOT et al., 2017a). Por ende, ya que ciertas subpoblaciones de animales pueden
ser mas sensibles que otras a los cambios en las condiciones de alojamiento, parece necesario
tener en cuenta las variaciones individuales, particularmente la personalidad, para validar los
resultados del SCJ y el uso de modificaciones ambientales como modelo de estados afectivos

en el pez cebra.

Por lo tanto, en nuestro estudio, nos propusimos a investigar el efecto de los rasgos
de personalidad (Osadia-Timidez/Proactivo-Reactivo) sobre el SCJ en peces cebra mantenidos
bajo seis condiciones de alojamiento diferentes: sin enriquecimiento constante, con
enrigquecimiento constante, ganancia subita de enriquecimiento, ganancia gradual de
enriquecimiento, perdida subita de enriquecimiento y perdida gradual de enriquecimiento.
Nosotros esperabamos que los peces clasificados como osados tuvieran un sesgo cognitivo
diferente que los grupos catalogados cémo timidos. Igualmente, de acuerdo con un estudio
anterior ( BUENHOMBRE et al., 2022) esperabamos que los peces timidos también presentaran

un sesgo cognitivo negativo frente a una ganancia subita de enriquecimiento ambiental.

Nuestro objetivo secundario fue evaluar el efecto de la personalidad y el
enriquecimiento sobre los comportamientos de ansiedad mediante la prueba de claro oscuro, un
ensayo comunmente utilizado para medir la 'ansiedad’ en el pez cebra adulto (MAXIMINO et
al., 2012). Un tercer objetivo fue verificar si esta prueba covariaba con los resultados del sesgo
cognitivo. Después de todo, muchas condiciones humanas caracterizadas por ansiedad también
implican un sesgo de juicio negativo (ROBINSON et al., 2011; ROSS et al., 2019). Nosotros
esperdbamos que los peces con una personalidad timida presentaran mayor conducta de

ansiedad y un mayor sesgo cognitivo negativo que los peces osados.
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MATERIALES Y METODOS
Aspectos éticos

Todos los procedimientos experimentales realizados estan de acuerdo con las
pautas establecidas por el Consejo Nacional para el Control de la Experimentacion Animal
(CONCEA / 2008) y aprobadas por el Comité de Etica del Uso Animal de la Universidad
Federal de Para (CEUA / UFPA) protocolo No. 9868261118.

Sujetos y mantenimiento.

Para este estudio se utilizaron los datos de 68 peces obtenidos en un experimento
anterior y se compararon con los resultados arrojados en este nuevo estudio que es una réplica
de ese experimento preliminar. Los procedimientos experimentales difieren en el tipo de colores
utilizados para el SCJ y la personalidad obtenida para los peces evaluados en el primer estudio
que en su mayoria se catalogaron como osados-proactivos mientras que en este la mayoria

fueron clasificados como timidos-reactivos.

Para este estudio se adquirié un total de 72 peces cebra adultos de un afio de edad,
tipo salvaje de aleta corta. Los peces fueron comprados a un proveedor comercial local y
puestos en cuarentena durante tres meses en las instalaciones del laboratorio de la Universidad
de Para (NTPC). Durante la cuarentena, los peces fueron agrupados en tanques Tecniplast®
Stand-Alone Tank (16,65 x 21,07 x 5,54 cm) con aireacion constante y en un circuito de agua
abierto, bajo las siguientes condiciones: temperatura= 28 + 2°C; pH= 6,5; oxigeno disuelto
>90%; fotoperiodo de 14 L: 10 D, con luces encendidas a las 06:00 h; densidad de 6 peces por
litro; y los peces fueron alimentados dos veces al dia a las 8:00 y a las 14:00 con una dieta

comercial Tetra Flocculated Feed®.

Durante la fase experimental, primero se realiz6 una prueba de personalidad, para
la cual los peces se mantuvieron en los mismos tanques y condiciones de la cuarentena, pero

fueron alojados individualmente.

Una vez terminadas las pruebas de personalidad, comenzd una segunda fase
experimental para la cual los peces fueron transferidos a acuarios de tanque de vidrio (21 L; 35
de largo x 25 de ancho x 25 cm de alto) equipados con aireacion continda proporcionada por
una bomba de aire para la siguiente fase experimental. EIl agua se cambi¢ parcialmente (30%)
cada dos dias durante esta fase del experimento y los peces se mantuvieron bajo caracteristicas

similares a las descritas anteriormente para la cuarentena.
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Procedimiento experimental

En este estudio, realizamos dos experimentos. EI primer experimento fue el ensayo
de personalidad basado en el trabajo de Sanches, (2018). En este cada pez fue sometido a una
bateria de cuatro pruebas (Prueba de campo abierto, prueba de inspecciéon de depredador,
prueba de cardumen y prueba de espejo) con un periodo de 3 dias entre cada prueba.

El segundo experimento determind los efectos de las manipulaciones de la vivienda
sobre las pruebas de sesgo de juicio cognitivo y claro/oscuro. Este experimento siguié cinco
pasos: 1. Segun el grupo, los peces se asignaron a condiciones enriquecidas o estériles; 2.
Habituacidn al aparato y entrenamiento de discriminacion visual (permanecer en el area rojay
evitar el area verde); 3. Manipulacion del alojamiento; 4. Prueba de sesgo de juicio (tiempo de
permanencia en las areas rojo amarillento y verde amarillento); 5. Prueba de claro/oscuro

(tiempo de permanencia en el area blanca).

Realizamos todas las pruebas de comportamiento y manipulaciones entre las 6:00
y las 11:30, y probamos cada pez individualmente. Los aparatos de prueba se iluminaron con
luz ambiental (bombilla de 75 W, ubicada a 1,80 m sobre la parte superior del acuario), que
mantuvo la iluminacion uniforme y constante. A esta distancia, la luz ambiental tiende a

producir un promedio de 975 lux justo encima del tanque.

Los peces se aclimataron a la sala de pruebas de comportamiento durante 1 h. Para
reducir el estrés por la exposicion al aire y el aislamiento, transportamos cada grupo de peces
cerca del aparato de prueba a través de un recipiente lleno con agua de su tanque de origen.
Cada pez se transfirio individualmente del recipiente al dispositivo con un vaso de precipitado.
Cambiamos el agua en el aparato después de testear cada pez para evitar la sefializacion de

sustancias.
Experimento 1. Prueba de personalidad.

Para cada una de las cuatro pruebas evaluadas (Prueba de campo abierto, prueba de
inspeccion de depredador, prueba de cardumen y prueba de espejo) la denominacion de los
comportamientos y sus descripciones (Tabla 8) se basaron en los trabajos de Budaev, (1997) y
Kalueff et al., (2013). Para las pruebas de inspeccion de depredador, cardumen y espejo se
registraron las conductas de los primeros 5 minutos de ingreso al aparato como “pretest” y las
conductas de los 5 minutos posteriores como “test”. Para campo abierto no se evalu6 “pretest”

solamente “test”.
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Durante los 5 minutos posteriores o “test” se evaluaron las siguientes conductas:
Tiempo y frecuencia de movimiento e inmovilidad en todas las pruebas excepto para campo
abierto donde solo se evalud el tiempo y no la frecuencia. El tiempo y las entradas en el centro
y la periferia se analizaron solo en la prueba de campo abierto. El tiempo de permanencia y el
namero de pasajes entre los puntos 1, 2, 3y 4 y el tiempo y frecuencia de escape, natacion
erratica y congelacion se registraron en las pruebas de inspeccion de predador, cardumen y
prueba de espejo. Los comportamientos de inspeccién al depredador, buscar cardumen, golpes
al espejo y mirada fija al espejo solo se analizaron para la prueba respectiva que indica su
nombre, por ejemplo, inspeccion al predador en prueba de inspeccion de predador y asi
sucesivamente. Durante los primeros 5 minutos de ingreso al aparato o “pretest” se evaluaron
las mismas conductas del “test” exceptuando inspeccion al depredador, buscar cardumen,
golpes al espejo y mirada fija al espejo y la permanencia y numero de pasajes en los puntos 3 y
4,

De los datos obtenidos en las pruebas obtuvimos las categorias de personalidad de
acuerdo con el modelo propuesto por Budaev, (1997) y modificado por Sanches, (2018).
Realizando primero un analisis de confiabilidad y agregacion de datos. Después los datos de
las variables obtenidas mediante la agregacién fueron evaluados mediante un andlisis de cluster

para generar dos grupos de personalidad.

Tabla 8 - Etograma de los comportamientos analizados en cada prueba, con el
nombre utilizado en el texto y su descripcion (basado en SANCHES, 2018).

Comportamientos Descripcion
Locomocion N° de cuadrantes cruzados
Tiempo en el centro y la periferia Tiempo de permanencia, respectivamente, en los

cuadrantes centrales y periféricos y nimero de
cuadrantes atravesados (cuando 2/3 del animal
este en el préximo cuadrante).

Entradas en el centro y la periferia N° de entradas, respectivamente, en el centro y
periferia 0 nimero de cuadrantes atravesados
(cuando 2/3 del animal este en el proximo
cuadrante).

NUmero de pasajes Cantidad de pasajes entre los puntos 1, 2,3y 4 0
numero de cuadrantes atravesados (cuando 2/3
del animal este en el proximo cuadrante).

Permanencia en cada punto Tiempo total que permanece em el punto 1, 2,3,
y 4 0 nimero de cuadrantes atravesados (cuando
2/3 del animal este en el proximo cuadrante).

Inmovilidad Quedarse quieto sin desplazamiento dentro del
acuario.
Congelamiento Cese completo del movimiento en el fondo del

acuario (excepto las branquias y los 0jos)
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Nado errético Nade con cambios bruscos de direccion o
velocidad con carreras rapidas y repetidas

Movimiento Movimientos por el acuario aparentemente sin
otra razon.

Fuga Los intentos de escapar a traves del cristal
golpeando la boca contra este

Inspeccion al predador Aproximaciones rapidas e visibles en direccién a
imagen del predador

Buscar cardumen Intenta ingresar al compartimento que contiene
miembros de la misma especie

Golpes al espejo Golpear con la boca al cristal donde aparece su
imagen

Mirada fija al espejo Miradas dirigidas hacia la imagen del espejo
mientras nada en medio del acuario

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

Descripcion de los dispositivos y procedimientos usados para las cuatro pruebas de

personalidad.
Campo Abierto.

El aparato fue un tanque circular blanco mate de 23 cm de didmetro, 10 cm de alto
y una columna de agua de 8 cm. El fondo del acuario se dividio en nueve &reas (1 central y 8

periféricas) (Figura 9).

Cada pez se colocé dentro de un cilindro de plastico blanco opaco en el area central
durante 2 minutos para su aclimatacion, luego se levanté el cilindro y se observé el

comportamiento del pez durante 5 minutos.

Figura 9 - Imagen ilustrativa del Acuario de campo abierto que muestra la
dimension de la cuadricula para el analisis de locomocién

10CM

< 23CM +

Fuente: modificado de SANCHES, (2018). Creado en Biorender, 2022,
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Inspeccion de depredador, cardumen y prueba de espejo.

El mismo procedimiento y aparato fue utilizado para estas tres pruebas excepto por
el estimulo colocado en la base del triangulo al frente del punto 4 dependiendo de cada prueba.
De esta forma se colocO un acuario que contenia un pez (Amatitlania nigrofasciata), cuatro
conespecificos masculinos y una placa de espejo para la prueba de inspeccion de depredador,

cardumen y prueba de espejo respectivamente (Figura 10).

El aparato para estas pruebas consistié en un acuario triangular con vértices de
30x30x24 cm'y 23 cm de profundidad y una columna de agua de 10 cm, que contenia una puerta
deslizante que separaba aproximadamente 1/3 del tamafio total del acuario (compartimento
Ilamado compartimento de inicio). ElI fondo del acuario contenia tres lineas paralelas que
delimitardn cuatro areas (Punto 1: 28 cm; Punto 2: 18 cm; Punto 3: 11 cm; Punto 4: 3 cm)
(Figura 10).

Cada pez se colocd en el compartimento de partida con la puerta extraible cerrada
y se observé durante 5 minutos (Pre-test), luego, levantamos la puerta deslizable, dejando que
el pez saliera del area de partida para explorar todo el aparato y se observé al pez durante 5

minutos (Test).
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Figura 10 - Imagen ilustrativa de la prueba de inspeccion de depredador, cardumen

y prueba de espejo

Il—l/?;‘\ Py
P 4 ap” E
—‘/ e
................... = A
........ : -___ = /

Fuente: modificado de SANCHES, 2018). Creado en Biorender, 2022. Leyenda: Imagen ilustrativa
de la prueba de inspeccion de depredador, cardumen y prueba de espejo que muestra las dimensiones
y los limites de los puntos 1, 2, 3y 4.

Experimento 2. Efectos de las manipulaciones del alojamiento sobre el sesgo de juicio

cognitivo y la prueba de claro/oscuro.

Setenta y dos peces se dividieron aleatoriamente en seis grupos experimentales o
manipulaciones de alojamiento de 12 individuos por grupo (n = 12/tratamiento): grupo |
(enriquecimiento constante), 1l (pérdida gradual de enriquecimiento), 111 (pérdida repentina de
enriquecimiento), IV (estéril constante), V (ganancia gradual de enriquecimiento) y VI
(ganancia repentina de enriquecimiento). Ya que tres peces no aprendieron a alimentarse en el
entrenamiento de discriminacion visual, estos fueron retirados del estudio. Por ende, para el
entrenamiento de discriminacion visual se utilizaron sesenta y nueve peces. De manera similar

cinco peces terminaron el entrenamiento con dolencias y por ende fueron retirados para la

23 cm
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prueba de sesgo cognitivo y claro/oscuro. En consecuencia, para estas ultimas pruebas se

evaluaron sesenta y cuatro peces.

El enriquecimiento ambiental estructural se basé en una jerarquia de preferencias
por las caracteristicas bidticas del habitat del pez cebra (SCHROEDER et al., 2014). El
enriquecimiento estructural aqui consistio en los siguientes cuatro elementos: arena (<1 mm),

grava (>5 mm), cuatro palos de bambu de plastico y cinco plantas de plastico.
Sesgo cognitivo
Aparato para la prueba de sesgo de juicio cognitivo

El aparato para la habituacion y entrenamiento de discriminacion visual que
preceden al SJC consistio en un acuario de vidrio rectangular hecho a la medida (45 x 10 x 15
cm?®) forrado con papel de contacto opaco no reflectante que cubria las paredes y el fondo del
acuario. El aparato se dividio en tres zonas: una mitad roja y otra mitad verde con las mismas
dimensiones (15 x 10 x 15 cm®) separadas por una zona blanca central (area de espera) (10 x
10 x 15 cm®). El area de espera tenia dos puertas corredizas blancas que definian una caja central

en esta area.

Asimismo, para la prueba de SJC utilizamos el mismo aparato con el dispositivo

forrado en colores ambiguos (verde y rojo amarillento).
Habituacién para la prueba de sesgo de juicio cognitivo

Los peces se sometieron a una serie de cuatro pruebas de habituacion: dos pruebas
reforzadas (con comida) en el area roja y dos no reforzadas en el area verde. En cada prueba,
colocamos un pez en el area de espera durante unos dos minutos. Luego, levantamos una puerta
corrediza para permitir que los peces investigaran libremente el area correspondiente mientras
que la otra puerta corrediza permanecia cerrada para evitar que los peces pasaran al lado
opuesto. La prueba reforzada finalizé 30 segundos después de que el pez hubiera consumido su
alimento o un minuto y medio después de la exploracion. La prueba no reforzada finalizo un

minuto y medio después de la exploracion.
Entrenamiento para la prueba de sesgo de juicio cognitivo

Para el entrenamiento, realizamos 12 ensayos que duraron aproximadamente cuatro
minutos cada uno. Primero, colocamos a cada pez individualmente en el area de espera durante

unos dos minutos. Luego, levantamos las puertas corredizas, dejando que el pez saliera del area
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de espera para explorar las areas verde y roja. El pez fue recompensado con comida solo cuando
permanecio en el area roja (el area objetivo) durante estas sesiones. Proporcionamos tres
recompensas de alimentos. El pez recibid la primera recompensa inmediatamente después de
ingresar a la zona roja. Ofrecimos una segunda recompensa 30 segundos después si el pez habia
comido todo su alimento y permanecia en el area; de lo contrario, el pez no recibié mas alimento
hasta que volvio a entrar en el &rea roja. Siempre que el pez cumpliera con la condicion anterior,
recibia una tercera recompensa 30 segundos después o no recibia comida hasta que la prueba
finalizaba 30 segundos después. Determinamos qué color ocupaba la posicion izquierda segun
esta secuencia GRRGRGGRRGRG (G = verde, R = rojo).

Medimos la latencia y duracion de los peces en cada area para evaluar el proceso
de aprendizaje de la discriminacion visual. Los criterios para el aprendizaje de la tarea de
discriminacion fueron la latencia media en la aproximacion a la zona verde (< 2 s) y el tiempo
medio de permanencia en la zona verde (> 70 s) durante las tres Ultimas sesiones de

entrenamiento.

No alimentamos a los peces en sus tanques de alojamiento durante los dias de
habituacién y entrenamiento, sino en el aparato de prueba. Las recompensas de comida para el

experimento consistieron en aproximadamente cuatro hojuelas de Tetra Flocculated Feed®.
Prueba de sesgo de juicio cognitivo

La prueba de sesgo de juicio generalmente pasa por tres etapas (e.g., (BETHELL,
2015; LAGISZ et al., 2020; NEVILLE et al., 2020). Por lo tanto, seguimos estos pasos para
Ilevar a cabo esta prueba.

En la primera etapa, realizamos un entrenamiento de discriminacion visual en un
campo de dos opciones. Los peces debian permanecer en el area roja para obtener un resultado
favorable (hojuela de alimento) y evitar el area roja que indicaba un resultado relativamente
negativo (sin alimento). Ejecutamos este procedimiento durante 16 dias, 4 dias de habituacion
y 12 dias de entrenamiento. Durante esta etapa, los peces se mantuvieron en condiciones
enriquecidas (I enriquecimiento constante, Il pérdida gradual de enriquecimiento y 111 pérdida
repentina de enriquecimiento) o estériles (IV constante estéril, V ganancia gradual de

enriquecimiento y VI ganancia repentina de enriquecimiento).

En la segunda etapa, ejecutamos las manipulaciones de la vivienda. Una vez que

finalizamos el entrenamiento de discriminacién visual, cambiamos las condiciones de
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alojamiento de los peces para manipular sus estados afectivos. Para los grupos |
(enriquecimiento constante) y IV (estéril constante) las condiciones se mantuvieron constantes.
Eliminamos un item por dia en el grupo Il (pérdida gradual de enriquecimiento) e introdujimos
un item por dia en el grupo V (ganancia gradual de enriquecimiento); este procedimiento duro
cuatro dias consecutivos. En el grupo Il (pérdida repentina de enriquecimiento), eliminamos
todos los elementos, y en el grupo VI (ganancia repentina de enriquecimiento), agregamos todos
los elementos, de una sola vez al dia siguiente del entrenamiento de discriminacion visual. La
I6gica fue que condiciones constantes estériles, cambios repentinos y la perdida de
enriquecimiento podian producir un estado afectivo negativo, mientras que una ganancia
gradual de enriquecimiento y un enriquecimiento constante podian producir un estado afectivo

positivo. Este procedimiento durd cuatro dias adicionales.

En la tercera etapa, luego de la manipulacion de la vivienda, realizamos la prueba
de sesgo de juicio cognitivo. A los peces se les presentaron sefiales intermedias y, por lo tanto,
ambiguas (&reas de color verde amarillento y rojo amarillento). La logica fue que los animales
en un estado emocional positivo probablemente juzgarian estos estimulos ambiguos como si
predijeran un resultado positivo (pasarian mas tiempo en el area roja amarillenta), en
comparacion con los animales en un estado negativo. Para ello medimos la duracion obtenida

para cada zona.
Prueba de claro/oscuro

Al dia siguiente de realizar la prueba de sesgo de juicio cognitivo, llevamos a cabo
la prueba de claro/oscuro para medir comportamientos similares a la ansiedad. Basamos este
procedimiento en el protocolo descrito por Maximino et al. (2010). Brevemente, el aparato era
un tanque acrilico rectangular (45 x 10 x 15 cm®) divido en tres zonas: una mitad blanca y otra
mitad negra con las mismas dimensiones para ambas zonas (15 x 10 x 15 cm?®) separadas por
una zona blanca central (area de espera) (10 x 10 x 15 cm®) con dos puertas corredizas.
Llenamos el dispositivo con agua hasta 10 cm de profundidad y los peces se introdujeron
individualmente en la cdmara central durante cinco minutos para su habituacion. Luego,
quitamos las puertas corredizas, permitiendo que los peces nadaran libremente en el aparato.
Registramos la actividad locomotora del pez durante los siguientes 15 minutos y medimos el
tiempo que pasaba en la zona blanca. Evaluamos la proporcion del tiempo pasado en el espacio
en blanco para evaluar el comportamiento similar a la ansiedad. Cuanto mayor era el tiempo

pasado en el area blanca, menor era el comportamiento similar a la ansiedad.
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Observaciones de comportamiento

Registramos todas las observaciones de comportamiento con camaras de video
digitales (GZ-EX210, JVC y DCR-PJ5 y SONY) ubicadas sobre cada aparato, o que permite
una vista completa de los sujetos y todas las &reas del acuario. Posteriormente, los videos se
analizaron con los programas Zebtrack® (duraciones) y BORIS® (latencias). Todos los videos

fueron codificados por un solo observador entrenado y ciego.
Andlisis estadistico
Experimento 1

Los datos se analizaron utilizando IBM SPSS Statistics®. El analisis de
personalidad siguid las recomendaciones de Budaev, (1997) y Sanches, (2018), evaluando las
variables mas correlacionadas mediante Pearson para el analisis de confiabilidad y agregacion
de datos. En total, se incluyeron 26 medidas dentro del analisis: Tiempo y frecuencia de nado
erratico e inmovilidad para prueba de cardumen; entradas y tiempo en el centro y tiempo en la
periferia para prueba de campo abierto; nimero de pasajes y tiempo de permanencia en los
puntos 1, 2, 3y 4 para pruebas de espejo, predador y cardumen; tiempo de permanencia en los
puntos 1y 2 del pretest para espejo y cardumen. Con las puntuaciones obtenidas para estas
medidas se realiz6 un analisis de cluster (K-mean cluster) y la representacién grafica del orden
de esos agrupamientos o conglomerados-cluster jerarquicos, mediante un dendograma, para
identificar las dimensiones de la personalidad entre los peces del estudio actual (N =72) y del

estudio anterior (N = 68) con el que comparamos los resultados.
Experimento 2

Los datos se analizaron utilizando IBM SPSS Statistics®. Se confirmaron los
supuestos de normalidad y homocedasticidad. Los datos que no se ajustaban a una distribucion
normal o tenian desviaciones estandar considerablemente diferentes se transformaron para
cumplir con los supuestos. Los datos que no cumplieron con los supuestos aun después de la

transformacion fueron analizados con la prueba no paramétrica correspondiente.

El andlisis utilizando la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks revelé que los
datos no se distribuyeron normalmente. Debido a que los datos no pudieron normalizarse

después de la transformacion, se utilizaron pruebas no paramétricas para el analisis de datos.
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Los pardmetros medidos para las pruebas de sesgo de juicio cognitivo y
claro/oscuro se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis seguida de un analisis post hoc de

Dunn-Bonferroni para determinar las diferencias significativas entre grupos especificos.

Para evaluar el aprendizaje de discriminacion visual, se llevd a cabo una prueba de
Friedman seguida de un andlisis post hoc de Dunn-Bonferroni para comparar los aprendizajes
entre ensayos. Para cada ensayo, se llevo a cabo una prueba U de Mann-Whitney para

determinar diferencias significativas entre los grupos de enriquecimiento y esteériles.
Resultados.
Experimento 1

Los datos arrojados por el analisis de cluster (K-mean cluster) mostraron
consistencias comportamentales a través de las cuatro pruebas indicando dos perfiles
conductuales o de personalidad: Un primer grupo mas osado, activo, agresivo, sociable y méas
reactivo a estimulos. Un segundo grupo més timido, menos activo, menos agresivo y sociable.
Estos fenotipos pueden ser asociados a los ejes osado-timido, proactivo-reactivo observados en
varias especies. Para el estudio actual encontramos que la mayoria de los peces tenian una
personalidad mas timida-reactiva (N =72) mientras que en el estudio anterior (N=68) la

mayoria tenian una personalidad mas osada (Figura 11).



Figura 11 - Dendograma del andlisis de cluster para la categorizacion de los peces
en dos fenotipos comportamentales
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Fuente: Software SPSS® IBM Company — V 19. Elaboracion propia. Leyenda: a) Grafico
izquierdo donde la mayoria de los peces fueron categorizados como osados-proactivos. n=68. b)
Gréfico derecho donde la mayoria de los peces fueron categorizados como timidos-reactivos. n=72.
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Experimento 2
Entrenamiento de discriminacion visual grupo timido-reactivo

La prueba de Friedman arrojo una diferencia significativa entre las sesiones de
entrenamiento para el tiempo de duracion en el area roja (}2[11] = 20,525, p = <0.039). No
obstante, la prueba Dunn-Bonferroni post hoc solo arrojo diferencia entre la primeray la cuarta
sesion (p<0.026) (Figura 12).

Al realizar la comparacion entre grupos para cada sesion de entrenamiento, la
prueba de Mann-Whitney U encontr6 una diferencia significativa entre grupos para la sesion
dos (Z =-2.467, p = 0.014, Cohen's d = 0.29) y siete (Z = -2.022, p = 0.043, Cohen's d = 0.23)
pero no se encontrd una tendencia clara. Por lo cual interpretamos esto como una diferencia

ambigua (Figura 12).

Figura 12 - Sesiones de aprendizaje fenotipo timido-reactivo
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: La prueba de Friedman no
evidencio diferencias significativas entre las primeras y las Ultimas sesiones de entrenamiento que
indiquen aprendizaje. Igualmente, la prueba de Mann-Whitney U no revel6 diferencias de
aprendizaje entre los grupos con enriquecimiento ambiental y aquellos mantenidos bajo condiciones
estériles. n=69.

Sesgo de Juicio Cognitivo grupo timido-reactivo
Los datos sugieren que no existio cambios en el sesgo cognitivo como resultado de

las modificaciones ambientales. La prueba de Kruskal-Wallis no encontré diferencias
significativas entre tratamientos (H(5)=1.713, p=0.887). (Figura 12).
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Figura 13 - Sesgo de juicio cognitivo fenotipo timido-reactivo
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracién propia. Leyenda: La prueba de Kruskal-Wallis
no evidencio diferencias significativas entre grupos para el tiempo gastado en el area ambigua
(amarilla-rojiza). Las barras flotantes muestran las medianas y los rangos intercuartiles. n=64.

Prueba de claro/oscuro grupo timido-reactivo

Los datos sugieren que los peces expuestos a una ganancia subita de
enriquecimiento presentaron mas comportamientos tipo ansiedad que aquellos que tuvieron un
enriquecimiento ambiental constante. La prueba de Kruskal-Wallis reveld que las
manipulaciones ambientales generaron una diferencia significativa en los comportamientos de
ansiedad, medidos como porcentaje de tiempo de duracion en el area blanca (H(5)=11.542,
p=0.042). La comparacion Dunn’s pairwise mostré (p<0.032) una diferencia significativa entre
los peces que tuvieron una ganancia subita y aquellos bajo enriquecimiento constante. La
mediana para el porcentaje de tiempo en el area blanca para el grupo de ganancia subita fue

(0.0401) comparada con la de (0.1719) en enriquecimiento constante (Figura 14).
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Figura 14 - Prueba de claro/oscuro fenotipo timido-reactivo

0.45

0.2+

0.1+ —

% Tiempo gastado en area blanca

& GRUPOS

Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracidn propia. Leyenda: Los peces que recibieron una
ganancia subita de enriquecimiento ambiental presentaron méas conductas relacionadas a la ansiedad
que los peces bajo enriquecimiento ambiental constante. La prueba de Kruskall Wallis seguida por
la prueba de Dunn-Bonferoni post hoc mostraron estas diferencias significativas. Las barras flotantes
muestran las medianas y los rangos intercuartiles. El asterisco muestra las diferencias significativas
entre tratamientos: *p<0.05. n=66.

Comparacion resultados grupos osado- proactivo versus timido-reactivo.
Entrenamiento de discriminacion visual

Los datos sugieren que el aprendizaje discriminativo para los peces clasificados
como osados fue mayor que el de los peces categorizados como timidos. Al realizar la
comparacion entre grupos para cada sesion de entrenamiento, la prueba de Mann-Whitney U
encontré una diferencia significativa entre grupos para todas las sesiones (todas las p<0.001)
encontrandose siempre una mediana y un rango mas elevado para el grupo de los peces osados

en comparacion con el grupo de peces timidos (Figura 15).
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Figura 15 - Sesiones de aprendizaje en los dos fenotipos
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracién propia. Leyenda: Los datos muestran que la
tasa de aprendizaje fue mucho mayor para el grupo osado-proactivo (linea con cuadrados) que para
el grupo timido-reactivo (linea con circulos). La prueba de Mann-Whitney U revel6 diferencias de
aprendizaje entre los grupos para todas las sesiones de aprendizaje (p<0.001). n=140.

Sesgo de Juicio Cognitivo

Ya que los peces del grupo timido-reactivo no aprendieron la tarea de
discriminacion visual y siendo este aprendizaje un prerrequisito para realizar la prueba de sesgo
cognitivo, decidimos no realizar la comparacion entre los grupos osado-proactivo vs. timido-

reactivo para esta prueba.
Prueba de claro/oscuro

Los datos sugieren que los comportamientos relacionados a la ansiedad para los
peces clasificados como osados fueron menores que los de los peces categorizados como
timidos. Al realizar la comparacion de los resultados obtenidos en la prueba de claro oscuro, la
prueba de Kruskal-Wallis revelo que las manipulaciones ambientales generaron una diferencia
significativa en los comportamientos de ansiedad, medidos como porcentaje de tiempo de
duracion en el area blanca (Z = -4.557, p =< 0.001, Cohen's d = 0.39). La mediana para el
porcentaje de tiempo en el area blanca para el grupo osado- proactivo fue (0.2105) comparada
con la del timido-reactivo (0.1078) (Figura 16).
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Figura 16 - Prueba de claro/oscuro en los dos fenotipos
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Fuente: Prism GraphPad by Dotmatics. Elaboracion propia. Leyenda: Los peces que fueron
clasificados en su mayoria como timidos-reactivos presentaron mas conductas relacionadas a la
ansiedad que los peces catalogados como osados-proactivos. La prueba de Mann-Whitney U mostro
una diferencia significativa entre grupos. Las barras flotantes muestran las medianas y los rangos
intercuartiles. Los asteriscos muestran las diferencias significativas entre tratamientos: ***p<0.001.
n=134.

Discusién.

Este estudio mostré que los rasgos de personalidad reflejados por las respuestas
conductuales durante cuatro pruebas (Prueba de campo abierto, prueba de inspeccion de
depredador, prueba de cardumen y prueba de espejo) se relacionaron con el rendimiento
cognitivo de una tarea de discriminacion de dos colores y con la respuesta de escototaxia
(preferencia por un area obscura en detrimento de una clara) (MAXIMINO et al., 2010b)
medida mediante la prueba de claro oscuro. De forma similar se evidencio que el
enriquecimiento ambiental estructural también modifico la respuesta de escototaxia. Aungue
uno de los objetivos era evaluar el efecto de la personalidad sobre el SJC este efecto no se pudo

evidenciar. Tampoco se evidenciaron diferencias para peces mantenidos en condiciones
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enriquecidas o estériles para la tarea de discriminacion visual independientemente del tipo de
personalidad.

Para los peces de este estudio que en su mayoria fueron caracterizados como
timidos-reactivos no encontramos diferencias de aprendizaje para aquellos peces mantenidos
en condiciones estériles o de enriquecimiento. Resultados similares fueron encontrados en una
réplica anterior para peces osados-proactivos (BUENHOMBRE et al., 2022). Este resultado fue
inesperado ya que en esta y otras especies se evidencia que el enriquecimiento ambiental mejora
el aprendizaje (VOLGIN et al., 2018b). No obstante, la mayoria de los estudios que han
encontrado efectos positivos del enriquecimiento ambiental sobre el aprendizaje del pez cebra
han utilizado un paradigma distinto (prueba de laberinto) y han usado un periodo de exposicién
mayor a 70 dias (DEPASQUALE et al., 2016; SPENCE; MAGURRAN; SMITH, 2011). Por el
contrario, cuando se han utilizado manipulaciones ambientales durante cortos periodos de
tiempo no se han evidenciado efectos sobre el aprendizaje (SHAMS et al., 2018). Por lo tanto,
el corto tiempo (16 dias) de exposicion al enriquecimiento ambiental durante este estudio pudo
no ser suficiente para generar efectos sobre el aprendizaje y un mayor tiempo de evaluacion

sera requerido en futuros estudios.

Adicionalmente, para los peces timidos-reactivos no encontramos diferencias entre
las primeras y las Gltimas sesiones del entrenamiento de discriminacion visual de dos colores
(rojo vs. verde). Adicionalmente los peces no alcanzaron el criterio de aprendizaje después de
12 sesiones de entrenamiento (tiempo medio de permanencia en la zona roja > 70 s). Este
resultado fue inesperado ya que en la réplica anterior (BUENHOMBRE et al., 2022) con la cual
comparamos los resultados del presente estudio, este nimero de sesiones basto para cumplir el
criterio de aprendizaje y evidenciar una diferencia significativa entre las primeras y las tltimas
sesiones de entrenamiento. Por otra parte, al comparar los resultados de este estudio para los
peces que en su mayoria fueron catalogados como timidos-reactivos con los resultados de los
peces osados- proactivos, estos Ultimos tuvieron una mayor tasa de aprendizaje (medida como

porcentaje de duracion en el &rea objetivo).

De forma similar varios trabajos (BLOCH et al., 2019b; BURMAN et al., 2008;
COLWILL et al., 2005; GATTO et al., 2020; PARKER et al., 2012b; SANTACA et al., 2021)
demuestran que bajo esquemas similares de entrenamiento el pez cebra es capaz de realizar una
discriminacion visual de los colores entrenados en este experimento. No obstante, se ha
observado que el tipo de personalidad puede afectar la velocidad de adquisicion de una tarea de
aprendizaje en esta especie (BAKER; WONG, 2019), otros teledsteos (BUDAEV; ZHUIKQOV,
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1998; MESQUITA; BORCATO; HUNTINGFORD, 2015) y aves (EXNEROVA et al., 2010) .
Por ende, puede ser que la personalidad haya afectado el como los animales aprendieron y
percibieron los estimulos (DE HAAS et al., 2017). De hecho, peces reactivos tienden a aprender
mas lentamente tareas exploratorias o de discriminacion con condicionamiento apetitivo que
sujetos proactivos (BAKER; WONG, 2019; LUCON-XICCATO; BISAZZA, 2017). Lo cual
podria explicar la ausencia de aprendizaje para los peces timidos-reactivos en este estudio.

Otra explicacion de la ausencia de aprendizaje para los peces timidos es que el color
reforzado en este estudio fue el rojo, mientras que en la réplica anterior se utilizo el color verde
(BUENHOMBRE et al., 2022). Dos estudios recientes (GATTO et al., 2020; SANTACA et al.,
2021) que utilizaron una configuracién similar para el entrenamiento de discriminacion de
colores encontraron que los peces poseian una mejor discriminacion hacia el color verde que
hacia el rojo. Igualmente, como se utilizaron diferentes baches de peces entre replicas,
numerosos factores de desarrollo, ambientales y relacionados con las pruebas pudieron afectar
los resultados experimentales (STEWART et al., 2015). Por ende, serd importante para estudios
posteriores tener en cuenta que el pez cebra no aprende todas las discriminaciones con la misma
velocidad y precision (por ejemplo, ellos pueden discriminar mejor el tamafio de los objetos
que su forma o color) (SANTACA et al., 2021) y que este tipo de aprendizaje puede ser afectado

por la personalidad.

En consecuencia, tampoco se encontraron diferencias de SJC para los peces
timidos-reactivos de acuerdo con la premisa de un aprendizaje discriminativo previo como
prerrequisito para esta prueba (BETHELL, 2015; MENDL; PAUL, 2020). No obstante, este
resultado da cierta robustez a los resultados encontrados en una réplica anterior
(BUENHOMBRE et al., 2022) donde peces caracterizados como osados-proactivos
aprendieron la tarea de discriminacion de colores y en consecuencia presentaron un sesgo
cognitivo en respuesta a modificaciones ambientales, mientras que en este estudio no se observo

ningun sesgo.

Desafortunadamente dado que los peces de este experimento no presentaron SCJ
no pudimos observar hasta que punto la personalidad influencio6 el SCJ en pez cebra. Por lo cudl
para estudios posteriores se recomendaria un entrenamiento mas largo, el uso de los peces de
un mismo bache y el uso de diferentes estimulos durante el entrenamiento de discriminacion
visual. De esta forma se podrian discernir los posibles efectos de la personalidad sobre el SIC
en pez cebra, como ocurre en otras especies (ASHER et al., 2016; LECORPS; WEARY; VON
KEYSERLINGK, 2018; ROSS et al., 2019).
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Adicionalmente, la prueba de claro oscuro mostré que los peces que en su mayoria
fueron catalogados como timidos-reactivos y que recibieron una ganancia suUbita de
enriquecimiento ambiental estructural presentaron mas comportamientos relacionados a la
ansiedad (menor porcentaje de tiempo en el area blanca) que los peces alojados con
enriquecimiento estructural constante. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en
nuestra replica anterior donde la mayoria de los peces fueron catalogados como osados-
proactivos (BUENHOMBRE et al., 2022). Resultados equivalentes también han sido
reportados para el uso de enriquecimiento ambiental, donde el uso de este redujo los
comportamientos relacionados a la ansiedad en el pez cebra cuando fueron medidos a través de
la prueba de claro oscuro (MANUEL et al., 2015a; MAXIMINO et al., 2010b). De manera
similar en otras especies se han evidenciado una reduccion de comportamiento relacionados a
la ansiedad como resultado del enriquecimiento independientemente del tipo de personalidad
evaluado (LALOT et al., 2017b; ROSS et al., 2019).

Finalmente, para la prueba de claro oscuro encontramos que los peces osados-
proactivos presentaban una menor cantidad de conductas de ansiedad que los peces timidos-
reactivos. Lo cual corrobora los resultados obtenidos mediante el analisis de la personalidad.
De manera similar varios estudios han encontrado que los peces con personalidad catalogada
como reactiva muestran mayor cantidad de comportamientos relacionados a la ansiedad cuando
fueron testeados mediante la prueba del tanque novedoso (BAKER; WONG, 2019; TOMS;
ECHEVARRIA, 2014; TUDORACHE; SCHAAF; SLABBEKOORN, 2013; WONG et al.,
2012; WONG; FRENCH; RUSS, 2019). Hasta ahora no conocemos estudios adicionales que
hayan evaluado esto mediante el test de claro oscuro, por ende, este seria el primer estudio que

compara los resultados de esta prueba y la personalidad en pez cebra.
Conclusion

En conclusion, pudimos observar que existen varias interacciones entre la
personalidad y el aprendizaje de discriminacion visual de dos colores. Especificamente,
observamos que un grupo de peces donde la mayoria de los individuos se catalogaron como
osados-proactivos obtuvieron una mayor tasa de aprendizaje que individuos catalogados en su
mayoria como timidos-reactivos. Adicionalmente no se evidenciaron diferencias para peces
mantenidos en condiciones enriquecidas o estériles para la tarea de discriminacion visual
independientemente del tipo de personalidad. También mostramos que los comportamientos de
ansiedad fueron afectados por una modificacién ambiental y por la personalidad, encontrando

comportamientos mas ansiosos para un aumento subito del enriquecimiento y para peces
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timidos reactivos, respectivamente. Desafortunadamente no pudimos evaluar los efectos sobre
SJC en este estudio, debido a que los peces no alcanzaron el criterio minimo de aprendizaje
para poder realizar esta prueba. Por ende, se recomienda incrementar el tiempo y/o modificar
el protocolo de entrenamiento y los estimulos a utilizar para que peces timidos-reactivos
aprendan esa tarea. Lo anterior permitird evaluar posteriormente si existen efectos de la
personalidad sobre el SJC, si el pez cebra solo responde a las manipulaciones ambientales o si

existen posibles interacciones entre la personalidad y el enriquecimiento ambiental estructural.
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4. DISCUSION GENERAL

El pez cebra es un excelente modelo de estudio del bienestar animal ya que su
ambiente es facil de modificar en condiciones de laboratorio. Lo cual permite simular diferentes
condiciones ambientales para luego evaluar como estas afectan su bienestar. Por ejemplo,
manipulaciones ambientales antagonistas y de larga duracién han inducido o reducido con éxito
las respuestas de estrés y calidad de vida del pez cebra. Tal es el caso del enriquecimiento
ambiental (EA) el cual generalmente reduce los comportamientos relacionados con la ansiedad
y mejora la inmunidad, mientras que el estrés crénico impredecible (ECI) y estresores de baja
intensidad relacionados con condiciones estandar del acuario (vibraciones, diferentes colores
de fondo, diferentes tipos de luz e intensidad de luz, etc.) generan efectos opuestos. No obstante,
el enriquecimiento ambiental no siempre funciona de la forma deseada y atn se desconocen los
mecanismos por los cuales este produce efectos benéficos sobre el comportamiento y el
bienestar animal (BUENHOMBRE et al., 2021).

Hoy en dia la respuesta conductual y fisioldgica del pez cebra como modelo de
ansiedad se encuentra bastante estandarizada y ha sido ampliamente evaluada
(BUENHOMBRE et al., 2021; COLLIER; KALUEFF; ECHEVARRIA, 2017; SONG et al.,
2018; STEWART et al., 2012). Lo que proporciona una serie de pruebas valiosas para la
estimacion del efecto de las modificaciones ambientales como el EA 'y el ECI sobre el bienestar
de esta especie. No obstante, actualmente el bienestar animal no puede entenderse solo como
la ausencia de estados emocionales negativos, sino como el balance positivo entre los diferentes
estados emocionales evaluados en un animal (GREEN; MELLOR, 2011; MENDL; PAUL,
2020; PAUL et al., 2020; PAUL; MENDL, 2018). Por lo tanto, nuevos paradigmas son

necesarios para esta evaluacion.

Existen algunos comportamientos como la formacion de un cardumen cerca de la
superficie del agua “cardumen elevado” (FRANKS; GRAHAM; VON KEYSERLINGK, 2018)
0 las pruebas de preferencia (DEPASQUALE; STURGILL; BRAITHWAITE, 2020) como
indicadores positivos de bienestar animal. No obstante, el primero solo ha sido reportado en
condiciones seminaturales y acuarios de tamafio considerablemente mas grandes que los
utilizados normalmente en condiciones de laboratorio (FRANKS; GRAHAM; VON
KEYSERLINGK, 2018). Las pruebas de preferencia por otra parte dan una buena primera
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indicacion de como se sienten y estan los animales, pero puede haber dificultades para
interpretar los resultados. La preferencia puede ser afectada por las experiencias previas, la
escogencia puede ser el menor de los males o un lujo, las preferencias a corto plazo pueden
entrar en conflicto con el bienestar a largo plazo y los animales no siempre escogen lo que es
mejor para su bienestar (DUNCAN, 1992).

Para solventar los problemas de los escasos indicadores conductuales positivos y
las fallas en la interpretacion de las pruebas de preferencia, una métrica alternativa que ha
surgido en otras especies como indicador de los estados emocionales y por ende del bienestar
animal, es el sesgo cognitivo, que evalUa la relacion entre emociones y cognicion (BURMAN,;
MENDL, 2018; HARDING; PAUL; MENDL, 2004; MENDL; PAUL, 2020; PAUL;
HARDING; MENDL, 2005). Los estudios de estas pruebas cognitivas en mamiferos han
mostrado resultados prometedores (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; CLEGG, 2018;
ROELOFS et al., 2016). Sin embargo, otros grupos taxonémicos como el pez cebra no han sido
objeto de esta investigacion (BETHELL, 2015) y por lo tanto, la aplicabilidad de las pruebas
cognitivas para evaluar los estados afectivos en esta especie esta aun por ser determinada.
Aunque estudios recientes en ciclidos parecen demostrar que al menos el paradigma del sesgo
de juicio cognitivo (que mide la respuesta de un animal frente a un estimulo ambiguo entre dos
previamente entrenados, basado en su experiencia y estados emocionales previos) puede ser Util
en peces (LAUBU; LOUAPRE; DECHAUME-MONCHARMONT, 2019).

Por consiguiente, en los articulos de esta tesis, conducimos varios estudios
empiricos para investigar el efecto del enriquecimiento ambiental estructural sobre el bienestar
animal del pez cebra como modelo. Evaluando si la prueba de sesgo del juicio cognitivo podia
ser utilizada como indicador de los estados emocionales resultantes de las diferentes
modificaciones ambientales en esta especie. También evaluamos comportamientos
relacionados a la ansiedad (escototaxia y congelamiento) para determinar que tanto estas

conductas covariaban con la prueba de sesgo cognitivo.

Por lo general el EA suele considerarse una experiencia positiva, que reduce la
respuesta de estrés, no obstante, con el tiempo este puede generar cambios fisiol6gicos
consistentes con estrés leve, por ejemplo, secrecion elevada de cortisol (CORT), aumento de la
masa suprarrenal, etc. (BUENHOMBRE et al., 2021; SMAIL et al., 2020). Por ende, mas que
producir una disminucion del estrés como tal, parece que el EA mas bien prepara a un animal
para hacer frente a los factores estresantes y viceversa. Actuando como un estresor leve en un

espectro entre demasiada ECI y muy poca (condiciones estandar) intensidad (BUENHOMBRE
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et al., 2021; COLDITZ; HINE, 2016; SMAIL et al., 2020). Por ejemplo, la exposicion en la
vida temprana tanto a EA como a estresores leves mejoran el aprendizaje (DEPASQUALE et
al., 2016; SPENCE; MAGURRAN; SMITH, 2011) y reduce las respuestas relacionadas con la
ansiedad (ABREU et al., 2018; DEPASQUALE et al., 2016; SHAMS et al., 2018). Por ende,
mas all& de un aumento en la complejidad del ambiente, el EA podria entenderse como una
exposicion controlada a estresores que genera una respuesta adaptativa y beneficiosa,
incrementando la resiliencia al estrés o la capacidad para que el animal se recupere rapidamente
del impacto de los factores estresantes fisicos, sociales y de enfermedad (COLDITZ; HINE,
2016; LIU et al., 2018; MAGALHAES et al., 2019).

Adicionalmente, esta bien establecido en humanos y mamiferos que los factores
cognitivos desempefian un rol importante en el desencadenamiento de la respuesta al estrés
(también conocido como teoria de la evaluacion cognitiva), pero esto se ha estudiado muy poco
en otros taxones de vertebrados. Recientemente algunos estudios demuestran que la
predictibilidad es un factor clave de la evaluacidén cognitiva de los estimulos y que esta
evaluacion del estimulo por parte del individuo, es quizd mas importante para el
desencadenamiento de una respuesta emocional que las caracteristicas intrinsecas del estimulo
en si (CERQUEIRA et al., 2017, 2020; MILLOT et al., 2014). Por ende, otro factor clave a
analizar en los estudios de enriquecimiento ambiental es la percepcion del individuo de los

diferentes estimulos ambientales utilizados.

Dado lo anterior en esta tesis decidimos no solo evaluar la presencia y ausencia de
enriguecimiento ambiental estructural, sino también los efectos de su pérdida o ganancia de
manera subita (impredecible) o gradual (predecible). En los resultados de nuestra investigacion
no encontramos efectos puntuales para la presencia o ausencia de enriquecimiento, sin embargo,
encontramos diferencias significativas para la ganancia subita y la perdida gradual de
enriquecimiento en comparacién con condiciones constantes 0 una ganancia de
enriquecimiento gradual, lo que concuerda parcialmente con la teoria de la evaluacion cognitiva
(CERQUEIRA et al., 2017, 2020). Al parecer la forma de presentacion del EA mas que su
presencia como tal, fue lo que consiguid modificar las respuestas conductuales evaluadas en

esta tesis.

No obstante, es importante recalcar que el tiempo de duracion del enriquecimiento
ambiental en nuestro estudio fue relativamente corto (16 dias), comparado con otros estudios
que lo han realizado por largos periodos de tiempo (24 meses) (MANUEL et al., 2015a). Tal

vez un mayor tiempo de exposicion sea necesario para generar efectos adicionales sobre los
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estados emocionales y las respuestas conductuales relacionadas en este pez, como se ha
observado en otros estudios de mayor duracion (BUENHOMBRE et al., 2021; NASLUND;
JOHNSSON, 2016b; STEVENS; REED; HAWKINS, 2021). Otro aspecto que pudo afectar los
resultados de la tesis de forma importante fue la experiencia previa del animal. Todos los peces
del estudio estuvieron durante un tiempo prolongado en acuarios estériles y condiciones de
aislamiento antes del estudio, sin embargo, ninguno de ellos experimento previamente
condiciones de enriquecimiento ambiental en grupo, lo cual pudo influenciar sus respuestas
(LIEGGI et al., 2019).

Adicionalmente no encontramos evidencia que indicara que los resultados del sesgo
cognitivo covariaran por completo con las conductas relacionadas a la ansiedad evaluadas
(escototaxia y congelamiento). Lo cual indicaria que tal vez las manipulaciones ambientales
utilizadas no causaron cambios en el estado afectivo de la forma deseada para generar el sesgo
observado (MENDL et al., 2009). En la mayoria de los estudios que evallan sesgo cognitivo,
la l6gica de la manipulacion del estado afectivo, es utilizar las mismas o manipulaciones
similares a aquellas previamente testeadas mediante pruebas convencionales y que han
producido cambios conductuales y fisioldgicos relacionados a un estado emocional (MENDL
et al., 2009). Tal es el caso de la inclusion de enriquecimiento y la disminucion de
comportamientos de ansiedad en el claro oscuro o el tanque novedoso (BLASER;
ROSEMBERG, 2012; COLLYMORE; TOLWANI; RASMUSSEN, 2015b; MAXIMINO et
al., 2012). Por ende, se espera cierta relacion entre el sesgo cognitivo y la prueba convencional
que midio la manipulacion originalmente (MENDL et al., 2009).

Por otra parte, también podria ser que la prueba del SJIC no detecto los efectos del
positivos del enriquecimiento ambiental (reduccién de escototaxia), pero si fue capaz de
detectar los estados emocionales negativos del pez, de forma muy similar a la respuesta de
claro/oscuro. Ya que una ganancia subita (impredecible) de enriquecimiento ambiental produjo
un sesgo cognitivo negativo y concomitantemente se evidencio mas escototaxia en los peces.
Quiza al igual que en otras especies esta prueba detecta mas facilmente estados emocionales
negativos que positivos (BACIADONNA; MCELLIGOTT, 2015; ROELOFS et al., 2016).

Adicionalmente son muy pocos los estudios que han evaluado cambios
concomitantes del SJC con otras pruebas convencionales para medir estados afectivos y
confirmar el efecto predictivo de este sesgo. Dentro de estos, por ejemplo, ratas expuestas a
viviendas impredecibles parecian estar menos ansiosas, como lo indica el campo abierto y la

prueba de laberinto en cruz y mostraron respuestas mas optimistas en la tarea de SJC (Parker,
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2008). No obstante, otros estudios no encontraron esa relacion (MENDL et al., 2009).
Incluyendo un experimento similar al nuestro en aves donde tampoco se encontrd que el sesgo
de juicio cognitivo covariara con una respuesta que evaluaba el miedo (ROSS et al., 2019). Lo
que puede indicar que las respuestas de disminucion de ansiedad que no son detectadas por el
sesgo cognitivo siguen mecanismos diferentes a pesar de que ambos involucren la evaluacion
de estimulos. El sesgo cognitivo midiendo una respuesta voluntaria de control cognitivo
ejecutivo (IYASERE et al., 2017) y la prueba de claro/oscuro una respuesta refleja involuntaria
(MAXIMINO et al., 2010b). Adicionalmente, en pez cebra se ha encontrado que diferentes
pruebas evocan diferentes comportamientos y pueden estimular diferentes vias neuroldgicas,
incluso cuando las pruebas estdn midiendo conductas relacionas a el mismo estado emocional
(BLASER; ROSEMBERG, 2012; MAXIMINO et al., 2012). De manera similar, ningin
paradigma captura adecuadamente toda la informacion necesaria para interpretar los resultados
de ansiedad (COLLYMORE; TOLWANI; RASMUSSEN, 2015b).

Si bien la capacidad del EA para contrarrestar las alteraciones de la conducta
relacionadas con el estrés y mejorar la calidad de vida en un animal es prometedora, es
importante mencionar que el EA es un paradigma complejo de modelar por sus maltiples
elementos, donde cada elemento puede afectar de forma diferente las respuestas evaluadas. Por
ejemplo, existen diversos tipos de enriquecimiento ambiental (social, estructural, auditivo,
alimenticio, cognitivo, etc.), condiciones heterogéneas entre acuarios (dimensién, disefio,
dinamicas sociales , densidad de poblacion, etc.), la cantidad e intensidad de los items utilizados
difiere entre estudios, la duracion de exposicion puede variar de dias a meses, los efectos de esa
exposicion pueden ser diferentes de acuerdo con el periodo ontogénico evaluado y existen
diferencias importantes en las respuestas evaluadas de acuerdo a la especie, raza, linea genética
y diferencias individuales como el sexo y la personalidad (BUENHOMBRE et al., 2021;
LIEGGI et al., 2019; STEVENS; REED; HAWKINS, 2021). Todos estos elementos dificultan
establecer cudles son los mecanismos mediante los cuales el EA genera una experiencia positiva
y promueve la resiliencia al estrés. Igualmente, toda esta heterogeneidad ha generado respuestas
inconsistentes entre los pocos estudios que han evaluado este paradigma en el pez cebra
(BUENHOMBRE et al., 2021).

En consecuencia, en la presente tesis nos propusimos evaluar uno de los elementos
que pueden modificar las respuestas conductuales frente al enriquecimiento ambiental; la
personalidad. También decidimos evaluar esta diferencia individual por que varios estudios han

encontrado que la personalidad puede modificar el sesgo de juicio cognitivo en varias especies.
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No obstante evaluar los efectos e interacciones de la personalidad, el enriquecimiento ambiental
y el sesgo cognitivo resulto ser un desafio. Solo conseguimos el condicionamiento de
discriminacion visual requerido para realizar posteriores pruebas de sesgo de juicio en peces
categorizados como osados-proactivos. Los peces catalogados como timidos-reactivos no
lograron este condicionamiento y por ende no pudimos comparar la respuesta de sesgo
cognitivo de acuerdo con el tipo de personalidad a pesar de que el mismo protocolo fue utilizado
para ambos tipos. Sin embargo, estas respuestas indican que existen diferencias individuales
importantes para este tipo de tarea cognitiva y muy probablemente sobre el sesgo cognitivo
como tal. Resultados similares han encontrado que peces clasificados como reactivos
evidencian un tiempo més prolongado para generar un condicionamiento apetitivo (BAKER,;
WONG, 2019).

Asimismo, existe la posibilidad de que los estimulos entrenados presentaran sesgos
de aprendizaje, ya que algunos estudios recientes han encontrado que el color verde es mas fécil
de entrenar que el color rojo (GATTO et al., 2020; SANTACA et al., 2021), lo que también
pudo influir sobre la capacidad de discriminacién visual de los peces timidos reactivos que

fueron entrenados para responder al rojo mientras que los osados lo hicieron en el verde.

Para la respuesta de claro/oscuro la diferencia en escototaxia reflejo lo esperado,
encontrando que peces timidos presentan mas conductas de este tipo y por ende mas ansiedad.
Ademas, los resultados encontrados para esta prueba fueron muy similares entre las dos réplicas
evaluadas en la tesis, lo que indica que esta prueba es bastante sensible para evaluar cambios
en las modificaciones ambientales, independientemente de la personalidad. Adicionalmente, la
prueba de claro/oscuro no requirié condicionamiento previo y por lo tanto, fue mucho mas facil

de implementar.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

Los datos proporcionan cierta evidencia de que el enriquecimiento ambiental
estructural y la forma en que este se presenta pueden alterar el sesgo cognitivo y los
comportamientos similares a la ansiedad del pez cebra. Adicionalmente se muestra que la
aplicacion de técnicas de sesgo de juicio cognitivo desarrolladas para humanos, otros
mamiferos e inclusive otros teledsteos no es tan sencilla de establecer, ni los resultados tan
intuitivos de interpretar. Los datos demuestran que la prueba de claro oscuro es bastante
sensible a ciertas modificaciones ambientales independientemente del tipo de personalidad.
Ademas, esta prueba parece ser un mejor indicador que el sesgo de juicio para detectar cambios

en el comportamiento debido a la manipulacion de la vivienda y es mas facil y rapida de evaluar.

Esta tesis es una primera aproximacion al uso del sesgo cognitivo para la evaluacion
de los efectos del enriquecimiento ambiental y los estados emocionales del pez cebra. Por ende,
los métodos estudiados aqui para manipular y evaluar los estados afectivos del pez cebra deben
optimizarse y validarse ain méas. Igualmente, en esta tesis solo se evalué un tipo de sesgo
cognitivo; el sesgo de juicio cognitivo o toma de decisiones. Por lo tanto, los sesgos sobre la

atencion y la memoria estan aun por ser evaluados en esta especie.

Para el sesgo de juicio cognitivo se recomienda mejorar las condiciones control
(condiciones constantes) alterandolas (e.g., moviendo elementos, pero manteniendo constante
el enriquecimiento). Esto ayudaria a corroborar que tanto la percepcion de los estimulos méas
que sus caracteristicas intrinsecas influencian las respuestas evaluadas. Asimismo, vale la pena
evaluar un disefio cruzado donde el pez cebra que ha experimentado un entorno enriquecido se
aloja luego en un entorno estéril para volver al enriquecimiento o viceversa. Esto podria dar
mas claridad a los efectos de la adicion o pérdida de enriquecimiento sobre el bienestar de los
peces. También se recomienda mejorar la manipulacion afectiva que precede al SJC,
aumentando el tiempo de exposicion a las manipulaciones ambientales. Con respecto a la
experiencia previa seria importante colocar a los peces en condiciones enriquecidas y estériles
antes del experimento, lo que ayudaria a dilucidar si la habituacion o la novedad juega un papel

importante en las respuestas evaluadas.

Igualmente seria interesante evaluar el efecto de un estrés crénico impredecible

versus el efecto del enriquecimiento ambiental y condiciones estandar de laboratorio. De esta
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manera se podria corroborar o contradecir la hipdtesis de “inoculacion del estrés” donde el
enriquecimiento actuaria como un estresor leve que generaria un nivel 6ptimo de estimulacion

capaz de promover la resiliencia al estrés.

Con respecto al condicionamiento previo al SJC se recomienda evaluar varios
aspectos de este. Utilizando por ejemplo diferentes clases de estimulos (espacial, olfativo,
auditivo) a los utilizados en este estudio (visual de dos colores), determinando su facilidad de
entrenamiento y analizando que tan factible es establecer su ambigiiedad. A la par seria
importante corroborar que el nuevo tipo de sefiales no presenten sesgos de aprendizaje. Ademas,
seria Gtil comparar un tipo de aparato, tarea y esquemas de refuerzo y castigo diferentes a los

de nuestro estudio.

Finalmente, las influencias de la raza, el sexo y la personalidad deben evaluarse y
correlacionarse en experimentos futuros. Para evaluar el efecto de la personalidad sobre el juicio
cognitivo, recomiendo realizar el condicionamiento de discriminacion y establecer el protocolo
de entrenamiento primero sobre los peces reactivos, para luego replicar esto en los proactivos.
Lo anterior debido a que aparentemente el aprendizaje de este tipo de tareas es méas lento en
peces reactivos. Esta es la primera vez que un estudio en animales investiga si estas medidas
conceptualmente similares estdn relacionadas empiricamente. Por ende, los resultados
encontrados para la personalidad en este estudio son un primer acercamiento y los paradigmas

utilizados deben optimizarse y validarse ain mas.



191

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El estudio realizado es una aproximacion inicial a una linea de investigacion de bajo
costo, con posibilidad de manipular muchas de las variables que afectan el bienestar de los
peces y otros animales, permitiendo realizar varias homologias y analogias entre especies. No

obstante, como aproximacion inicial presento varias limitaciones a mejorar.

Uno de los factores limitantes més importantes es que solo pudimos capturar la
valencia negativa, por ende, es muy importante mejorar la metodologia empleada para generar
y estudiar el sesgo cognitivo positivo. Para ello seria interesante en futuros estudios utilizar
ambientes seminaturales o realizar una exposicion mas prolongada al enriquecimiento
ambiental estructural u otro tipo de enriquecimiento. Por otra parte, ya que el pez cebra es muy
sensible a las principales clases de farmacos neurotropicos clinicamente activos, se podrian usar

farmacos anxioliticos o antidepresivos para modular el sesgo cognitivo positivo.

Igualmente debido a limitaciones de tiempo y disponibilidad de recursos, en este
estudio no pudimos realizar mediciones neuroendocrinas. No obstante, seria interesante realizar
la medicién de la actividad cerebral en areas analogas a las involucradas en los procesos de
recompensa, aversion y memoria del cerebro de los mamiferos, a saber, la zona medial del area
telencefalica dorsal (supuesta estructura homéloga de la amigdala) y la zona lateral del area
telencefalica dorsal (supuesta estructura homdloga del hipocampo). Seria de especial interés
medir la expresion inmediata de ARNm de genes, evaluando cortes de telencéfalo cerebral a
través de secciones coronales en las areas antes mencionadas, ya que este pez presenta elevacion
comprobada de c-fos en respuesta a comportamientos relacionados a la ansiedad (Para mas
informacidn ver articulo | de esta tesis). También se podrian utilizar pruebas y ensayos que
analicen niveles de serotonina y dopamina en este pez, ya que al igual que en los humanos, la
habénula del pez cebra influye en la liberacion de serotonina y dopamina. Como se observa la
estructura y la morfologia de los cerebros de pez cebra son comparables a las de otros
mamiferos y tanto la estructura a nivel macro como las células a nivel micro comparten
elementos con los humanos (Para méas informacion ver articulo | de esta tesis) que pueden

modularse y observarse para evaluar sus estados emocionales y bienestar.

De manera similar seria importante evaluar la actividad del eje hipotalamico

pituitario interrenal el cual es homologo al eje hipotalamico pituitario adrenal en humanos, con
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el cortisol siendo la hormona més importante en ambas especies. Esté respuesta neuroendocrina
conservada entre el pez cebra y los humanos lo posicionan cémo un médelo Unico para evaluar
las respuestas mediadas por respuestas de estrés o en este caso como parte del enriquecimiento
ambiental. Por ende, seria interesante su medicién a través de cortisol en cuerpo completo,
venas de la cola o el tronco o directamente en el agua. (Para mas informacion sobre actividad

neuroendocrina en esta especie leer articulo | de esté tesis).

Otro aspecto limitante de este estudio fue el uso de adultos obtenidos de forma
comercial, lo cudl no permitio conocer la influencia de la historia de vida de los animales sobre
los efectos del enriquecimiento ambiental y la prueba de sesgo cognitivo, ni evaluar las etapas
de larva y juvenil. De forma similar la compra comercial no permitié obtener poblaciones
homogéneas con una determinada dimension de personalidad para inferir la influencia de esta
sobre el sesgo cognitivo y el aprendizaje. Relacionado a lo anterior se podrian examinar otras

influencias individuales como el sexo en estudios futuros.
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Behaviour spectrum between too much (UCS) and too little (standard stress i ity or stimulation, would
reduce the incoasistencies of these outcomes. It would also help explore the mechanism behind stress resilience
and to standardise EM protocols. Thus. this review critically aalyses and knowledge 2 aver the
last decade coocerning envi dati for zebrafish and the infl es that sex, strain, and per
somality may have on bebavioural, ph)'xiologsﬂL and fitness-related responses.

1. Introduction interactions (Demin et al., 2019 Toms and Echevarria, 2014). Thus,

Stress and quality of life are significant concerns among researchers
interested in preclinical models of stress-related | disord
(Crofton et al., 2015; Demin et al., 20200 Santarelli ef al, 2014) and
animal welfare (Colditz and Hine, 2016). In general, stress resilience and
good quality of life are two related terms, associated with maintaining
normal physiological and behavioural parameters of stress or rapid re-
turn to baseline after a challenge (DePasquale e1 al, 2016). Conse-
quently, they are also associated with an increment in health and
biological fitness due to a better adaptation to sub

cons\derlng individual diﬂemnos (sex and personality), strain and
envi al factors altogether, it is crucial to improve our under-
standing of stress resilience and quality of life in zebrafish.

The impact of multiple genetic and envi | factors and indi-
vidual differences on behavioural and physiological phenotypes of stress
has been widely studied in various animal models, particularly in ro-
dents (e.g. Magalhaes et al, 2019; Song et al., 2016). However, a
broader spectrum of animals studied could advance the lational
relevance of stress mode!s by providing key overlapping features and

(Colditz and Hine, 2016).

Moreover, the interaction of genetic and environmental factors
strongly influences these and other related biological traits such as
physiology, behaviour, health, and fitness in zebrafish (Danio rerio)
(Song e1 al, 2016; Volgin e1 al, 2019). Likewise, personality (consis-
tency in behaviour and physiology across time and context) (Toms and
Echevartia. 2014) shapes the biological responses of zebrafish. And in
turn, it influences and is infl ed by envir | and genetic
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biclogical function mec i cmavedaaossspeclm((,.-l ai, 2020).
Thusxebraﬁshcouldbea ising y preclinical model
that would offer many overlylng sm oonvergences and differences.
For instance, in parallel with its complex behaviour, the endocrine
response of zebrafish makes it particularly useful for translational stress
research because of its similarities with humans, such as employing
cortisol rather than corticosterone as rodents do (Egan et al, 2009). It
has also become a popular model in several fields due to its multiple
research advantages (Kaluedl ¢t al. 2014).
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improves k=aming in maze inals and increases health and biological fimess. However,
oertain types of ensichment or certain conditions induoe the opposie effects. Therefone,
it is essental to shudy the characienstics of emaronmental ennchment that modulabe
these effects. This study aims o investigate if siuciural ersironmental ennchment and
the wayy it is offered influence cognitive judgement bias and andety-kke befhaviowrs in
aduh zetwafish. The fish were assigned o s howsing manipulations: constant bamen,
oonstant ennichment, gradual gain of ennchment, graduad loss of enrichment, sudden
gain of ennchment and sudden loss of enrichment. We then ransposed the cognitive
judgment bias paradigm, formery used in sludies on ofher animals o measuee the link
between emotion and cognition, to objecively assess the impact of thess
manipulations on the zebwrafish's interprefabion of ambiguous smuli, considering
previcus expenences and rdated emotonal states. We used two bafery bests
(light'dark and actisity tesis), which measured ariety-related behaswiours o cheds if
these tests oovariale with cognithe bias resubs. The fish with a sudden gain in
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Aiso, the fish that expenenced a sudden gain and a gradual loss in ennchment showed
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CERTIFICADO

Certificamos gue a proposta intitulada "Paulistinha (Danio rerio) como modelo comportamental e fisioldgico para o estudo das
emocdes e o humor nos animais. *, protocolada sob o CEUA n® 9868261118 o co1070), 50D a responsabilidade de Amauri Gouveia
Junior e equipe; Jhon Jairo Buenhombre - que envolve a producdo, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem coma com as normas editadas pele Conselho
MNacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA) na reunido de 07/02/20149.

We certify that the proposal "Zebrafish (Danio rerio) as a behavioural and physiological model for investigating animal s emotions
and mood. “, utilizing 128 Fishes (males and females), protocol number CEUA 9868261118 o oowo7oy, under the responsibility of
Amauri Gouveia Janior and team; Jhon jairo Buenhombre - which involves the production, maintenance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Para (CEUA/UFPA) in the meeting of 02/07/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 02/2019 a 12/2019 Area: Teoria E Pesquisa do Comportamento

QOrigem: N&o se aplica

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1a 3 meses N 128
Linhagem: Danio rerio Peso: 5alg

Local do experimento: Laboratdrio de Neurociéncias e Comportamento (LabNec), localizado no Nicleo de Teoria e Pesquisa do
Comportamento (NTPC).

Belém, 12 de fevereiro de 2019

M Ui B 17 J“WQ‘AW

Profa. Dra. Maria Vivina Barros Monteiro Profa. Dra. Vanessa Joia de Mello
Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Para Universidade Federal do Para



ANEXO D.
Anexo D -Datos suplementarios.
ESTADISTICA DESCRIPTIVA PARA TEST DE MEMORIA
Ultimo Ultimo
Memoria 4 | entrenamiento | Memoria 4 | entrenamiento
Dias Verde verde Dias Verde rojo
N 27 27 27 27
Minimo 66,67 64 0 0
25%
Percentil 81,67 81 10 9
Mediana 85,86 86 13,33 14
75%
Percentil 90 90 16,67 19
Maximo 99 100 30 36
Rango 32,33 36 30 36
Promedio 85,44 84,54 13,14 14,94
Desviacion
Estandar 7,823 8,198 7,101 8,72
Error del
promedio 1,506 1,578 1,367 1,678
Test Estadistico Test Estadistico
thmeomvgzge Ultimo rojo -
Memoria rojo
verde
Z -,168P Z -,481P
Asymp. Sig. Asymp. Sig.
(2-tailed) 0,866 (2-tailed) 0,631

ESTADISTICA DESCRIPTIVA PARA TEST DE MEMORIA Y AMBIGUEDAD

Memoria Memoria Memoria | Memoria Rojo-
Verde Puro | Verde-amarillo | Rojo Puro amarillo

N 27 27 27 27
Minimo 66,67 5,43 0 6,45
25%
Percentil 81,67 26,45 10 17,55
Mediana 85,86 30,43 13,33 20,56
75%
Percentil 90 34,69 16,67 24,03
Méaximo 99 48,26 30 32,27
Rango 32,33 42,83 30 25,82
Promedio 85,44 30,49 13,14 20,22
Desviacion
Estandar 7,823 8,32 7,101 6,032
Error del
promedio 1,506 1,601 1,367 1,161

Test Estadisti

Cco

Memoria
Verde

Memoria Rojo
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{\//lvi?tﬂey U 0 156
Wilcoxon W 378 534
z -6,307 -3,607
Goaiod) 0 0

ESTADISTICA DESCRIPTIVA DURACION ESTADISTICA DESCRIPTIVA LATENCIA

ENRIQUECIMIENTO | ESTERIL ENRIQUECIMIENTO | ESTERIL
N 12 12 N 12 12
Minimo 51,45 58,2 Minimo 0,9982 0,8982
25% 25%
Percentil 66,86 66,65 Percentil 1,262 1,684
Mediana 68,68 71,23 Mediana 1,8 2,618
75% 75%
Percentil 72,85 75,44 Percentil 4,985 7,373
Maximo 76,07 77,98 Maximo 10,76 13,35
Rango 24,62 19,79 Rango 9,761 12,45
Promedio 67,27 70,69 Promedio 3,1 4,608
Desviacion Desviacion
Estandar 7,562 5,729 Estandar 2,923 3,81
Error del Error del
promedio 2,183 1,654 promedio 0,8437 1,1
DURATION LATENCIA
Test Estadistico Test Estadistico
N 67 N 68
Chi-Square 71,125 Chi-Square 165,583
df 11 df 11
Asymp. Sig. 0 Asymp. Sig. 0
a. Friedman Test a. Friedman Test
ESTADISTICA DESCRIPTIVA SESGO COGNITIVO
Ganancia Constante Constante Ganancia Perdida
subita Perdida subita EE Esteril gradual gradual

N 12 12 12 12 10 10
Minimo 9,68 12,32 12,3 28,61 26,43 12,79
25%
Percentil 17,07 29,13 29,09 37,06 27,04 18,68
Mediana 24,43 34,77 35,18 40,22 31,91 34,59
75%
Percentil 29,08 39,89 39,79 42,97 37,07 4411
Maximo 50,63 48,85 42,09 60 40,85 45,13
Rango 40,95 36,53 29,79 31,39 14,42 32,34
Promedio 24,52 33,89 33 40,31 32,62 31,37
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Desviacion
Estandar 10,69 9,497 8,631 8,091 5,208 12,27
Error del
promedio 3,085 2,742 2,491 2,336 1,647 3,879
ANOVA SESGO COGNITIVO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica Sig.
VERDE Entre grupos 118,659 5 23,732 0,653 0,660
AMARILLO Dentro de
MEDIO grupos 2253,353 62 36,344
Total
2372,012 67
XI\E/IRAgIIELLO Entre grupos 993,185 5 198,637 3,033 0,016
Dentro de
ESQUINA — ripos 4061,058 62 65,501
Total 5054,242 67
ilaJA% Lo Entre grupos 407,539 5 81,508 2,928 0,019
Dentro de
MEDIO grupos 1725,926 62 27,838
Total
2133,465 67
ROJO Entre grupos
AMARILLO 541,538 5 108,308 1,914 0,105
ESQUINA Dentro d
entro ae
grupos 3508,193 62 56,584
Total 4049,731 67
VERDE Entre grupos 1532,798 5 306,560 3,528 0,007
AMARILLO
Dentro de
grupos 5387,140 62 86,889
Total 6919,938 67
ROJO Entre grupos 1532,798 5 306,560 3,528 0,007
AMARILLO
Dentro de
grupos 5387,140 62 86,889
Total 6919,938 67
ESTADISTICA DESCRIPTIVA CLARO/OSCURO
Ganancia Constante Constante Ganancia Perdida
subita Perdida subita EE Esteril gradual gradual
N 12 12 12 12 10 10
Minimo 0 0,02 0,13 0,1 0,1 0,01
25%
Percentil 0,0575 0,12 0,1875 0,1875 0,2025 0,0525
Mediana 0,125 0,185 0,32 0,26 0,3 0,19
75%
Percentil 0,1625 0,2775 0,4875 0,3075 0,3525 0,2825
Méaximo 0,43 0,76 0,6 0,32 0,41 0,34
Rango 0,43 0,74 0,47 0,22 0,31 0,33
Promedio 0,1333 0,2333 0,3408 0,2425 0,277 0,172
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Desviacion
Estandar 0,1078 0,1927 0,1633 0,072 0,1053 0,1198
Error del
promedio 0,03112 0,05564 0,04714 0,02078 0,0333 0,03788
ANOVA CLARO/OSCURO
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
CLARO Entre grupos | 257943,038 5 51588,608 3,535 0,007
Dentro de
grupos 904789,411 62 14593,378
Total
1162732,449 67
OSCURO Entre grupos | 257695,156 5 51539,031 3,538 0,007
Dentro de
grupos 903240,184 62 14568,390
Total 1160935,340 67
E|A_TAE’\$CIA Entre grupos | 168238,834 5 33647,767 2,055 0,083
Dentro de
grupos 1015295,766 62 16375,738
Total
1183534,600 67
LATENCIA  Entre grupos
OSCURO 3238,410 5 647,682 1,215 0,313
Dentro de
grupos 33047,916 62 533,031
Total 36286,326 67
PERCWHITE Entre grupos 0,318 5 0,064 3,529 0,007
Dentro de
grupos 1,118 62 0,018
Total 1,437 67
PERCBLACK Entre grupos 0,318 5 0,064 3,531 0,007
Dentro de
grupos 1,117 62 0,018
Total 1,435 67
ESTADISTICA DESCRIPTIVA PRUEBA ACTIVIDAD
Sudden Sudden loss of | Constant Constant Gradual Gradual
gain of EE EE EE Barren gain of EE | loss of EE
N 12 12 12 12 10 10
Minimo 0 0 0 0 0 0
25%
Percentil 0 1,083 0 0 0 74,08
Mediana 5,34 60,81 0 3,92 191,8 141,9
75%
Percentil 22,11 602,1 4,008 107,5 536,5 181,1
Méximo 97,6 790,1 231 665 850,9 279,6
Rango 97,6 790,1 231 665 850,9 279,6
Promedio 17,37 231,7 20,31 92,65 275,3 132,2
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Desviacion

Estandar 29,52 324 66,39 193,1 301,1 79,55
Error del

promedio 8,521 93,52 19,17 55,76 95,2 25,16

PRUEBA DE ACTIVIDAD
Test Estadistico

ACTIVIDAD
Chi-Square 16,307
df 5
Asymp. Sig. 0,006

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

GROUP




