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RESUMEN

El enriquecimiento ambiental es firmemente reconocido como una de las estrategias para
conseguir o incrementar el bienestar de los animales en cautiverio, el cual es un tema de gran
importancia hoy en dia. Uno de los factores que pueden perturbar el bienestar animal y producir
efectos negativos es estar sometidos a condiciones de estrés.

Este estudio se ha centrado en el pez cebra, uno de los modelos animales ampliamente utilizado
en investigaciones cientificas, con el objetivo de analizar si el enriquecimiento ambiental puede
atenuar los efectos negativos del estrés en peces teledsteos.

Para llevar a cabo el estudio, se seleccionaron hembras de peces cebra, que fueron asignadas a
dos grupos: un grupo control, y un grupo experimental con un entorno enriquecido.
Posteriormente, cada grupo se sometié a un protocolo de estres cronico impredecible durante
un periodo 7 dias. Los efectos sobre el comportamiento de los peces fueron evaluados utilizando
el test denominado Novel Tank Test.

Los datos obtenidos demuestran que el estrés y el enriquecimiento ambiental no modifican
pardmetros cinéticos, sin embargo, si afectan a la distribucion de los peces en las zonas del
tanque, favoreciendo una conducta mas exploratoria por parte de los peces mantenidos en un
ambiente enriquecido.

Palabras clave: enriquecimiento ambiental, estrés, Novel Tank Test (NTT), pez cebra
protocolo de estrés cronico impredecible (UCS).

ABSTRACT

Environmental enrichment is firmly recognised as one of the strategies to achieve or increase
the welfare of animals in captivity, which is an issue of great importance today. One of the
factors that can disrupt animal welfare and produce negative effects is being subjected to
stressful conditions.

This study focused on zebrafish, one of the animal models widely used in scientific research,
with the purpose to analyse if environmental enrichment can attenuate the negative effects of
stress in teleost fish.

To carry out the study, female zebrafish were selected and assigned to two groups: a control
group and an experimental group with an enriched environment. Each group was then submitted
to an unpredictable chronic stress protocol for a period of 7 days. The effects on the behaviour
of the fish were evaluated using the Novel Tank Test.

The data obtained show that stress and environmental enrichment do not modify kinetic
parameters, however, they affect the distribution of the fish in the tank zones, favouring a more
exploratory behaviour by the fish kept in an enriched environment.

Key words: environmental enrichment, stress, Novel Tank Test (NTT), zebrafish
Unpredictable Chronic Stress (UCS) protocol.



1. INTRODUCCION
1.1 BIENESTAR ANIMAL

El bienestar animal es un tema con un interés creciente dentro de nuestra sociedad. La
legislacion y la normativa existente se ha desarrollado mucho més en especies terrestres que en
especies acudticas, aunque es cierto que, en Europa, desde el afio 2010, la experimentacion con
especies acuaticas también esta incluida en la ley de proteccién de los animales utilizados para
fines cientificos (Parlamento Europeo y Consejo de la Union Europea, 2010). Centrandonos en
las especies acudticas, podemos entender que el bienestar animal implica asegurar tanto la salud
como la productividad en cada especie (Rubio Limonta y Silviera, 2009). Para garantizar ambas
cosas, es necesario que el animal est¢é en un ambiente déptimo proporcionandole el
abastecimiento y acceso en todo momento de alimento y agua; el animal debe disponer de unas
dimensiones y condiciones ambientales adecuadas a su especie, esenciales para el desarrollo de
un comportamiento natural o lo mas natural posible, asi como evitar perturbaciones ambientales
gue puedan causar estrés en los animales. El buen estado fisico del animal implica la ausencia
de molestias que impliquen algun tipo de lesion, dolor o enfermedad (Organizacién Mundial
de Sanidad Animal, 2022).

En Espafia, el bienestar animal se encuentra descrito y regulado por numerosas leyes,
entre ellas esta la reciente Ley 7/2023, de 28 de marzo, de proteccion de los derechos vy el
bienestar de los animales, en la cual se establecen los aspectos basicos en relacion con el trato

y cuidado de animales que conviven en nuestro entorno (L 7/2013, de 28 de marzo).

En relacion con el ambito de la investigacion, las condiciones de los animales utilizados
para esos fines vienen determinadas en Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas bésicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en
experimentacién y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (modificado por el Real
Decreto 1386/2018 y el Real Decreto 118/2021), el objetivo o la finalidad se engloba en las
“tres erres”, donde se busca reemplazar y reducir el nimero de animales empleados para fines

experimentales, asi como el refinamiento de las técnicas de manipulacion.

Entre las multiples variables que se exigen tener en cuenta para lograr un mantenimiento
optimo de los peces en cautividad, estd el suministro y calidad del agua, cantidad de oxigeno,
pH, temperatura, iluminacion, densidad de ocupacion, entre otros factores. Cabe destacar que

se hace especial mencién a la complejidad del entorno, indicando que se debe facilitar a los



peces un enriquecimiento ambiental adecuado, y lugares para esconderse o sustrato de fondo
(RD 53/2013).
1.2 ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL
Cuando se busca el bienestar animal, el enriquecimiento ambiental es un factor clave
que se puede conseguir, por ejemplo, mediante la adicion de elementos al entorno donde se
encuentra el animal y que supongan nuevos estimulos para el mismo. Este enriquecimiento
busca mejorar la calidad de vida y satisfacer necesidades conductuales. En relacion con los

peces, el enriquecimiento puede ser de diversas formas (Arechavala-Lopez et al., 2022):

Estructural: mediante adicion de estructuras que pueden usar de refugio o de sustratos
para aquellas especies que interacttan con el fondo.
Sensorial:

o Visual: la cantidad y el tipo de luz influye en la cronobiologia del pez.

o Auditivo: el ruido generado por las bombas de agua, flujo del agua o vibraciones
pueden causar un efecto negativo en los peces. Hay que procurar establecer un
correcto aislamiento.

o Quimico: permite la orientacién y las interacciones tanto intraespecificas como
interespecificas (busqueda de pareja, presencia de depredadores, busqueda de
alimento). Por ejemplo, el estimulo del gusto puede influir en el ahorro
energético y la modulacién de la saciedad que repercuten en el crecimiento.

- Ocupacional: introduciendo desafios en el ambiente, por ejemplo, modulando los flujos
de agua para la mejora de su capacidad de natacion.

- Social: comprende la presencia de otros individuos junto con las interacciones sociales
y la disponibilidad de espacio para interactuar.

- Dietético: la distribucion adecuada de los alimentos en el tiempo y el espacio, el tamafio
de la racién de alimentos y las caracteristicas de estos dependiendo de cada etapa de

vida.

El efecto del enriquecimiento ambiental se ha estudiado en numerosas especies
terrestres. Por ejemplo, en monos arafia en cautiverio, disminuye las conductas agresivas y
potencia las de exploracion (Marquez-Arias et al., 2014). Asimismo, en el area clinica, se ha
estudiado su efecto sobre enfermedades como el alzhéimer, donde en modelos de roedores

produce una mejora de la estructura y funcionalidad cerebral (Liew et al., 2022).



Por otro lado, en animales acuaticos, se ha demostrado que, el uso de estructuras fisicas
en el tanque reduce la agresion entre especies territoriales como son el pez roca negro (Sebastes
schlegelii) y el pez Greenling gordo (Hexagrammos otakii) (Zhang et al., 2021). En los
esturiones (Acipenser ruthenus) el color negro de los fondos de los tanques mejora el
crecimiento, la supervivencia y el sistema inmune (Bayrami et al., 2016). En el dmbito de
interés comercial, se ha visto que la adicion de corrientes de agua mediante bombas de
recirculacion estimula el crecimiento relativo de las truchas arcoiris, obteniendo asi un mayor

rendimiento de produccion (Llave Propin, 2022).

1.3 EMPLEO DE ESPECIES MODELO EN INVESTIGACION: EL PEZ CEBRA

El empleo de especies modelo (algunas de ellas acuaticas) ha sido crucial para lograr
descubrir muchos de los efectos positivos del enriquecimiento ambiental. Una de estas especies
es el pez cebra (Danio rerio). Se trata de un teledsteo perteneciente al orden de los
Cypriniformes y a la familia Danionidae (NCBI, 2020), cuyo hébitat se basa en arroyos o rios
de montafia poco profundos y tranquilos, aunque también puede estar presente en zonas donde
hay presencia del hombre como son los arrozales. Su distribucién geogréafica esta situada
principalmente en el noreste, sur y oeste de la India y en zonas como Pakistan, Nepal o
Bangladesh (Parichy, 2015).

Esta especie es de pequefio tamafio, los adultos miden aproximadamente 4 cm de largo.
La boca estd dirigida hacia arriba sobresaliendo la mandibula inferior. El elemento més
caracteristico que presentan en su cuerpo fusiforme y comprimido lateralmente, son las 5 0 7
franjas longitudinales de color azul oscuro que van desde el opérculo hasta la aleta caudal. El
patron de color viene determinado por células pigmentarias: melan6foros (azul oscuro)
xantoforos (dorados) e iridéforos (iridiscente). Las franjas centrales se forman primero y
posteriormente se desarrollan las demas secuencialmente. Presentan dimorfismo sexual; aunque
los machos y las hembras tienen una coloracién similar, los machos tienden a ser mas alargados
y tener aletas anales mas grandes con una coloracién mas amarilla. Las hembras suelen ser mas
grandes y con una forma corporal mas redondeada, sobre todo en el abdomen. Aungue la
caracteristica mas fiable para distinguirlos es la presencia de una pequefia papila genital delante

del origen de la aleta anal (Spence et al., 2008).

El pez cebra presenta muchas ventajas que hacen de él un excelente modelo animal;
entre ellas encontramos su pequefio tamafio y sencillez en sus condiciones de mantenimiento,

esto facilita el almacenamiento y la posibilidad de mantener una gran cantidad de ejemplares.



Otro aspecto para tener en cuenta es su alta fecundidad, ya que la hembra puede poner mas de
300 huevos por semana. Ademas, la mayoria de los 6rganos realizan funciones similares a las
de los humanos, aungue con algunas diferencias fisiologicas y anatémicas (Joshi, 2022). Otra
ventaja importante es que alcanza la maduracion sexual en 2 0 3 meses, y esto ahorra tiempo,
por ejemplo, para generar lineas transgénicas (Bozkurt, 2020). Ademas, el genoma del pez
cebra se encuentra completamente secuenciado y aproximadamente el 70% de los genes
humanos tienen al menos un ortélogo en el pez cebra; es decir, presentan una similitud en las
secuencias de esos genes, en concreto presentan un 82 % de similitud en los genes que estan

relacionados con procesos de enfermedades humanas (Howe et al., 2013).

Por todo ello, su uso como modelo experimental se ha extendido en diversos campos

cientificos, entre los mas recientes se encuentran:

e Estudios de enfermedades: aquellas relacionadas con el sistema nervioso central, ya que
muestra la organizacién y bioquimica muy parecida a la que presenta los vertebrados
(Zabegalov et al., 2021); en enfermedades cardiacas, debido la conservacion de las
estructuras y células especializadas (Bowley et al., 2022); se destaca también su
aportacion en la investigacion sobre el cancer a la hora de detectar carcindgenos, estudio
de células madre, angiogénesis, tumores y microambiente (Kwiatkowska et al., 2022).

e Estudios de regeneracion: los peces cebra pueden recuperarse tras un dafio significativo
en una variedad de estructuras como por ejemplo el musculo cardiaco y esquelético,
cerebro, médula espinal, retina, pancreas, higado y rifion (Kaliya-Perumal y Ingham,
2022).

e Estudios toxicoldgicos: por ejemplo, de las nanoparticulas de 6xido metalico que se
utilizan en la fabricacion de farmacos, cosméticos, aditivos alimentarios, textiles,
pinturas y ungientos antibacterianos (D’ Amora et al., 2022).

e Estudios inmunoldgicos: investigacion sobre la inmunidad innata, ya que el sistema

inmune que posee el pez cebra esta muy conservado (Hsu et al., 2022).

1.4 EL ESTRES EN PECES Y SU IMPACTO EN EL BIENESTAR ANIMAL
El estrés es un elemento que altera el metabolismo y el comportamiento del animal.
Cuando el pez esta sometido a un tipo de estrés, el eje hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI,
similar al eje hipotaldmico-pituitario-adrenal en mamiferos) se ve afectado, pudiendo modificar
el comportamiento del animal (Demin et al., 2020). Entre los mecanismos quimicos que

estimula estrés se encuentra la sintesis y liberacion de adrenalina, noradrenalina y de cortisol,



este Gltimo actla en el receptor de glucocorticoides (se produce un aumento en el nimero de
receptores), induciendo respuestas metabolicas y conductuales (Demin et al., 2020). Si hay una
liberacion de cortisol sostenida en el tiempo, da lugar a la movilizacion de recursos energéticos,
aumentando con ello la fosforilacion oxidativa y consecuentemente las especies reactivas del
oxigeno, lo cual puede provocar dafio tisular y estrés oxidativo (Marcon et al., 2018). Otra via
de sefializacion que se activa es la de la prolactina (activa el eje HPI) e hipocretina/orexina,
neuropéptidos que regulan la ingesta de alimentos o el suefio. La melatonina también interviene
en la respuesta al estrés ya que se encargard de reducir los comportamientos similares a la
ansiedad (Demin et al., 2020).

Si los estimulos estresantes o estresores se prolongan en el tiempo se considera que el
estrés es cronico (Robayo Noguera, 2021). Por lo general, el estrés crénico en peces cebra puede
dar lugar a comportamientos relacionados con la ansiedad: congelamiento, letargo,
movimientos erraticos, tigmotaxis (permanecer cerca de las paredes o en el fondo) o
hiperactividad. Por otro lado, también pueden presentar otros fendbmenos relacionados con la
ansiedad: exploracion, basqueda de comida, preferencia por entornos oscuros, habituacion,
agresion y por altimo adquisicién de memoria. Dado que los factores estresantes pueden causar
habituacion, cuando se estudia el efecto del estrés, se realizan protocolos de estrés impredecible
(Demin et al., 2020).

Una de las pruebas para analizar el comportamiento es el Novel Tank Test (NTT). Esta
prueba consiste en introducir al animal en un tanque y grabar su trayectoria de nado durante un
periodo de tiempo, posteriormente se analiza la permanencia en cada parte o zona determinada
del tanque u otros parametros que se desean obtener como la velocidad de natacién. Estos

pardmetros permiten determinar los niveles de ansiedad de los ejemplares.

En este trabajo se utilizara el test NTT para evaluar el efecto del enriquecimiento
ambiental sobre la conducta del pez cebra en animales estresados. De esta forma se pretende
determinar si el enriquecimiento ambiental es una herramienta Util para reducir los efectos
negativos del estres en esta especie modelo; de ser asi, los resultados podrian ser potencialmente
transferibles a otras especies de interés comercial, en las que el estrés asociado a su
domesticacion puede afectar a su produccion y reducir los beneficios en la industria de la

acuicultura.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
La hipotesis del presente trabajo es que el mantenimiento de los peces cebra en un

ambiente enriquecido disminuye los efectos del estrés sobre su conducta.

El objetivo general de este trabajo es estudiar si el enriquecimiento ambiental modifica
la conducta de los animales y determinar si los peces que han sido mantenidos en ambientes
enriquecidos sufren menos alteraciones de conducta ante condiciones de estrés.

Los objetivos especificos son:

1. Realizar un enriquecimiento ambiental mediante la simulacion de un ambiente
natural en el grupo experimental de peces.

2. Valorar la conducta de los peces del grupo control y experimental mediante el test
NTT.

3. Inducir un protocolo de estrés cronico en el grupo control y experimental y analizar

la conducta de los animales mediante el test NTT.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos experimentales que se han llevado a cabo durante este trabajo
fueron aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Leon (70/6693), asi como por
el 6rgano competente de la Junta de Castilla y Ledn (ULE009-2020). Ademas, el proyecto se
ajusto a las directrices del Reglamento del Consejo de la Unidn Europeay la normativa espafiola
para el uso de animales en el laboratorio. La induccién del protocolo de estrés crénico se llevo
a cabo exclusivamente por personal autorizado perteneciente al grupo de investigacion de

Repromol de la Universidad de Leon.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL
En este trabajo se han utilizado un total de 20 hembras de pez cebra de 9 meses de edad.
Los ejemplares se dividieron en dos grupos: control (CTRL) y ambiente enriquecido (EE).
Ambos grupos constaron con dos tanques (3 L) con 5 hembras/tanque. Un mes antes del inicio
del experimento, las hembras fueron marcadas individualmente con elastomeros (ver
descripcion posterior en la seccién 3.2.1) para poder realizar el seguimiento individual de cada

ejemplar.

Los tanques del grupo CTRL no presentaron ningln tipo de enriquecimiento fisico ni
visual, siendo los laterales de los tanques cubiertos con unas ldminas opacas. Las dos réplicas

técnicas del grupo EE contaron con la presencia de enriquecimiento ambiental fisico y visual a



través de los siguientes elementos: 1) piedras distribuidas en el fondo del tanque; 2) una planta
artificial de plastico y 3) imégenes del biotopo (rio del sudeste asiatico) en los laterales del
tanque para simular su ambiente natural (Figura 1A). Todas las hembras fueron alimentadas
con el mismo tipo de alimento para evaluar exclusivamente el potencial efecto del
enriquecimiento. La dieta consistié en una combinacion de pienso comercial pelletizado (400-
600 um) especifico para la especie (Zebrafeed®; Sparos) y nauplios de Artemia franciscana de
48 horas tras la eclosion. Las dosis de alimento y de nauplios de artemia fuerony 63.70 + 3.01
mg y 277.50 + 14.27 individuos respectivamente (Figura 1B). Los quistes artemia fueron
eclosionados en agua marina artificial (33 g/L) en un artemiero comercial (Hobby). Los tanques
de experimentacion se mantuvieron en un sistema recirculante comercial de estabulacion de
pez cebra (AquaticHabitats) en condiciones ambientales de fotoperiodo 14 h luz : 10 h
oscuridad y temperatura 27 £ 1 °C. Estas condiciones se mantuvieron controladas y constantes

durante los 3 meses de experimentacion.

A dia 90, se realiz6 una evaluacion individual del comportamiento mediante un NTT
(ver la descripcion detallada en seccion 3.2.3) con el objetivo de conocer el estatus de los peces
en un punto inicial antes de la induccion de estrés. Un dia después de la grabacion, se sometid
a los ejemplares a un protocolo de estrés cronico impredecible (UCS, del inglés Unpredicted
Chronic Stress; ver descripcion en la seccion 3.2.2) durante 7 dias. Finalizado el protocolo de
induccion de estrés, se volvio a evaluar el comportamiento de los ejemplares mediante NTT
para analizar el efecto del enriquecimiento ambiental sobre parametros de comportamiento
(Figura 1C).

3.2.1 Marcaje con elastdbmeros (visible implant elastomers; VIE)

Se utilizaron elastémeros de dos colores (rojo y verde) para el marcaje de los ejemplares
y siguiendo las recomendaciones del fabricante (Northwest Marine Technology). Una vez
anestesiados (empleando una solucion de 16.80 mg de tricaina/100 mL de agua), se inyecto
debajo de las escamas de la parte dorsal del pez un pequefio volumen del elastomero mezclado
con el agente solidificante. La posicion de la inyeccion y la combinacion de colores permitio
establecer un cadigo de identificacion unico para cada hembra en los dos grupos permitiendo

el estudio individualizado de cada animal a lo largo del experimento.

3.2.2 Protocolo de estrés cronico impredecible (UCS)

En este procedimiento basado en el protocolo publicado por Marcon et al. en 2018 y

adaptado por el grupo de investigacion en el que se ha desarrollado este TFG (Garcia Valcarce



et al., 2023), los peces se sometieron durante una semana a una combinacién de diferentes
estresores, de forma aleatoria, dos veces al dia como se refleja en la Figura 1C.

Los estresores agudos utilizados fueron:

- Calentamiento del agua del tanque hasta los 33 °C (30 min).

- Exposicion a un video de un depredador (50 min).

- Enfriamiento del agua del tanque hasta los 23 °C (30 min).

- Hacinamiento de 5 animales en 125 ml (50 min).

- Reduccion del nivel de agua, exponiendo la pared dorsal del cuerpo (2 min).

- Cambio de tanque, tres veces consecutivas (con intervalos de 30 min).

- Persecucion con red (8 min).

La realizacion de estos procedimientos fue llevada a cabo por miembros del equipo de

investigacion acreditados para ello.
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Figura 1. (A) Representacion de los tanques del grupo con enriquecimiento ambiental (EE) con sus respectivos
elementos y del grupo control (CTRL) (creado con BioRender.com). (B) Cantidad media de Artemia franciscana
y mg de alimento para peces Zebrafeed® (Sparos) proporcionados a las hembras. (media + SEM). (C) Cronologia
del experimento. Se representan los puntos clave del experimento VIE: marcaje con elastomeros, NTT: Novel Tank
Test realizado en el dia 90 (antes de la induccidn de estrés) y el en el dia 99 (tras la induccion de estrés) y UCS:
protocolo de estrés cronico impredecible distribuido a lo largo de 7 dias (basado en Marcon et al., 2018; Garcia
Valcarce et al., 2023) (creado con canva.com).



3.2.3 Novel Tank Test

En cada punto de muestreo del experimento (antes y después de ser sometidos al
protocolo de estrés inducido), los peces fueron grabados de manera individual en un tanque
nuevo (novel tank) con el objetivo de analizar su patron de natacion para evaluar su nivel de
ansiedad. Para ello, cada ejemplar fue extraido de su tanque de estabulacion y depositado
individualmente en el fondo del tanque de evaluacion con una red. El tanque de grabacién
utilizado como arena desconocida para el test fue un tanque de policarbonato localizado en la
misma sala de estabulacion de los animales dispuesto en un entorno aislado con el objetivo de
reducir el numero de estimulos posibles. Asi, el perimetro del tanque de evaluacion fue cubierto
con laminas blancas para evitar la existencia de estimulos visuales. El tanque se mantuvo en un
mismo punto durante todas las evaluaciones para no variar el plano de grabacion. En dicho
plano se localiz6 una regla para la posterior conversion de pixeles en unidades métricas
permitiendo el clculo de parametros cinéticos (Figura 2A).

El test de comportamiento NTT fue de 7 minutos para cada hembra (1 minuto
considerado de aclimatacion + 6 minutos de evaluacion; Figura 2B). El agua del tanque de
evaluacion fue obtenida del sistema de estabulacién y cambiada periddicamente durante la
grabacion de los videos. Los videos fueron grabados con una camara SKSCAM ELITE PLUS.
Tras los 7 minutos de grabacidn, los peces fueron separados en tanques de recuperacion donde
se comprobd la marca individual para su identificacion. Finalizado el periodo de grabacion los

ejemplares volvieron a su tanque de estabulacion.
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Figura 2. (A) Representacion del set de grabacion con las dimensiones del tanque utilizado como arena de
exploracion. (B) Diagrama del disefio experimental del Novel Tank Test. (C) Division ficticia de las zonas del
tanque en funcion de su distancia al fondo de este: far (zona superior, lejos del fondo), medium (intermedia) y
close (cercana al fondo del tanque) y el estatus teérico de ansiedad que presentarian los peces en cada zona.
(Creado con BioRender.com).



3.2.4 Andlisis de comportamiento

El anélisis de los videos grabados se realiz6 utilizando el software de EthoVision® XT
16 (Noldus). Con este programa se dividié virtualmente la arena correspondiente al tanque de
evaluacion en tres zonas homogéneas: baja o close, media 0 mediumy alta o far en relacion con
la distancia al fondo del tanque (Figura 2C). La zona far es la de mayor interés en este disefio
experimental ya que la natacion en la proximidad de la superficie se correlaciona con menor
nivel de ansiedad en los peces (Egan et al., 2009). EthoVision® XT es un software que permite
registrar la actividad y el movimiento de los animales. Se determinaron los siguientes
pardmetros en el presente trabajo: distancia recorrida, velocidad media, frecuencia y latencia en

zona alta del tanque (far).

El trabajo para realizar el analisis de la compilacion de videos (n=20 por punto

experimental) fue:

1. Configuracion de la arena (Arena settings): se determind la region del video donde
potencialmente se puede producir presencia del animal, en este caso el plano lateral del
tanque. Posteriormente, se dividio el arena en las zonas close, medium y far (Figura
2C).

2. Conversion de pixeles a unidades métricas: mediante la regla presente en el plano de los
videos.

3. Configuracion de la prueba (Trial control settings): se especificaron las condiciones
especificas para el andlisis. En el presente experimento, se establecio el inicio de la
adquisicion de datos a partir del primer fotograma correspondiente tras 60 s de
grabacion (establecido en el disefio experimental como tiempo de adaptacion del pez) y
hasta los 360 s desde el comienzo de la adquisicion de datos, correspondiente a los 6
minutos de evaluacion del NTT.

4. Configuracion de la deteccion de los ejemplares (Detection settings): se ajusto la forma
y el objeto a reconocer por el sistema de analisis, tomando un fotograma-ejemplo en el
que aparecia un pez de perfil claramente reconocible por contraste y color frente al
fondo del plano, delimitando asi el conjunto de pixeles a reconocer y trazar por el
software.

5. Generacion y listado de ensayos (Trial list): se etiquetd cada video para su codificacion
y posterior procesamiento mediante la asignacion de variables independientes, en este
caso pertenencia al grupo CTRL o EE y muestreo, antes y después de la induccion de
estrés (BEFORE; dia 90 - AFTER; dia 99).
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6. Elaboracion del perfiles de datos (Data profiles) y perfil de analisis (Analisis profiles).
Se elabor6 un esquema de la red de procesamiento agrupando los videos para su analisis
en funcién de las variables independientes. Asimismo, se especificaron los parametros
deseados en el analisis: velocidad, distancia total recorrida, tiempo en cada zona y

latencia a la zona més alejada del fondo (far).

3.2.5 Andlisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con GraphPad Prism version 8.0.1. Se
comprobo si las variables presentaban una distribucion normal mediante un test de Shapiro-
Wilk. La comparacion CTRL frente a EE en cada muestreo fue realizada mediante una prueba
t de Student para muestras no pareadas en aquellas variables que seguian una distribucién
normal o una prueba U de Mann-Whitney para aquellas que seguian una distribucion no
paramétrica. Del mismo modo, se compararon con test para muestras pareadas las variables
antes y después de la induccion del estrés en cada grupo, mediante prueba t-Student para
muestras pareadas en las variables que seguian distribucion normal o mediante prueba de
Wilconxon para variables no paramétricas. Se representan los datos junto con el valor medio +

SEM. Las diferencias fueron consideradas significativas con p < 0.05.

4. RESULTADOS

Para analizar todos los pardmetros obtenidos, se llevaron a cabo dos tipos de
comparaciones: 1) Analisis intergrupal: comparacion entre ambos grupos experimentales (EE
y CTRL) antes y después del protocolo UCS y 2) Analisis intragrupal: comparacién entre las
variables de cada individuo dentro del grupo experimental al cual pertenecian, antes y después
de aplicar el protocolo UCS.

4.1 ANALISIS INTERGRUPAL
e Cinética

Tras 90 dias de las diferentes condiciones experimentales, la distancia media total que
recorrieron los peces del grupo CTRL fue de 2621 + 199.20 cm frente a los 2505 + 157.80 cm
recorridos por el grupo EE (Figura 5A). Por otro lado, la velocidad media fue de 7.43 £ 1.74
cm/s del grupo CTRL y de 7.07 = 1.38 cm/s del grupo EE (Figura 5B). No se encontraron
diferencias significativas en la comparacion de los datos de ambas variables (p > 0.05).
Siguiendo la misma tendencia, tras la induccion del estrés cronico, las variables referentes a la
cinética de los peces no mostraron diferencias estadisticamente significativas. La distancia
recorrida media total en este segundo muestreo en los peces del grupo control fue de 2770 +

540.10 cm frente a los 2140 + 148.30 cm recorridos por el grupo EE (Figura 5C). En cuanto a
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la velocidad media, la del grupo CTRL fue de 7.78 £ 1.51 cm/s mientras que la del grupo EE
de 6.08+0.41 cm/s (Figura 5D).
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Figura 5. Parametros cinéticos de los grupos control (CTRL) y ambiente enriquecido (EE): distancia total
recorrida y velocidad media antes (A y B) y después (C y D) de aplicar el protocolo de estrés crénico impredecible
(UCS). Los datos se representan junto con la media + error estandar. ns: diferencias no significativas (p > 0.05).

e Preferencia de zona

El porcentaje de permanencia en cada zona del tanque se calculé empleando el total de
segundos que permanecieron los peces en dichas zonas en relacion con el tiempo total de
duracién del NTT (6 minutos). La permanencia en la zona far del grupo CTRL alcanzé una
media de 5.63 £ 1.34 %, presentando un maximo de 12.10 % y un minimo de 0.34 % (Figura
6A). La media de permanencia del grupo EE fue de 16.31 £ 6.56 %, contando con un maximo
de 55.45% y un minimo de 1.5 % (Figura 6A). El analisis estadistico no reporté diferencias
significativas (p = 0.35) en esta zona, ni tampoco en las otras zonas med (p = 0.11) ni close (p
=0.14) (Figura 6B y 6C).

Tras el protocolo de estrés, la permanencia en la zona far registrada tanto en el grupo
CTRL como en el grupo EE fue menor en valores medios alcanzando unos valores medios de
0.72 £ 0.40 % y 2.99 £ 1.74 %, respectivamente. Los individuos que puntuaron con mayor
porcentajes en cada grupo fueron 3.88 % en CTRL y 18.12 % en EE (Figura 6D). El impacto
de protocolo de estrés se reflejo en el incremento de los porcentajes en la zona cercana al fondo
del tanque con valores medios de permanencia en esta zona por encima del 80% en ambos
grupos (Figura 6F). El analisis estadistico no mostro diferencias significativas entre grupos

entre las zonas. No se encontraron diferencias significativas.
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Figura 6. Porcentaje de permanencia en la zona far, med y close de los grupos control (CTRL) y ambiente
enriquecido (EE) antes (A, B, C) y después (D, E, F) de aplicar el protocolo de estrés cronico impredecible (UCS).
Los valores se expresan junto media + error estandar. ns: diferencias no significativas (p > 0.05).

Con el objetivo de realizar un andlisis mas pormenorizado, se analizé el porcentaje de
permanencia en la zona far de ambos grupos en cada minuto del NTT antes y después del UCS

para interpretar de forma mas clara el comportamiento de cada grupo experimental (Figura 7).

Antes de aplicar el protocolo de estrés, la permanencia en la zona por minutos en el caso
del grupo CRTL, oscilaba entre el 0y 2 %. Una vez aplicado, la ventana de permanencia se
redujo hasta un intervalo entre 0 y 0.3 %. El grupo EE antes del UCS y a lo largo de los seis
minutos, se mantuvo en una franja del 2 al 4 % en la zona far; después de aplicar el protocolo,

esta permanencia decayo hasta intervalos entre 0.1y 1 %.
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Cabe destacar que la permanencia en esta zona del tanque del grupo EE, aunque no sea

significativa, se mantiene siempre por encima de los niveles del grupo CTRL, tanto antes como
después el UCS.

A
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Figura 7. Porcentaje de permanencia en la zona far (A) antes y (B) después del protocolo de estrés cronico
impredecible (UCS) de los grupos control (CTRL) y ambiente enriquecido (EE) a lo largo de cada minuto del
Novel Tank Test. Los datos se expresan como media + error estandar.

e Latencia en zona far

La latencia se corresponde con el tiempo que tardan los animales en ser detectados por
el software por primera vez en una zona especificada del arena. Los datos correspondientes para
la zona far, se muestran en la Figura 8A. A los individuos que no alcanzaron la zona de estudio
se les asigno el valor de 360 s (duracién del NTT). El pez que mas rapido se localizé en la zona
far del grupo CRTL tard6é un minimo de 8.60 s en alcanzar esa zona mientras que el méas
reticente a nadar en esta zona tardé un maximo de 284.20 s. Por el contrario, en el grupo EE
tres individuos se encontraban al iniciar el NTT en esa zona (representados con el valor de 0 s)
y los mas reticentes a la natacion en esta zona tardaron un maximo de 198.30 s en ser detectados.

En ambos grupos todos los ejemplares alcanzaron la zona mas alejada del fondo durante el NTT
como se muestra en la Figura 8B.

El protocolo de estrés provoco una alteracion evidente en los gréficos de latencia de las
hembras evaluadas (Figura 8C). La hembra mas rapida en nadar en la zona més cercana a la
superficie del grupo CRTL tardd 20.40 s mientras que el tiempo minimo del grupo EE se situd
en 3.30 s. En ambos casos hubo individuos que no alcanzaron la zona durante el trascurso del
NTT y se les atribuyd un tiempo de 360 s (duracion total del NTT). Por otro lado, la fraccién
de individuos que alcanzaron la zona far (Figura 8D) en el grupo CTRL fue del 50 % y en el
grupo EE alrededor del 65 %.
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Figura 8. Tiempo de latencia de los grupos control (CTRL) y ambiente enriquecido (EE) hasta alcanzar la zona far
(A) antes del protocolo de estrés crénico impredecible (UCS) y después (C). Fraccién de individuos que alcanzaron
la zona far (B) antes y (D) después del UCS.

4.2 ANALISIS INTRAGRUPAL

La comparacion se hizo entre cada individuo gracias a las marcas con elastomeros,
contando con 10 peces en cada grupo. En este caso, en las graficas, cada pez se representa con
puntos conectados, indicando el antes y después del UCS.

e Cinética

Los pardmetros cinéticos distancia total recorrida y velocidad se representan en la
Figura 9. Tras el analisis pareado de las variables, no se encontraron diferencias significativas
entre los datos de antes y después del UCS ni en el grupo CTRL ni el grupo con enriquecimiento

ambiental EE.
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Figura 9. Parametros cinéticos medidos antes (before) y después (after) de aplicar el protocolo de estrés crénico
impredecible: (A) Distancia total recorrida y (B) velocidad media de cada pez del grupo control (CTRL). (C)
Distanciatotal recorrida y (D) velocidad media de cada pez del grupo de ambiente enriquecido (EE). ns: diferencias
no significativas (p > 0.05).

e Preferencia de zona
En la Figura 10 se puede observar que, en el grupo CTRL, una vez aplicado el UCS, en
la zona far 9 de los 10 peces disminuyeron su porcentaje de permanencia y 5 de las hembras no
volvieron a nadar en esa franja (0% de permanencia). En la zona med observamos una
disminucion de la permanencia en 8 de los individuos. Por ultimo, en la zona close, el 90 % de
los individuos aumentaron su permanencia. Se encontraron diferencias significativas (p < 0.05)

entre la permanencia de los individuos en las tres zonas, de forma mas notable en la zona close.

Sin embargo, los resultados en el analisis pareado del grupo EE fueron distintos. No se
encontraron diferencias significativas (p = 0.10) en la zona far (Figura 10D) potencialmente
debido al enriquecimiento ambiental. Se encontraron diferencias significativas entre la
permanencia de los individuos las zonas med y close (Figuras 10E y 10F). 8 de los 10 peces
redujeron la permanencia en la zona med y, por el contrario, 8 de cada 10 peces aumentaron su

permanencia en la zona close.

e Latenciaen zona far
La latencia hacia la zona far en el andlisis intragrupal se encuentra representada en la
Figura 11. En el caso del grupo CTRL la mitad de las hembras no volvieron a ser detectadas
en la zona una vez se les aplico el protocolo de UCS y tres de ellas tardaron mas tiempo en
alcanzarla. Por otro lado, en el grupo EE, sélo tres de las hembras no volvieron a alcanzar la

zona far y seis de ellas tardaron incluso menos tiempo en alcanzarla tras el UCS.
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5. DISCUSION

El estrés es un factor que desencadena determinados cambios conductuales en los
animales y afecta a su bienestar. Los efectos negativos del estrés pueden producir grandes
pérdidas econdmicas en la industria de la acuicultura. La domesticacion de especies implica
sacar los animales de su habitat natural y cerrar su ciclo vital en cautividad, y este proceso, al
menos en sus primeras etapas, implica necesariamente someter a los animales a condiciones de
estrés. La aparicion de enfermedades que impliquen la pérdida de ejemplares, o la aparicion de
problemas reproductivos que eviten cerrar su ciclo vital en cautividad, son s6lo algunos de los
problemas derivados del estrés a los que la industria de la acuicultura tiene que hacer frente
(Tort, 2011; Garcia Valcarce et al., 2023). Teniendo en cuenta que hay fuentes de estrés
inevitables, la busqueda de estrategias que puedan frenar o atenuar los efectos adversos de la
exposicion a estresores es especialmente relevante. Una de estas estrategias puede ser el

enriquecimiento ambiental.

En este estudio se ha escogido la especie modelo del pez cebra para estudiar el efecto
del enriquecimiento ambiental sobre los efectos negativos del estrés. Aunque existen
numerosos estudios que relacionan los efectos del estrés en la conducta de los peces
(Buenhombre et al., 2021), la mayoria de ellos no incluyen el enriquecimiento ambiental como
un elemento clave que puede influir en la respuesta frente al estrés. Ademas, la gran mayoria
de las veces solo se analizan parametros bioquimicos como son el aumento del nivel de cortisol
o0 la presencia de especies reactivas de oxigeno, donde, en algunas ocasiones, se emplean
técnicas invasivas o requieren el sacrificio del animal para obtener las muestras necesarias
(Sadoul y Geffroy, 2019).

Es por todo ello que, para llevar a cabo este trabajo, se ha empleado un protocolo de
estrés cronico impredecible y una prueba de comportamiento especifica (NTT). EI NTT
proporciona informacion sobre el comportamiento natural del pez cebra cuando se sumerge en
el fondo de un entorno desconocido, el cual se sabe que, segun se va adaptando a dicho entorno,
comienza a explorar de forma gradual la parte superior del tanque. De esta forma se puede
definir la ansiedad segun el tiempo que pasa el animal en la parte inferior del tanque (a mayor
tiempo, mayor nivel de ansiedad) y la parte superior (a mayor tiempo, menor nivel de ansiedad)
(Fontana et al., 2022).

El protocolo de UCS y el NTT se emplearon para observar el impacto del estrés en

parametros cinéticos y de comportamiento en peces cebray determinar si el grupo experimental
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(EE), mantenido en un entorno enriquecido durante 90 dias, presentd menos alteraciones en su

conducta que el grupo control (CTRL).

Una vez comparados ambos grupos, CTRL y EE, no se observaron variaciones
significativas en los pardmetros cinéticos. La velocidad y la distancia de ambos fueron
semejantes antes y después del UCS (Figura 5). Esto indica que, en el presente estudio, el
protocolo de estres empleado y la estrategia de enriquecimiento ambiental usada no han alterado
los pardmetros cinéticos estudiados en los peces. El marcaje individual (etiquetas VIE) de los
ejemplares, permitio estudiar la conducta de cada individuo en cada uno de los dos grupos
estudiados (control y experimental). Siguiendo con la misma tendencia observada
anteriormente, los parametros cinéticos no se vieron significativamente modificados (Figura
9).

Estos resultados sobre los parametros cinéticos concuerdan con los que obtuvieron
Marcon y colaboradores (Marcon et al., 2018), los cuales analizaron la influencia el estrés y el
enriquecimiento ambiental en el comportamiento y parametros bioquimicos del pez cebra. Para
ello, este grupo de investigacion emple6 una misma proporciéon de machos y hembras (96 en
total) de seis meses de edad. Los peces fueron divididos inicialmente en tres grupos: un grupo
mantenido en condiciones estandar y dos grupos expuestos a enriquecimiento ambiental,
diferenciandose en el periodo de exposicion (21 o 28 dias). Las condiciones de enriquecimiento
eran similares a las de este trabajo, aunque se incluy6 una estructura adicional en forma de
ruina. Posteriormente, se realizd el mismo protocolo de estrés crénico que se ha empleado en
el presente trabajo. Cada grupo de peces se volvio a dividir en dos subgrupos: uno al que se le
aplico el protocolo de UCS y otro al que no, para ser comparados finalmente mediante la prueba
del NTT. Los resultados que se obtuvieron respecto a la distancia recorrida demostraron que ni
el protocolo de UCS ni el enriquecimiento ambiental influyeron sobre este pardametro.

Ademas de la velocidad y la distancia recorrida, la permanencia en una zona concreta
del tanque permite determinar los niveles de ansiedad de los peces (Fontana et al., 2022). En
cuanto a la preferencia por la zona, ambos grupos (control y experimental) permanecieron
principalmente en la zona close o “segura” para ellos, la zona cercana al fondo, cuando fueron

transferidos al ambiente nuevo del NTT.

Centrandonos en la zona far y considerando los dos grupos analizados, el conjunto de
todos los individuos del grupo CTRL y EE consiguieron alcanzarla durante el transcurso del

NTT, antes de aplicar el UCS, como se muestra en la Figura 8B; una vez realizado el protocolo
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de estrés, se pudo observar una disminucion del alcance en nimero en el grupo CTRL, que se
redujo a la mitad en comparacién con el valor previo a la induccion del estrés. Por otro lado, en
el grupo EE, se registrd una reduccion, en menor medida, de un tercio de los individuos que no

lograron alcanzar la zona durante el NTT (Figura 8D).

El tiempo de permanencia en la zona far se vio reducido de manera similar en ambos
grupos tras la inducciédn del estrés. Este hecho puede explicase considerando que la presencia
de los peces cerca de la superficie se asocia a bajos niveles de ansiedad. Para proporcionar datos
mas precisos, se estudio la presencia de los animales en esta zona en cada minuto del NTT
(Figura 7); se observo que la permanencia en la zona far del grupo EE tendia a ser superior en
todo momento a la del grupo CTRL (antes y después del UCS), pudiendo ser este un indicio

del posible efecto beneficioso del enriquecimiento ambiental.

El mismo estudio de Marcon y colaboradores referido anteriormente (Marcon et al.,
2018), analiz6 también la preferencia por las zonas del tanque entre los subgrupos estresados y
no estresados de la condicién control y con enriquecimiento. Se determind un aumento
significativo de permanencia en la zona inferior (close) por parte de los peces estresados del
grupo control frente a los no estresados. Ademés, estos peces también presentaron una
disminucion en el tiempo y numero de entradas a la zona superior (far) del tanque. En el analisis
del grupo enriquecido, no se detectaron diferencias entre el subgrupo estresado y el no estresado
en ninguno de los dos parametros (permanencia en la zona close y far). Estos resultados indican
que el enriquecimiento ambiental influye sobre los patrones de comportamiento de los peces
cebra sometidos a estrés, mitigando conductas que se asocian con la ansiedad como son
permanecer mas tiempo en la zona cercana al fondo y evitar la exploracion en la zona superior

del tanque.

La disminucion de la ansiedad a causa del enriquecimiento ambiental se ha determinado
también midiendo los niveles de cortisol en peces cebra adultos. Tras una persecucion con red
como desencadenante de estrés, se observé que los peces criados en un ambiente enriquecido
tenian una respuesta atenuada del cortisol, muy similar a la que se produce al emplear farmacos

ansioliticos/antidepresivos (Giacomini et al., 2016).

El analisis individual dentro de cada grupo (intragrupal) demuestra que el UCS si tuvo
efecto en la permanencia encada zona (Figura 10). En los individuos del grupo CTRL, el estrés
provocado, ocasion6 un notable aumento de presencia en la zona close; de forma similar, en los

peces del grupo EE, también hubo un aumento en la permanencia en esa seccién del tanque.
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La preferencia por la zona far es uno de los puntos clave en este estudio para determinar
los posibles efectos beneficiosos del enriquecimiento ambiental frente al estrés, ya que como
se ha mencionado anteriormente, la presencia 0 permanencia en esta zona se relaciona con
menores niveles de ansiedad y el desarrollo de una conducta exploratoria. EI comportamiento
exploratorio en los animales permite la adquisicion de informacion sobre el entorno, lo cual es
esencial para la supervivencia. Permanecer en un ambiente enriquecido puede favorecer la
exploracion en peces, como se ha demostrado en el caso del pez mahseer (Tor putitora), donde
el enriquecimiento ambiental mejoré las respuestas exploratorias. Estos peces mostraron una
mayor propension a abandonar la zona segura para alcanzar una zona de vegetacion presente
en el tanque (Ullah et al., 2017).

Cuando realizamos el analisis intragrupal, observamos que, 9 de los 10 peces
pertenecientes al grupo control redujeron su permanencia en la zona superior del tanque hasta
porcentajes que rondaban el 0.7 %, confirmando el impacto del estrés inducido sobre su
comportamiento (Figura 10A). Sin embargo, en los datos que se obtuvieron de los peces del
grupo EE se observo que, aunque hubo una disminucion de permanencia en la region far a causa
del estrés, los datos registrados previa y posteriormente a la aplicacion de los estresores no
difieren significativamente (Figura 10D).

Al analizar la latencia de cada individuo en la zona distante del tanque antes y después
de la aplicacion de los estresores, se observo que, después de aplicar le protocolo de UCS,
algunos ejemplares del grupo EE (en concreto seis de ellos) lograron alcanzar esta zona en
menos tiempo en comparacion con el tiempo registrado antes del UCS (Figura 11B). La
tendencia de los individuos analizados en el grupo CTRL es de un incremento en el tiempo que
tardan en alcanzar la zona far una vez estresados (Figura 11A). Basandonos en estos datos, una
de las posibles razones de la reduccion en el tiempo de alcance de la zona far por parte de
ejemplares del grupo EE, es que el enriquecimiento pueda desempefiar un papel importante en

la recuperacion del animal tras ser sometido a situaciones de estrés.

La influencia del ambiente enriquecido en la recuperacion de los peces tras la exposicion
a un estresor se ha comprobado en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Pounder et al.,
2016). En dicha investigacion, las truchas se mantuvieron en condiciones de enriquecimiento y
control durante un periodo de tres semanas y, como elemento estresor, se empleo la extraccion
del pez fuera del agua durante un minuto. Se evaluaron la frecuencia de latido opercular, niveles

de cortisol y el tiempo de inmovilidad en el tanque. En el grupo enriquecido, los niveles de
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cortisol variaron menos Yy las tasas de recuperacion en cuanto al latido opercular fueron mas
rapidas. Los resultados obtenidos en este estudio refuerzan la idea de que el enriquecimiento

ambiental puede promover una recuperacion mas rapida tras la exposicion a factores de estrés.

Un entorno enriquecido como el que se ha establecido en este trabajo, con plantas, arena
0 piedras, proporciona elementos que pueden servir como refugio para los animales,
brindandoles una sensacion de seguridad. Sin embargo, un ambiente que no presenta
enriquecimiento puede conllevar a que los peces permanezcan en un estado de alerta mas
continuado y, por lo tanto, tengan una mayor susceptibilidad al estrés (Giacomini et al., 2016).
Por ejemplo, en el salmén comun o salmoén del Atlantico (Salmo salar), se ha observado una
notable disparidad en los niveles basales de cortisol, siendo mucho mas elevados en aquellos

individuos que no habian sido criados en un ambiente enriquecido (Né&slund et al., 2013).

En muchos estudios se ha sefialado el impacto positivo del enriquecimiento ambiental
en el crecimiento, la reduccion de agresividad territorial, la supervivencia o la respuesta al
estrés, la cual se ha abordado en este estudio. No obstante, es crucial tener en cuenta factores
como la especie animal, sexo o edad de los individuos para adecuar dicho enriquecimiento a
sus necesidades bioldgicas, evitando asi generar posibles efectos negativos en los animales
(Néslund y Johnsson, 2016).

En este trabajo, el enriquecimiento ambiental no ha mejorado los parametros cinéticos
estudiados tras la exposicion a un estrés crénico impredecible, no obstante, el estudio de
preferencia de zonas apunta hacia un posible efecto beneficioso de este enriquecimiento
ambiental, y por ello, cabe la posibilidad de considerarlo como una posible estrategia para
mejorar el bienestar y adaptacion de los animales en criados en cautividad.

6. CONCLUSIONES

1. El estrés y el enriquecimiento ambiental no afectan a parametros cinéticos como la
distancia recorrida y velocidad en los peces cebra.

2. El estrés inducido afecto la distribucion de los peces en las distintas zonas del tanque,
aumentando la permanencia en la zona cercana o close, considerada como una zona
segura o de confort para ellos.

3. Todos los peces lograron alcanzar la zona mas alejada del tanque durante el transcurso
de las pruebas de comportamiento antes del protocolo de estrés, a pesar de la preferencia
por la zona cercana al fondo del tanque.
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4. El enriquecimiento ambiental influyé en la respuesta al estrés, favoreciendo una
conducta mas exploratoria por parte de los peces mantenidos en condiciones de
enriquecimiento, los cuales alcanzaron y permanecieron tiempos similares en la zona

alta del tanque durante el NTT, antes y después de la induccion del estrés.
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