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RESUMEN

La creciente preocupacion actual por el bienestar animal en el campo de la investigacion y en
la industria piscicola ha permitido el desarrollo de estrategias de enriquecimiento ambiental. El
objetivo de su utilizacion es la creacion de entornos en cautiverio adecuado e interactivos que
garanticen un estado de bienestar general y eviten los estados de estrés.

En el presente estudio se analizo el efecto de un enriquecimiento gradual hacia uno de los
extremos del tanque de estabulacion sobre la conducta del pez cebra. El enriquecimiento
incluyé plantas artificiales y una imagen que asemejaba el sustrato natural. Para la evaluacion
del comportamiento se utilizé el “Novel Tank Test” (NTT). Los resultados mostraron que la
introduccion de estructuras de enriquecimiento ambiental altera significativamente la
preferencia de nado, mostrando una preferencia por aquel extremo del tanque enriquecido frente
al extremo que no presenta enriquecimiento alguno.

PALABRAS CLAVE

Bienestar animal, enriquecimiento ambiental, estrés, pez cebra, prueba “Novel Tank Test”
(NTT).

ABSTRACT

Animal welfare is a growing concern in our society. Current environmental enrichment
strategies used in scientific research and in the fish farming industry seek to create suitable and
interactive environments for animals that avoid stress and guarantee a state of general well-
being.

In the present study, the effect of a gradual enrichment towards one of the ends of the housing
tank on zebrafish behavior was analyzed using the "Novel Tank Test" (NTT). Results
demonstrated that the introduction of artificial plants and images mimicking the natural
substrate, modified swimming pattern and fish showed a preference for the enriched end of the
tank.

KEYWORDS

Animal welfare, environmental enrichment, Novel Tank Test (NTT), stress, zebrafish.



INTRODUCCION

El bienestar animal es una de las principales preocupaciones para aquellas personas y
empresas cuyo trabajo se basa en la experimentacion y en la produccién animal. Esta inquietud
ha favorecido al desarrollo de un punto de vista méas ético intentando dejar atrds entornos
disefiados desde una perspectiva humana y basada en requisitos economicos (Ashley, 2007).
Este hecho hace que se apueste por entornos que intentan satisfacer las necesidades animales
durante el alojamiento en cautiverio. Hace tiempo que esta tendencia se lleva observando en
mamiferos, donde se ha visto que el enriquecimiento ha reducido el miedo y la agresividad en
animales de zooldgicos 0 animales de granja de la industria alimenticia (Rodnick & Planas,
2016).

La preocupacion por el bienestar animal también esta presente en el uso de peces, tanto
en las areas de investigacion cientifica, donde la manipulacién antropologica de especies
modelo influye tremendamente en los comportamientos fisiol6gicos y posteriormente en la
validez de los datos (Williams et al., 2009; Lee et al., 2019), sino también en areas de
produccion piscicola y adaptacion al medio natural de aquellos peces que se crian para la

repoblacion de ecosistemas acuaticos. (Buenhombre et al., 2021).

La industria de la acuicultura ha desarrollado un crecimiento exponencial en los Gltimos
afios generando que los peces sean los animales més cultivados en los sistemas de produccion
animal a escala mundial (Ashley, 2007). De hecho, la organizacion de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) resalta el papel de la acuicultura en la industria
alimentaria debido al aumento del consumo total de pescado comestible, por su alto contenido
en proteinas de alta calidad, aminoécidos esenciales 0 micronutrientes, como vitaminas y
minerales (Estado Mundial Sostenibilidad En Accién, 2018). Los peces criados mediante
acuicultura suelen estar expuestos a condiciones desfavorables en los sistemas de explotacion
y a procedimientos de granja como: el manejo de pescado, el pre-sacrificio y el sacrificio
(Ashley, 2007), que pueden perjudicar gravemente su estado de bienestar y la calidad del
producto final (Poli, 2016).

Las estrategias de enriquecimiento ambiental han mostrado un beneficio genérico en
todas las especies piscicolas, pero no existe ninguna estrategia que cumpla los requerimientos
ideales para todas las especies. Por lo que es necesario un estudio y planificacion
individualizada para cada especie, etapa de vida, tamafio y tipo de grupo y de métodos de

crianza (Toni et al., 2019).



Consecuentemente resulta necesario el planteamiento de una propuesta Unica de disefio
y su posterior implementacion comercial, para la obtencion de beneficios positivos tanto para

la empresa como para el animal (Sullivan et al., 2016; Toni et al., 2019) (Figura 1).

La concienciacion cientifica e industrial ha estimulado una tendencia hacia el desarrollo
de estrategias de enriquecimiento ambiental (Figura 1) para garantizar un estado de bienestar

general, que evite los estados de estrés en entornos en cautiverio (Williams et al., 2009).
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Figura 1. Esquema en el que se relatan la toma de decisiones necesarias para el disefio y desarrollo de estrategias
de enriquecimiento ambiental que generen beneficios econdmicos manteniendo el bienestar animal, adaptacion de
(Arechavala-Lopez et al., 2022).



El estrés suele definirse como un estado de homeostasis amenazada que se restablece
mediante un conjunto complejo de respuestas adaptativas, pero que si no es restaurada podria
volverse perjudicial para el bienestar animal (Chrousos, 1998). Una gran severidad y duracion
del factor estresante podria comprometer los mecanismos de respuesta fisiologica y perjudicar
la salud y el bienestar de los peces, generando una importante preocupacion en los
administradores y acuicultores (Selye, 1976; Barton and Iwama, 1991).

Las respuestas fisiologicas de los peces a los factores estresantes ambientales se han
agrupado en primarias, secundarias y terciarias (Barton, 2002) (Figura 2). Las respuestas
primarias implican las respuestas neuroendocrinas como la liberacion de catecolaminas del
tejido cromafin (Reid et al., 1998) y la estimulacién del eje hipotalamo-pituitario-interrenal
(HPI) que culmina en la liberacién de hormonas corticosteroides a la circulacién (Mommsen et
al., 1999). Por su parte las respuestas secundarias incluyen cambios en los niveles de iones y
metabolitos en plasma y tejidos, caracteristicas hematoldgicas y proteinas de choque térmico o
estrés (HSP). Estas respuestas se relacionan con ajustes fisiolégicos como en el metabolismo,
la respiracion, el estado acido-base, el equilibrio hidromineral, funcion inmune y respuestas
celulares (Figura 2) (Mommsen et al., 1999). Ademas, se pueden producir respuestas terciarias,
que incluirian aspectos relacionados con rendimiento general del animal, como cambios en el
crecimiento, la resistencia general a las enfermedades, el alcance metabdlico de la actividad, el

comportamiento y, en Gltima instancia, la supervivencia (Wedemeyer et al., 1990) (Figura 2).
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Figura 2. Esquematizacion de los estresores fisicos, quimicos y otros que actdan sobre los peces provocando
respuestas primarias, secundarias y terciarias. Adaptacién de (Barton, 2002).

Las respuestas frente al estrés son una de las pruebas que permite apoyar el punto vista
cientifico y moral que se asume que los peces son animales sintientes, con capacidad de percibir
estimulos nocivos mediante 6rganos de los sentidos y procesos sensoriales y probablemente,
un sistema nervioso central capaz de experimentar al menos algunos de los estados adversos
asociados con el dolor en los mamiferos. Por ello, existen una atencion especial sobre las
condiciones de bienestar y la calidad de vida de los peces cuando se encuentran en cautividad
(Franks et al., 2018; Sneddon et al., 2018).

Actualmente existe una creciente evidencia que sugiere que el enriquecimiento
ambiental de tanques estériles como forma de mejora en las condiciones de alojamiento y
vivienda de estos peces, reduce los niveles de estrés y la ansiedad en cautividad (Chloe H.
Stevens et al., 2021). Esta evidencia esta recogida en la “Guia para el cuidado y uso de animales
de laboratorio”, que promueve el enriquecimiento ambiental y el alojamiento social estimula la
expresion de comportamientos naturales, consiguiendo que los sujetos experimenten
comportamientos normativos que podamos analizar. (Krueger et al., 2020). Existen numerosos
estudios que utilizan el pez cebra como modelo para el estudio del comportamiento en peces
(Spence, 2011).

1. 1 El pez cebra como animal modelo
El pez pebra (Dario rerio) ha experimentado una creciente popularidad como animal

modelo ya que ofrece ventajas significativas sobre otros vertebrados. Las dos caracteristicas
mas representativas que han propiciado el incremento de su utilizacion en la investigacion son:
el desarrollo embrionario rapido y la numerosidad de sus progenies, ambas caracteristicas muy
interesantes para un modelo biolégico animal (Chakraborty et al., 2016). La brevedad en el
lapso entre generaciones y la alta prolificidad posibilita la realizacion de estudios
transgeneracionales con un elevado nimero de individuos y el andlisis de sus caracteristicas

genéticas.

Este animal modelo presenta una gran relevancia en distintas areas de investigacion en
varias disciplinas entre las que destacan: neurociencia (Kalueff et al., 2014; Adams &
Kafaligonul, 2018), comportamiento animal (Spence, 2011), cancer (Astone et al., 2017),
regeneracion de tejidos (Gemberling et al., 2013), inmunologia (Shao et al., 2018), infeccion

(Spagnoli et al., 2015), el envejecimiento (Adams and Kafaligonul, 2018) y la investigacion



toxicoldgica (Jeevanandam et al., 2019), biologia del desarrollo (Chavez et al., 2016), la
genética (Gutiérrez-Lovera et al., 2017), entre otras muchas.

1. 2 Enriguecimiento animal en peces
El enriquecimiento ambiental suele definirse como el aumento deliberado de la

complejidad ambiental para reducir rasgos y comportamientos anormales o mal-adaptados, en
peces criados en entornos con pocos estimulos (Robinson et al., 2019). Esta estrategia es una

de las mas usadas en la mejora del bienestar de peces en cautiverio.

El término enriquecimiento solo deberia usarse estrictamente para referirse a aquellas
modificaciones que han demostrado proporcionar un claro beneficio de bienestar, pero
frecuentemente se utiliza para aquellas modificaciones que no han demostrado mejorar el
bienestar animal o aquellas que podrian satisfacer las necesidades basicas de los animales en

lugar de proporcionar un beneficio adicional. (Chloe H. Stevens et al., 2021).

El bienestar animal se define en funcién a tres elementos: un adecuado funcionamiento
del organismo , un correcto estado emocional, que excluya emociones negativas tales como el
dolor y el miedo cronico, y la posibilidad de expresar comportamiento normativos (Ashley,
2007) como la correcta busqueda de alimento, un mejor crecimiento y reproduccion.
Contrariamente los comportamientos ansiosos y estresantes se asocian con una natacion
anormal (Chloe H. Stevens et al., 2021), velocidad reducida o0 movimientos erraticos (Stewart
et al., 2012). A pesar de que cada animal presenta una amplia gama de comportamientos
especificos propios de cada especie, (como la exploracion centrada en el entorno, actividades
de adquisicion de alimentos, contacto entre animales o las actividades interactivas) (Mellor,
2016), existen comportamiento genéricos como que se pueden asociar con estados de
comodidad, placer, interés, confianza y una sensacion de control, que demuestran que los
animales estan fisioldgica y conductualmente bien adaptados al medio ambiente y prosperan
(Ashley, 2007).

El bienestar animal habitualmente se centra en el paradigma de las cinco libertades
(Mellor, 2016) :

e El animal no sufre sed, hambre ni malnutricién, porque tiene acceso a agua y se le

suministra una dieta adecuada a sus necesidades.



e El animal no sufre estrés fisico ni térmico, porque se le proporciona un ambiente
adecuado, incluyendo refugio frente a las inclemencias climaticas y un area de
descanso comoda.

e El animal no sufre dolor, lesiones ni enfermedades, gracias a una prevencion
adecuada y/o a un diagnostico y tratamiento rapidos.

e El animal es capaz de mostrar la mayoria de sus patrones normales de conducta,
porque se le proporciona el espacio necesario y las instalaciones adecuadas.

e EIl animal no experimenta miedo ni estrés, porque se garantizan las condiciones

necesarias para evitar el sufrimiento mental.

Existen cinco tipos de enriquecimiento principales, ampliamente estudiados y
caracterizados en peces cebra:

1.2.1 Enriquecimiento social

El pez cebra a menudo se describe como una especie muy sociable y generalmente se
encuentra en grupos variables en la naturaleza. Esta preferencia natural del pez cebra podria
sugerir que el alojamiento en grupo es beneficioso para su bienestar. (Sundin et al., 2019;
Suriyampola et al., 2016). Los peces alojados en grupo presentan comportamientos menos
ansiosos, ya que este ambiente social siguiere una mayor sensacion de seguridad y promueve
una recuperacion mas rapida del estrés tras distintos desafios. Se ha comprobado que tras la
manipulacion, el comportamiento del pez cebra alojado en grupos vuelve a los niveles normales
de forma mas rapida que los peces aislados o en pareja (White et al., 2017; Stevens et al.,
2021).

El aislamiento en pareja es uno de los estresores mas frecuentemente utilizados para la
elevacion de los niveles de cortisol (respuesta primaria al estrés por la activacion del eje
hipotalamo-pituitario-interrenal). Por su parte en peces cebra alojados individualmente durante
largos periodos de tiempo y expuestos a un estresor agudo presentaron unos niveles de cortisol
menores que aquellos peces aislados en grupos de 10 individuos. La respuesta del cortisol al
estrés se redujo en el pez cebra alojado individualmente porque dependen Unicamente de sus
propias percepciones del factor estresante, mientras que entre los peces cebra agrupados, la
respuesta al estrés puede verse aumentada por sefiales quimicas y/o conductuales de los otros

miembros del banco (Giacomini et al., 2015).

En otro estudio realizado en peces cebra se observd que el aislamiento social

experimentado por el pez cebra (durante 60 dias) desencadend cambios severos en las funciones
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fisiologicas e inmunoldgicas que pueden afectar la calidad de vida. También se estudio los
niveles de cortisol y el indice de crecimiento, pero no se vieron diferencias significativas frente
a los individuos control (sin aislamiento). Donde si se vieron diferencias en los niveles de
cortisol fue tras someter a los peces a un estrés por persecucion, en este caso los peces aislados
presentaban niveles de cortisol mas bajos que los individuos control. Por su parte la exposicion
a depredadores provoco niveles més altos de cortisol en peces aislados socialmente (Forsatkar
etal., 2017).

La sensacion de seguridad y calma mostrada por los individuos alojados en grupo
podrian deberse a distintos mecanismos sociales como el ‘contagio emocional’, donde la
respuesta de un individuo a un estimulo influye en la respuesta de los individuos cercanos
(Giacomini et al., 2015). También podria deberse al llamado efecto 'amortiguador social’, donde
las respuestas de miedo o estrés disminuyen cuando los individuos estan en un grupo, o estan
en contacto visual u olfativo (Giacomini et al., 2015 ; Kareklas et al., 2018). Todos estos efectos
podrian determinar que la fuerza de la respuesta a un factor estresante puede depender de la
composicion de un grupo, la densidad poblacional y la familiaridad (Chloe H. Stevens et al.,
2021). Se ha demostrado que el pez cebra reconoce a individuos familiares y es posible que este
hecho sea relevante para moderar el comportamiento ansioso (Fernandes Silva et al., 2019).
Aunque no debemos asumir que la mera presencia de otros peces cebra siempre es
enriquecedora; ya que debemos tener en cuenta otros factores. En este sentido el sexo
(Kurtzman et al., 2010) y la densidad de los grupos también son elementos importantes a tener
en cuenta. Un estudio demostré que densidades bajas de poblacion pueden conducir a mayores
niveles de agresion debido a que el pez cebra tiene méas espacio disponible para defender el
territorio. Esto sugiere que tanto la densidad de poblacién como la disponibilidad de espacio
son importantes y pueden afectar el estrés y el bienestar (Chloe H. Stevens et al., 2021). Por
ejemplo, si hablamos de la aplicacion del enriquecimiento en la industria piscicola intensiva
vemos que las densidades tanto bajas como altas pueden comprometer el bienestar del salmon
del Atlantico, y el bienestar general se obtiene a densidades intermedias ( Salvanes et al., 2013;

Hyvérinen and Rodewald, 2013).

A pesar de los numerosos estudios que abogan por los grandes beneficios del
enriquecimiento social, no podemos asumir que el alojamiento en grupo sin otras formas de
enriquecimiento satisface todas las necesidades de comportamiento y bienestar del pez cebra
(Arechavala-Lopez et al., 2022). Por ejemplo, se ha se ha comprobado que los peces que tienen

un enriguecimiento ambiental doble, en el que incluyen a otros peces y a estructuras y plantas



es mucho mas beneficioso, ya que puede ayudarlos a evitar el contacto social no deseado
(Collymore et al., 2015).

Otras formas de enriquecimiento social que también han demostrado beneficios son el
uso de tanques vecinos con individuos. Un estudio demostro que existia una preferencia hacia
el lado social del tanque (lado en el que se encontraba el tanque con otros peces cebra), ya sea
solos 0 en grupo, frente a una ausencia de los mismos. Y en cuanto a la colocacion del lado
social no hubo diferencias significativas, el pez se trasladaba preferentemente al lado en el que
se encontraran otros peces cebra independientemente de la posicidn que ocupase el
enriquecimiento ambiental (Krueger et al., 2020).

1.2.2 Enriquecimiento nutricional

El enriquecimiento dietético se refiere al tipo de alimento o estrategia de alimentacion
(distribucion, cantidad, periodicidad, etc.) que afecta principalmente el comportamiento e
ingesta alimenticia, pero no incluye la composicién de la dieta ya que se consideraria
enriquecimiento “interno o nutricional” (Arechavala-Lopez et al., 2022). Las estrategias de
alimentacion juegan un papel importante debido a que los regimenes, horarios y procedimientos
de alimentacion pueden afectar en gran medida, positiva o negativamente, el estado de bienestar
de los peces (Juell, 1995).

El objetivo principal de estas dietas enriquecidas con y sin alimentos vivos (como
Artemia spp. o rotiferos) se han centrado principalmente en la mejora del crecimiento,
supervivencia o las necesidades bioldgicas de cada especie y etapa de vida (Lidster et al., 2017).
Esta forma de enriquecimiento ayuda a controlar el comportamiento de busqueda de alimento,
y reduce las respuestas conductuales e interacciones sociales no deseadas (Juell, 1995).
También se ha visto que los sistemas de recompensas alimentarias aumenta la estimulacion
cognitiva y reduce la geotaxis, escototaxis (preferencia y posterior movimiento hacia la
oscuridad) (Maximino, Marques De Brito, et al., 2010) y locomocion, parametros que se suelen

relacionar con comportamientos ansiosos (Buenhombre et al., 2021).

Las investigaciones han reportado una mejora en el bienestar del pez cebra cuando se le
proporciona alimento vivo, este descubrimiento puede mejor los valores nutricionales mediante
el uso de estimulos quimio- sensoriales como el comportamiento natural de depredacion (Chloe
H. Stevens et al., 2021).

En cuanto a la introduccién de piensos pueden ser de diferentes tamafios y formas,

sabores, potenciadores, textura, palatabilidad y color. Incluso también se pueden formular para
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que se hundan o floten dependiendo de la alimentacion del pez en la columna de agua (Levina
etal., 2021).

Otras vias de enriquecimiento nutricional se basan en el uso de horarios de alimentacion
alterados y el suministro de alimentos sabrosos como golosinas o proporcionando una dieta mas
variada (Juell, 1995). La frecuencia y horarios de alimentacion también puede afectar el
comportamiento del pez cebra, ya que los peces alimentados una vez al dia muestran una mayor

ansiedad que los peces alimentados dos veces al dia 0 mas (Dametto et al., 2018).

1.2.3 Enriquecimiento ocupacional

Cuando hablamos de enriquecimientos ocupacionales nos referimos a cualquier
estructura o juguete que impulse al animal a interactuar con el medio ambiente de alguna
manera (Bloomsmith and Schapiro, 1991). En el caso del pez cebra, los rompecabezas y
laberintos permiten a los peces, hacer ejercicio, aliviar el aburrimiento o el estrés psicolégico.
A pesar de que estas intervenciones no son faciles de disefiar, existen evidencias que podrian

indicar que estos elementos reducen el estrés y ansiedad (DePasquale & Leri, 2018).

Se ha descubierto que el pez cebra mejora la capacidad de aprendizaje y reduce los
niveles de ansiedad en entornos con flujo de agua (Luchiari & Chacon, 2013; DePasquale &
Leri, 2018), el ejercicio realizado para nadar contracorriente puede promover el desarrollo
muscular y 6seo, lo que puede proteger contra los efectos degenerativos del envejecimiento y,
por lo tanto, promover un mejor estado de bienestar a medida que los peces envejecen
(Hasumura & Meguro, 2016; DePasquale & Leri, 2018).

Los peces cebras salvajes que vive en aguas corrientes parece presentar niveles mas
altos de agresion, menos cohesion grupal y cambios de liderazgo mas frecuentes que los peces
cebra que se encuentran en aguas tranquilas. Esta actitud comportamental también se han visto
en el laboratorio, representada por niveles mas altos de agresion y un comportamiento antisocial
(Chloe H. Stevens et al., 2021). El patrén descrito podria estar relacionado con la preferencia
de los peces cebra por los compartimentos con flujo de agua y estructuras (plantas y sustrato)
sobre un compartimento estéril o0 un compartimento que contiene estructuras, pero sin flujo de
agua. La presencia de estructuras fisicas también es relevante en cuestiones de enriquecimiento
ocupacional ya que brinda la opcidon de interactuar con el flujo o no, mientras ejercen cierta
proteccion frente a la corriente y generan aguas mas tranquilas que se asemejen a las

condiciones naturales (DePasquale & Leri, 2018).



Larecirculacion y flujo de agua a través de las distintas estructuras también proporciona
beneficios reproductivos, ya que gracias a estos sistemas los cambios en los parametros del
tanque se modifican progresivamente y esto ayuda en la generacion de comportamientos
fisiolégico como por ejemplo el desove y la cria inducida por cambios de temperatura (Williams
et al., 2009).

1.2.4 Enriquecimiento sensorial

En entornos naturales los animales estan expuestos a una gran variedad de estimulos
sensoriales como estimulos visuales, olfativos, auditivos y tactiles, pero que no suelen

replicarse en un entorno de cautiverio en laboratorio (Chloe H. Stevens et al., 2021).

Recientemente se ha explorado este campo mediante la introduccién de estimulos
visuales, algunos ejemplos son la introduccién de imagenes en el exterior de tanque vacios que
emulan condiciones ambientales. Las fotografias de grava son elementos que promueve una
sensacion de seguridad, por lo que son frecuentemente usados como estrategia de camuflaje
frente a depredadores aéreos. Algunos estudios han demostrado como esta nueva forma de
enriquecimiento es preferida por los peces cebra frente a tanques estériles, incluso esta
preferencia era casi tan grande como la introduccion real de grava en el tanque (Schroeder et
al., 2014). Otro ejemplo es la colocacion la pared posterior de una imagen azul que asemejara
el paisaje marino. Esta estructura ha mostrado beneficios a nivel reproductivo ya que aumento
de huevos produjo mas huevos en aquellos individuos con un tanque enriquecido frente al
tanque estéril (Chloe H. Stevens et al., 2021).

La introduccion de luz artificial como estimulo visual también ha demostrado tener
beneficios positivos ya que podemos definir artificialmente los periodos de noche-dia
estableciendo ciclos diurnos y estacionales que influyen en la respuesta fisioldgica; por ejemplo

como sefial para el desove en muchas especies (Williams et al., 2009).

1.2.5 Enriquecimiento fisico

El pez cebra se distribuye naturalmente por la India, Nepal, Bangladesh y Pakistan,
paises que poseen una gran variedad de habitats en el que incluimos ambientes como arroyos,
rios, estanques y arrozales, que pueden contener plantas acuaticas, vegetacion colgante y
sustratos como el barro, grava o arena (Engeszer et al., 2007; Spence et al., 2008) . Por ello la
imitacion de alguna de estas caracteristicas en tanques estériles es una de las practicas mas
habituales en el enriquecimiento en laboratorios (Williams et al., 2009; Lidster et al., 2017).

El sustrato puede proporcionar cierto camuflaje, lo que puede contribuir a una mayor sensacién
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de seguridad y un mejor estado de bienestar (Kareklas et al., 2018), incluso se ha visto
beneficios reproductivos como la estimulacion del desove, construccion de nidos o territorio de
cria (Chloe H. Stevens et al., 2021). Por su parte la plantas, los refugios y otras estructuras
pueden proporcionar cobertura o proteccion ante interacciones sociales negativas como la
intimidacion, las perturbaciones, el flujo de agua o de las luces del acuario (Williams et al.,
2009; Naslund et al., 2014). Pero el uso de gravas y arenas como forma de enriquecimiento
puede causar una alta carga organica que puede alterar la quimica y los parametros acuaticos,
dificultando la eliminacidn de ciertas enfermedades parasitarias, la recuperacion de los huevos
o camuflando a los peces impidiendo su observacion para el analisis de su comportamiento
(Williams et al., 2009).

La complejidad ambiental proporcionada por las estructuras fisicas puede tener
numerosos efectos positivos como una mayor exploracion y cohesion social, y una mejora la
cogniciony el desarrollo cerebral. Estos beneficios pueden traducirse en una mayor flexibilidad
conductual y capacidad de respuesta frente a factores estresantes o desafios (Braithwaite and
Salvanes, 2005). La adicion de estas estructuras fisicas en tanques estériles también ha
demostrado tener efectos fisiologicos positivos sobre el bienestar reproductivo, principalmente
en la fertilidad y fecundidad (Wendelaar Bonga, 1997). Por ejemplo, se ha observado una
relacién entre la presencia de hojas de plastico o el pasto plastico, y una mayor proteccién para
los huevos, ya que estas estructuras proporcionan un sustrato “natural” para el desove.
Consecuentemente también se ha observado un aumento significativo en el nimero y
supervivencia de alevines en comparacion con los ambientes estériles (Lee et al., 2019).
Ademas de los beneficios reproductivos, también se ha demostrado efectos sobre la orientacion,

navegacion y marcaje territorial (Chloe H. Stevens et al., 2021).

Tras conocer cudles son los principales tipos de enriquecimiento de los peces cebra ya
podremos determinar qué técnicas de enriquecimiento ambiental brindan un mayor beneficio
en funcién del planteamiento del experimento y el objetivo del mismo. Para la eleccion de un
correcto enriquecimiento ambiental es importante no solo prestar atencion a un supuestos
bienestar visual, sino que también es necesario usar otros métodos para evaluar correctamente
si el enriquecimiento esta siendo favorable (Williams et al., 2009). Durante el presente trabajo
abordaremos cual el beneficio real de la introduccidn de enriquecimiento ambiental combinado
(fisico y sensorial), buscando analizar el comportamiento del pez cebra no Gnicamente desde el

bienestar visual sino mediante el anlisis de otros parametros objetivos.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto del enriquecimiento gradual hacia uno de
los extremos del tanque de estabulacion, sobre la conducta del pez cebra. El enriquecimiento
ambiental combina elementos fisico y sensoriales. Para ello se propone utilizar el ensayo
“Novel Tank Test” (NTT) realizando una division del area estudiada en 4 arenas o zonas y se
determinaran parametros cinéticos de la natacion de los peces (distancia recorrida, velocidad y

tiempo de permanencia en las distintas arenas).

Este estudio plantea la siguiente hipdtesis “La localizacion de elementos de
enriquecimiento ambiental en el tanque de estabulacion determina una preferencia de natacion

por la zona superior del tanque a la estructura de enriquecimiento”.

3. MATERIAL Y METODOS

3. 1. Declaracion de Etica
Todos los peces fueron manipulados de acuerdo con las Directrices del Consejo de la

Union Europea (2010/63/UE), siguiendo la normativa espafiola (RD/2013) para el uso de

animales de laboratorio. La manipulacion de los animales se realizé por personal autorizado.

3. 2 Mantenimiento y cuidado de los animales
En el presente estudio se utilizaron ocho individuos macho (18 meses de edad) de pez

cebra de tipo salvaje (cepa AB). Los peces se alojaron en un sistema de recirculacion equipado
con filtros mecanicos, quimicos y bioldgicos en tanques de 20 cm largo x 8 cm ancho x 20 cm
alto, con un volumen de 3 L, temperatura de 26°C+1°C, pH 7,5 y ciclo de luz/oscuridad de
14/10 h.

3. 3 Tipo de enriquecimiento ambiental
Se evaluaron dos estrategias de enriquecimiento ambiental, que combina elementos

fisicos y sensoriales i) plantas de plastico y rocas, y ii) foto de sustrato de grava y piedras. Las
plantas se localizaron en uno de los extremos del tanque y la foto del sustrato se colocé desde
la mitad del tanque hasta el extremo enriquecido. El objetivo es generar un enriquecimiento

gradual y sumatorio desde el centro al extremo de la pecera (Figura 3).
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Figura 3: Esquematizacion del ensayo del tanque nuevo o “novel tank assay” en el tanque enriquecido con los 2
elementos de enriquecimiento, i) plantas de pléstico y rocas, y ii) foto de sustrato de grava y piedras, en la zona
izquierda. Elaborado con BioRender.com.

3.4 Ensayo en nuevo tanque o “Novel tank assay”

En el presente experimento se realizd una prueba NTT para el estudio del
comportamiento de los individuos, utilizando un acuario de vidrio cuadrangular (20 x 8 x 18
cm; largo x ancho x profundidad) se llen hasta un volumen total de 3,5 L y se usé como arena
de evaluacion. Cada pez se colocé individualmente en el fondo del tanque usando una red y su
comportamiento de natacién se grab6 en video (1920 x 1080 px) de las 8 grabaciones cuatro de
ellas presentaban el enriquecimiento en el extremo derecho y los cuatro restantes con
enriquecimiento en el extremo izquierdo. El tiempo de grabacion fue de 6 minutos, el primer
minuto corresponde al tiempo de aclimatacion, periodo descrito como el tiempo necesario para
un pez se adaptarse a las nuevas condiciones y pardmetros del nuevo entorno, y los 5 restantes

seran evaluados.

Una vez finalizada la prueba, los peces fueron trasladados a un tanque de recuperacion.
Los archivos de video se analizaron con el software de seguimiento Noldus Ethovision®,
generando una cuadricula virtual que divide el tanque a media profundidad en areas superior e
inferior, y posteriormente en extremo izquierdo y derecho (Figura 4) y seguidamente se

estructuro el esquema genérico del analisis de datos.
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Figura 4. Esquematizacion del tanque enriquecido con los 2 elementos de enriquecimiento, i) plantas de plastico
y rocas, y ii) foto de sustrato de grava y piedras, en el extremo izquierdo. Tambien se delimita e identifica las
cuatro areas del tanque para su posterior analisis con el software de seguimiento Noldus Ethovision®, para el
enriguecimiento en el lado derecho. Elaborado con BioRender.com.

Posteriormente se analiz6 la distancia total recorrida, velocidad total recorrida, tiempo
acumulado/global durante el que permanecen los individuos en la zona superior izquierda del
tanque, tiempo acumulado/global durante el que permanecen los individuos en la zona superior
derecha del tanque, tiempo por intervalos de un minuto tras el tiempo de aclimatacion durante
el que permanecen los individuos en la zona superior derecha del tanque y tiempo por intervalos
de un minuto tras el tiempo de aclimatacion durante el que permanecen los individuos en la

zona superior izquierda del tanque

3. 5 Andlisis estadistico
Los datos fueros analizados estadisticamente mediante el software estadistico Graphpad

(version Graphpad prism 8.0.1 Software, CA, EE. UU, 2018), posteriormente también se
realizaron las graficas para la representacion de los resultados utilizando este mismo programa

estadistico.

Se realizo el test de normalidad de Shapiro-Wilk para determinar si los datos siguen una
distribucion normal o Gaussiana, y posteriormente un t- Student unipareado. Los valores de p

< 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

Mediante el software Ethovision, se crearon cuatro subéareas virtuales homogéneas
(Figura 4) con el propésito de analizar el patron de exploracion (la dindmica espacial y temporal
del comportamiento en tangques con enriquecimiento). Los animales al ser introducidos en un
tanque con estructuras de enriquecimiento mostraron una fuerte preferencia general por el area
superior a las estructuras de enriquecimiento cuando se analizaron los mapas de calor (Figuras
56,y7).

MEDIA 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

Figura 5. Representacion de los mapas de calor al analizar en intervalos de 60 segundos el comportamiento del
pez cebra cuando localizamos en el extremo derecho las estructuras de enriquecimiento. En la columna media
observamos el comportamiento durante los 5 minutos completos de andlisis. Posteriormente vemos el patron de
comportamientos a intervalos de un minuto.

MEDIA 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

Figura 6. Representacion de los mapas de calor al analizar en intervalos de 60 segundos el comportamiento del
pez cebra cuando localizamos en el extremo izquierdo las estructuras de enriquecimiento. En la columna media
observamos el comportamiento durante los 5 minutos completos de analisis. Posteriormente vemos el patrén de
comportamientos a intervalos de un minuto.
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NTT COMPLETO 1 min 2 min 3 min 4 min 5 min

IZQUIERDA

DERECHA

Figura 7. Representacion de los mapas de color globales obtenidos mediante el software EthoVision para el
enriquecimiento en el extremo izquierdo y derecho.

El analisis estadistico no se registro diferencias significativas para la velocidad media
de natacién (p=0,5488; t = 0,6350) (Figura 8 B), por lo que la localizacion del enriquecimiento
fisico en el tanque de estabulacién no modifica la velocidad de natacion de los peces cebra
dentro del tanque de estabulacion. También se evalu6 la distancia media recorrida (Figura 8 C)
y no se observaron diferencias significativas (p= 0,5718; t = 0,5978), por lo que podemos
concluir que la introduccion diferencial de estructuras de enriquecimiento no altera la distancia

media recorrida.

Posteriormente se estudio el tiempo de permanencia globales en la zona superior
izquierda (Figura 8D) tanto con enriquecimiento en el lado izquierdo como en el derecho, donde
se vio que existian diferencias significativas (p= 0,0344; t = 2,226), y por tanto una preferencia
por parte del individuo por la zona inmediatamente superior a la zona de enrigquecimiento. Al
estudiar la permanencia global en la zona superior derecha (Figura 8E) tanto con
enriquecimiento en el lado izquierdo como en el derecho, observamos también diferencias
significativas (p= 0,0283; t = 2,874), por lo que se reafirma la preferencia de pez cebra por la

zona inmediatamente superior a la zona de enriquecimiento.
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Figura 8. (A) Representacion esquematica de la prueba NTT y las areas de analisis establecidas (Elaborado con
Biorender.com) (B) Distancia total recorrida (cm); (C) Velocidad media (cm/s); (D) Tiempo de permanencia de
los animales en la zona superior derecha (%), con enriquecimiento en el extremo derecho, y con enriquecimiento
en el extremo izquierdo; (E)Tiempo de permanencia de los animales en la zona superior izquierda (%), con
enriquecimiento en el extremo derecho, y con enriquecimiento en el extremo izquierdo. Los datos se presentan
como medias = SEM. El asterisco muestra diferencias estadisticamente significativas = (p < 0,05).

Por ultimo, se analizo el tiempo de permanencia de los individuos a 5 intervalos de
tiempo (con una duracion cada uno de ellos de 60 s), tanto en el analisis del cuadrante o zona
superior izquierda (Figura 19A) como en la superior derecha (Figura 19B). Se observd un
aumento del tiempo de permanencia en la zona superior a la estructura de enriquecimiento a

mediada que aumentaba en tiempo de permanencia en el tanque, es decir, los mayores tiempos
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de permanencia en la zona superior del enriquecimiento se encontraban en el intervalo 5 (4-5
min). Estadisticamente se muestran diferencias significativas tanto en los casos en los que se
evalud la zona superior derecha (p= 0,0049; t = 3,846), como para la zona superior izquierda
(p=0,0016; t = 4,680).
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Figura 9. (A) Representacién mediante grafico de dispersién unido por puntos de tiempo de permanencia en el
extremo superior izquierdo de los individuos en cada uno de los 5 intervalos de tiempo (60 s) tanto con
enriquecimiento en el extremo derecha como izquierda; (B) Representacion mediante grafico de dispersion unido
por puntos de tiempo de permanencia en el extremo superior derecho de los individuos en cada uno de los 5
intervalos de tiempo (60 s) tanto con enriquecimiento en el extremo derecha como izquierda.
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5. DISCUSION

Tradicionalmente en estudios de enriquecimiento ambiental se suelen utilizar medidas
fisiologicas y comportamentales para evaluar los efectos de las alteraciones ambientales en los
peces cebra. Habitualmente la mejor estrategia para un andlisis completo suele ser una

combinacion de varios enfoques.

La medicidn de las tasas de liberacidn de cortisol en todo el cuerpo o en el agua suele
ser un enfoque comun que se utiliza como indicador de estrés, ya sea examinando los niveles
basales de cortisol o mediante la observacion de la capacidad de respuesta a un estimulo
estresante, comparando el alojamiento en zonas con enriquecimiento y zonas no enriquecidas
(Egan et al., 2009; Maximino, de Brito, et al., 2010). Sin embargo, las variaciones en las tasas
de liberacion de cortisol pueden cambiar por varias razones, y estas pueden estar relacionadas
con buenos o0 malos estados de bienestar, por lo que es un método menos preciso a la hora de
evaluar el efecto del enriquecimiento ambiental en el bienestar animal.(Chloe H. Stevens et al.,
2021)

Otros enfoques que suelen usarse incluyen el analisis de la fertilidad y la fecundidad,
como desempefio de desove, en la tasa de supervivencia o la calidad gonadal, ya que se sabe
que los peces que experimentan estrés cronico disminuyen estas funciones fisiologicas. Pero
estas pruebas son mucho mas tediosas y requieren de procedimientos estandarizados con

mayores tiempos de evaluacion (Wendelaar Bonga, 1997).

Las pruebas de eleccidn, donde a los animales se les presentan varias condiciones
diferentes a la vez para ver qué condiciones prefieren (Depasquale et al., 2020), es otra enfoque
bastante habitual. Sin embargo, este enfoque de estudio no es el mas adecuado para el analisis
individualizado de los peces debido a que las pruebas de preferencia solo permiten elecciones
relativas entre un namero discreto de opciones, y no miden un indicador de bienestar especifico.
Normalmente se suele usar varias pruebas de comportamiento ya que cada una de ellas evocan
diferentes comportamientos y pueden estimular diferentes vias neurologicas, por lo que un
enfoque multiprueba captura de forma mas precisa el bienestar animal (Blaser and Pefialosa,
2011; Maximino et al., 2012). Actualmente para evaluar los niveles de ansiedad y estrés se
suelen utilizar las pruebas de laboratorio estandar, el “novel tank diving task” (NTT) y la prueba
de luz-oscuridad (LDT) (Chloe H Stevens et al., 2021; Fontana et al., 2022).

La prueba de luz-oscuridad (LDT) evalla el alcance de la tendencia natural de los peces

a la escototaxis, es decir, evasion de las areas brillantes y preferencia natural por la oscuridad
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en un entorno novedoso. Por lo que en esta prueba el estado de ansiedad se define
operativamente por el tiempo pasado en la porcion de luz (cuanto més tiempo menor ansiedad)
0 el tiempo pasado en el compartimiento oscuro (cuanto mas tiempo mayor ansiedad) (Fontana
et al., 2022). Esta prueba de preferencia claro-oscuro se ha convertido en un estandar para la
deteccion de compuestos que alteran la ansiedad y para el estudio de los mecanismos
subyacentes a los trastornos de ansiedad (Blaser and Pefialosa, 2011). Pero su aplicacion en el
estudio del efecto de la introduccion de enriquecimiento ambiental sobre el estado de bienestar
no es el idoneo, debido a que evalta los comportamientos ansiosos en funcion de las distintas
zonas iluminadas no en funcién de la presencia de estructuras fisicas de enriquecimiento
(Facciol et al., 2017).

La prueba de “"Novel Tank Test™ explora la tendencia natural del pez cebra a sumergirse
en el fondo de un entorno novedoso, que tiende a una exploracion gradual hacia la zona superior
del tanque a medida que se habittdan al entorno (Fontana et al., 2022). Al inicio de la prueba el
comportamiento del pez se asocia con movimientos exploratorio inhibidos (localizacién en la
parte inferior del tanque), velocidad reducida y aumento de la frecuencia de comportamientos
erraticos similares a los de escape, que se asocian con niveles méas altos de ansiedad, pero
progresivamente los movimientos exploratorios aumentaran y gradualmente exploraré la zona
superior (Cachat et al., 2011). Mediante esta prueba la ansiedad se puede definir operativamente
en términos de tiempo de permanencia en la parte inferior o home base (cuanto mas tiempo
mayor nivel de ansiedad) y en la mitad superior (cuanto mayor tiempo menor nivel de ansiedad).
Esta prueba es la méas utilizada para la valoracion del bienestar del pez cebra en estudios de
enriquecimiento ambiental (Fontana et al., 2022; Buenhombre et al., 2021; Estes et al., 2021;
Collymore et al., 2015), debido a su gran sensibilidad en los estudios de ambientales y
farmacoldgicos. Ademas, puede ser usado en un amplio espectro de estudios que implican
manipulaciones experimentales y, por lo tanto, puede ser beneficioso para el estudio de la
ansiedad del pez cebra gracias a ser una prueba novedosa y tremendamente integrativa (Fontana
et al., 2022). Alguno de los programas mas habituales para la realizacién de esta prueba
comportamental es la realizacion de videograbaciones y la evaluacion por un software de
seguimiento de video como el EthoVision XT, Noldus (Hawkey et al., 2021; Mathur et al.,
2011; Nema et al., 2016).

Los estudios sobre enriquecimiento ambiental apuntan que los peces cebra presentan
una preferencia por ambientes enriquecidos, que se asemejan a entornos naturales frente a

tanques estériles (Reed & Jennings, 2011; Lawrence, 2015; Krueger et al., 2020).
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A pesar de que existe evidencias previas sobre el beneficio de los métodos de
enriquecimiento fisico sobre los estados de estrés y ansiedad, estas evidencias estdn basadas en
estudios bioquimicos que presentan una serie de limitaciones como la correlacion directa entre
los datos bioquimicos (niveles de cortisol y ROS) y el comportamiento animal. Ademas, la
realizacion de los analisis se realiza en un Unico momento tras las pruebas de comportamiento
(Marcon et al., 2018). El uso de otras metodologias mas novedosas e integrativas como el NTT
presentan un rendimiento relativamente alto ya que aprovecha la tendencia natural de los peces
a sumergirse cuando estan estresados y/o ansiosos, ademas permite cuantificar el perfil
exploratorio mediante la utilizacion de varios pardmetros como la velocidad media, la distancia

acumulada o el tiempo de latencia en cada zona (Alzualde et al., 2021).

En el presente estudio se puede observar como la adicién de estructuras fisicas como
plantas artificiales y grava ha demostrado disminuir los comportamientos de estrés y ansiedad
proporcionando un enriquecimiento beneficioso durante periodos breves de aislamiento
individual (Figura 8C, 8D, 9A y 9B). Se puede observar una preferencia hacia las zonas
superiores de las estructuras de enriguecimiento tanto en tiempos de preferencia globales
(Figura 8Cy 8D) como por intervalos de tiempo (Figura 9A 'Y 9B). Estas diferentes preferencias
son especialmente notorias cuando observamos las graficas de tiempos de permanencia a
distintos intervalos de 60s. En los primeros intervalos de tiempo el pez aln se encuentra
alterado, con un estado ansioso expresado por comportamientos erraticos y preferencia por la
zona inferior del tanque estéril o “home base”, pero en los intervalos finales (3, 4 y 5 minutos)
vemos como los individuos presentan el 50% de su tiempo de permanencia (30 s) en la zona
inmediatamente superior a las estructuras de enriquecimiento en el extremo derecha (Figura
9B). En el caso del enriquecimiento en el extremo izquierdo (Figura 9A) y su andlisis a
intervalos de tiempo también podemos observar esta tendencia, pero de forma menos marcada,
en los intervalos finales (3, 4 y 5 minutos) vemos un tiempo de permanencia de alrededor de 20

s (33% de tiempo de analisis en el intervalo).

Respecto a la localizacion del individuo en el tanque las investigaciones realizadas con
anterioridad han demostrado una preferencia por areas cubiertas del tanque con refugio provisto
por la sombra, grava adherida a la base o el uso de una imagen en el fondo del tanque, y plantas
artificiales, frente las areas abiertas del tanque (Hamilton and Dill, 2002). Este efecto podriamos
describirlo si analizaramos los tiempos de permanencia en las zonas inferiores del tanque, pero

los datos podrian no ser concluyentes ya que las estructuras de enriquecimiento podrian actuar
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como barreras estimulando las zonas contrarias en el fondo del tanque o el ascenso hacia zonas

inmediatamente superiores.

La evaluacion de la distancia (Figura 8B) y velocidad (Figura 8C) media no muestra
grandes diferencias debido a que todos los individuos presentan patrones de exploracion
similares frente a estados de estrés.

Las preferencias en el enriquecimiento de tanques estériles con Danio rerio pueden
orientar sobre las preferencias de los animales piscicolas en grandes explotaciones. Por ello, a
pesar de que el pez cebra es un animal modelo tremendamente Util para guiar a los piscicultores,
las distintas formas de enriquecimiento son especificas de cada especie piscicola. Por ejemplo
los estudios con bagres (Clarias gariepinus, Heterobranchus longifilis , Silurus glanis , S.
asotus) demostraron que las estructuras simples en el entorno de crianza, como tiras de plastico,
triturados o tubos, pueden proporcionar escondites, inhibir el canibalismo y los ataques
agresivos y aumentaron el crecimiento y la supervivencia (Hecht & Appelbaum, 1988; Arsin
et al., 2018). También el pargo rojo de manglar (Lutjanus argentimaculatus) fue estudiado y
demostrd que los juveniles crecen mas rapido cuando se les proporcionan estructuras duras y

complejas, como montones de rocas y raices de manglares (Mellen and MacPhee, 2001).

En varios estudios con salmonidos se vio que las estructuras de enriquecimiento como
los tubos de pléastico y la trituracion, no s6lo pueden mejorar el crecimiento y la supervivencia,
sino también la agilidad de natacion y la respuesta fisiologica al estrés (niveles reducidos de
cortisol en plasma) cuando se presentan factores estresantes (exposicion al aire, manipulacion,
apifiamiento), asi como la disminucion del dafio de las aletas y las infecciones de las aletas
relacionadas (Naslund et al., 2014).Un estudio en salmén del Atlantico (Salmo salar) demostro
que agregar complejidad en el entorno de crianza no solo promueve las habilidades cognitivas
y mejora la plasticidad cerebral, sino que también disminuye la aparicion de parasitos y mejora
la resistencia a la infeccion y la supervivencia (Salvanes et al., 2013; Hyvéarinen & Rodewald,
2013). Los sustratos de suelo como arena, guijarros, grava, piedras, también puede suponer una
mejora como estructura de enriquecimiento, especialmente para aquellas especies que
interacttan regularmente con el fondo o viven estrechamente asociadas durante toda su vida
(por ejemplo, peces bentdnicos). Por ejemplo, la platija verde oliva (Paralichthys olivaceus)
después de agregar grava al fondo del tanque de crianza donde los peces pueden enterrarse 0
esconderse mostré un aumento en el comportamiento de reposo, una reduccion de la tasa

metabolica y una disminucién del canibalismo (Dou et al., 2000).
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Las estructuras fisicas de enriquecimiento también han demostrado proporcionar
refugio, sustrato y complejidad en un entorno de cohabitacién de diferentes especies. Este es el
caso de las estructuras de enriquecimiento para peces limpiadores en la acuicultura del salmén.
El lumpo (Cyclopterus lumpus) y varias especies de labridos (Labrus bergylta, Ctenolabrus
rupestris, Centrolabrus exoletus) son los peces limpiadores utilizados actualmente como
control bioldgico de los piojos de mar en el salmén de piscifactoria. La bdsqueda y el
mantenimiento de la salud de los peces limpiadores también tiene gran importancia para

favorecer su eficacia como método de control de piojos (Haugland et al., 2020).

En el presente estudio se observo que la introduccidn de estructuras fisicas como plantas
de plastico, y sensoriales como fotos de rocas y grava ha tenido un impacto sobre el patron de
natacion de los peces estudiados. Los datos muestran como los individuos apuestan por zonas
del tanque enriquecidas tras superar los estados iniciales de ansiedad y aumentando los
movimientos exploratorios en la zona inmediatamente superior a las estructuras fisicas de
enriquecimiento. Estos resultados proporcionan una mayor comprension del enriquecimiento
ambiental, que puede ayudar a la mejora de las condiciones de alojamiento tanto de los peces

en laboratorio como las grandes explotaciones piscicolas.

6. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este estudio fueron:

1. Laprueba del “Novel tank test” resulta adecuada para analizar preferencias de conducta
y la reduccion de ansiedad en el pez cebra cuando lo sometemos a distintos tipos de
enriquecimiento ambiental.

2. La introduccién en el tanque de estabulacion de peces cebra de plantas artificiales y
fotos que asemejen sustratos naturales como elementos de enriquecimiento ambiental,
no altera la velocidad de natacion de los mismos ni la distancia recorrida.

3. Los peces cebra introducidos en un tanque de estabulacion con enriquecimiento gradual
hacia uno de los extremos, aumentan los movimientos exploratorios y el tiempo de
permanencia en la zona inmediatamente superior a las estructuras fisicas de

enriquecimiento, tras superar los estados iniciales de ansiedad.
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