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INTRODUCCION GENERAL

El blenio de rio: Salaria fluviatilis

El blenio de rio, Salaria fluviatilis (Asso 1801), es uno de los pocos miembros de
la familia Blenniidae que vive en aguas dulces (Ficha 1: distribucidn). Se trata de un pez
de pequefio tamafio (Ficha 1: descripcidn), que puede vivir entre 3 y 5 afios. Es una
especie bastante euriterma (tolera temperaturas que van de los 32C a los 30°C) y
eurihalina (Plaut, 1998), que se encuentra en los tramos bajos y medios de rios, en
lagos, estuarios y lagunas costeras. Su habitat estd constituido por substratos
pedregosos en zonas de corriente y profundidad moderadas (Freeman et al., 1990).
Esta exigencia ecoldgica hace que su localizacién en los rios siga una distribucion
parcheada. En rios mediterraneos se ha observado que presenta un crecimiento rapido
entre primavera e inicios de verano y en otofio, mientras que en la época de estiaje
(cuando decrece el caudal y escasean los recursos alimentarios), crece poco. Alcanza la
madurez sexual en el primer afio de vida y la reproduccién se da entre mayo vy julio,
aungue los individuos de mayor edad pueden adelantarla al mes de abril (Vinyoles &
Sostoa, 2007). En esta época del afio, los machos excavan una cavidad bajo una piedra
aplanada y cortejan a las hembras. El cortejo consiste en movimientos de la cabeza
(head nodding), coloracién oscura del cuerpo con bandas claras en la cresta, ereccién
de la aleta dorsal, temblor corporal y movimientos de invitacién al interior del nido.
Por su parte, la hembra receptiva, adquiere una coloracién de franjas oscuras muy
conspicua (Neat et al., 2003; Lengkeek & Didderen, 2006). Durante el apareamiento, la

hembra deposita una monocapa de huevos en la parte inferior de la piedra y el macho
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los fecunda inmediatamente (Wickler, 1957a). Las hembras pueden poner hasta 3000
huevos (dependiendo de su tamaio y edad) en puestas fraccionadas de 300 a 600
huevos (Wickler, 1957b). A lo largo del periodo de reproduccién los machos se aparean
con varias hembras y presentan cuidado parental de los huevos hasta la eclosiéon, que
consiste en defender y ventilar la puesta, asi como realizar tareas de limpieza del nido.
Durante el periodo de cuidado parental, el macho ve restringidas sus oportunidades de
alimentarse, lo cual hace disminuir su condicidn fisica y favorece que pueda consumir
huevos de sus propias puestas (canibalismo filial) (Vinyoles et al., 1999). Los huevos
tardan unos 14 dias en eclosionar a 202C, las larvas se alimentan de zooplancton y son
plancténicas hasta que alcanzan los 15 mm de longitud (Gil et al., 2010). Los adultos,
por su parte, se alimentan de insectos, crustaceos y, en algunos casos, de alevines de
otros peces (principalmente ciprinidos), aunque su presa principal son las larvas de

qguirondmidos (Vinyoles, 1993).

Aunque en la lista roja de la IUCN se la cataloga como una especie de
“Preocupacion menor” (LC), S. fluviatilis ha sufrido una fuerte regresién y es una
especie en peligro en varios paises mediterraneos: Turquia (Balik, 1995), Italia (Bianco,
1995), Francia (Changeux & Pont, 1995) Grecia (Economidis, 1995), Croacia (Mrakovcic
et al.,, 1995) y Espafia (Elvira, 1995a). Se ha catalogado como especie de “especial
interés” en el Anexo Il del Real Decreto 439/90 por el cual se regula el Catalogo
Nacional de especies amenazadas de Espafia, y aparece como “especie en peligro de
extincion” en el Atlas y Libro Rojo de los Peces Continentales Espafioles (Doadrio,
2001). Se considera en peligro de extincion en Extremadura (Anexo | del Catédlogo
regional de especies amenazadas de Extremadura, ley 8/1998 de 26 de junio), Aragon

(Anexo del Catalogo de especies amenazadas de Aragon, Decreto 49/1995 de 28 de
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Introduccidn general

marzo), La Rioja (Catalogo regional de especies amenazadas de flora y fauna silvestre
de La Rioja, Decreto 44/1998 de 10 de julio) y el Pais Vasco (Catalogo vasco de especies
amenazadas de la fauna y flora silvestre y marina, Decreto 167/1996, de 9 de julio). En
Cataluia, se ha incluido dentro de la categoria D (especies que requieren la
elaboracién de un plan de conservacién) del “Annex Il de les espéecies protegides de
fauna salvatge autoctona de Catalunya (llei 3/88 de proteccié dels animals)”. La
principal amenaza para la especie es la pérdida de habitat reproductivo (Ferrito &
Tigano, 1996; Coté et al., 1999), aunque también la perjudica la excesiva extraccién de
agua (Changeux & Pont, 1995; Collares-Pereira et al., 2000), la contaminacion

(Hernandez et al., 2000) y la introduccién de especies invasoras (Elvira, 1995b).

Los peces de agua dulce suponen uno de los grupos de vertebrados mas
amenazados del planeta (Bruton, 1995). Esto se debe a que aproximadamente el 40%
del total de especies de peces viven en aguas continentales (Lundberg et al., 2000) y
gue estos ecosistemas son especialmente vulnerables a la pérdida de biodiversidad
(Sala et al., 2000) y a la actividad antropogénica (Strayer & Dudgeon, 2010). Entre las
acciones para promover la conservacion de las especies se encuentran la cria en
cautividad y las reintroducciones (Seal et al., 1993; Tear et al., 1993)y ya se han
aplicado en varias ocasiones a especies de peces de agua dulce (p.e., Shiri Harzevili et
al., 2003; Shute et al., 2005; Williot et al., 2009). Aunque estas acciones no suponen
soluciones idéneas, ya que el futuro de la biodiversidad estd en conservar la
naturaleza, a veces, se presentan como la Unica alternativa posible (Beissinger, 1997;
Snyder et al., 1996). Dichas acciones de conservacidn necesitan tener en cuenta ciertos

aspectos de las especies como la genética y ecologia (p.e., Neves, 2004; Araki et al.,
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2007), el comportamiento (Gibbons et al.,, 1995) y la biologia reproductiva y del

desarrollo (Sarkar et al., 2006).

Los estudios de conservacién no necesariamente han de ir dirigidos a especies
criticamente amenazadas. Las contribuciones al conocimiento que aporta el estudio de
especies asociadas a otras especies que se hallan en peligro, de especies raras en areas
concretas o de soluciones generales que puedan tener aplicacion en conservacién
pueden ser también muy beneficiosas (Sutherland, 1998). Asi pues, investigaciones
centradas en S.fluviatilis no sdlo pueden aportar informaciéon relevante para su
conservacién sino que pueden beneficiar a otras especies con habitos parecidos (i.e.,
bentdnicas y con cuidado parental), y que también estan en regresién, como por
ejemplo el cavilat (Cottus gobio) en Europa (incluido en el Annex Il of the Habitats
Directive). Hay que tener en cuenta que los peces con cuidado parental suelen tener
intervalos de puesta mas largos y que segun la IUCN esto se ha asociado a categorias
de riesgo mas elevadas (Jager et al., 2008). Ademas, se ha descrito que S. fluviatilis es
el huésped del gloquidio de la almeja perlifera gigante Margaritifera auricularia
(Araujo et al., 2001). Este bivalvo es una especie en peligro critico de extincidn
(Categoria CE, IUCN), que necesita de un pez hospedador (que mantenga a los
gloquidios en sus branquias durante la fase peldgica) para poder completar su ciclo
bioldgico. Asi pues, una mejora en el estado de las poblaciones naturales de S.fluviatilis

podria beneficarle.
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Introduccidn general

Aplicacion de los estudios de comportamiento a la conservacion de las especies

El conocimiento del comportamiento es esencial para entender las
interacciones entre el individuo y su entorno, repercutiendo en el crecimiento vy
persistencia de las poblaciones naturales (Charmantier et al., 2008; Schmitz et al.,
2008). Entender los procesos evolutivos subyacentes al comportamiento permiten
predecir la capacidad adaptativa de las especies en un mundo que cambia
rapidamente bajo la influencia humana (Both & Visser, 2001; Sih et al., 2011). En los
ultimos 20 afos se ha observado un incremento de publicaciones que empiezan a
subrayar la estrecha relacidn existente entre los estudios de comportamiento animal y
los de conservacion (p.e., Caro & Durant, 1995; Sutherland, 1998; Caro, 1999;
Blumstein, 2006). Estas dos disciplinas hasta hace relativamente poco se centraban en
intereses diferentes. Mientras que los estudiosos del comportamiento investigaban
sobre mecanismos causales y la teoria evolutiva (ciencia basica), los conservacionistas
trabajaban en aspectos aplicados, y no existia conciencia de la importancia de unir
ambas ramas del conocimiento. Se conoce como “comportamiento y conservacién”
(conservation behaviour) a esta disciplina emergente que utiliza conocimientos en
comportamiento para resolver problemas de conservacion (Blumstein & Fernandez-

Juricic, 2004).

Los comportamientos que mds pueden aportar a la ciencia de la conservacién
son aquellos relacionados con: la supresiéon reproductora, el infanticidio, los
mecanismos de eleccion de pareja, los sistemas de apareamiento, la plasticidad social,
la dispersién, la migracidon, la atraccion conspecifica y los comportamientos

reproductivos que precisan de ciertos recursos ambientales (i.e., lugares de cria
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apropiados) sensibles a la actividad humana (Anthony & Blumstein, 2000). Su
importancia radica en el efecto que tienen sobre la Ne (tamafio poblacional efectivo),
ya que pueden reducir el tamafio y la tasa de crecimiento asi como afectar el sesgo
reproductivo de una poblacidn, lo cual los relaciona estrechamente al efecto Allee
(Stephens et al., 1999). De los comportamientos mencionados, en la presente tesis, se
estudiardn algunos aspectos relacionados con la supresidn reproductora y la influencia
de ciertos recursos ambientales sobre el comportamiento reproductivo. La supresion
reproductora consiste en la presencia de machos dominantes que monopolizan los
recursos reproductivos y que limitan las oportunidades de reproducirse a otros
machos maduros sexualmente. Es importante conocer cémo funciona la supresién
reproductora, ya que puede debilitar a una poblacién cuando los individuos inhibidos
no son capaces de reproducirse inmediatamente al desaparecer los dominantes
(Greene et al., 1998). Por otra parte, es de interés estudiar como la disminucién, a
menudo provocada por la accion humana, de un recurso necesario para reproducirse
(p.e., arboles con cavidades en aves) afecta al comportamiento y reproduccion de las
especies. Otros aspectos del comportamiento que se estudiaran, y cémo veremos en
breve, también pueden tener repercusién en la conservacidn, son los que conciernen a

la personalidad, el aprendizaje y el cuidado parental.

El estudio del comportamiento se presenta como una herramienta
imprescindible para detectar de forma sensible las consecuencias de la
pérdida/fragmentacion del habitat y los cambios en la tasa de mortalidad de las
especies (Goss-Custard & Sutherland, 1997) y supone un buen indicador de “salud” de

una poblacién (Anthony & Blumstein 2000). A parte de estas aplicaciones, no hay que
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Introduccidn general

despreciar el interés que esta tematica despierta en la sociedad y, por tanto, su

potencial papel educativo (Sutherland, 1998).

Comportamiento y desarrollo

Los peces constituyen el grupo de vertebrados con mayor variabilidad en los
sistemas de apareamiento (Barlow, 1991). En muchas especies los machos presentan
tdcticas reproductivas alternativas (Alternative Reproductive Tactics, ARTs, Ficha 2) que
se corresponden a distintos morfotipos que difieren en morfologia, fisiologia y
comportamiento (Taborsky, 2001). El diferente grado de desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios (CSSs) es una de las diferencias mas evidentes entre machos con
distintas tacticas reproductivas (Kodric-Brown, 1998; Oliveira et al., 2005). Las
hembras, valoran la calidad del macho basandose en estos caracteres (Kirkpatrick,
1987), pudiendo incluso renunciar a reproducirse si éstos estan expresados por debajo
de un cierto umbral (Blumstein, 1998). En muchas especies las ARTs son secuenciales
(Taborsky, 1998; Gross, 1996); los machos grandes, y con CSSs desarrollados, suelen
actuar como dominantes, mientras que los machos jévenes, mas pequefios, tienen los
CSSs poco desarrollados y se comportan como parasitos. La tactica parasita (que
también se puede llamar tactica sneaker) consiste en entrar en los nidos de los machos
dominantes y conseguir fertilizaciones. El momento en el que el macho joven pasa de
sneaker a dominante no suele estar fijado genéticamente (Immler et al., 2004) y su
adopcién depende de factores ambientales como: el contexto social, la competencia
por recursos reproductivos y la disponibilidad de hembras (De Fraipont et al., 1993;

Taborsky, 1994; Burmeister et al., 2005). Conocer cémo la adopcidén de las tacticas
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reproductivas y el desarrollo de los CSSs se ajusta a los cambios ambientales y permite
a las poblaciones sobrevivir en condiciones extremas tiene interés en la conservacién y

gestion de las especies.

La familia de los blénidos resulta muy interesante para estudiar la plasticidad
fenotipica en la adopcién de las ARTs (Ficha 3). En el caso de S.fluviatilis los CSSs de los
machos consisten en una cresta cefalica y un par de glandulas anales que cubren los
dos primeros radios de la aleta anal. El grado de desarrollo de los CSSs puede ayudar a
distinguir la ART adoptada por cada macho (Neat et al., 2003) ya que los machos
dominantes tienen CSSs desarrollados y los no-dominantes no. La plasticidad en la
adquisicion de las ARTs y el desarrollo en CSSs ya se ha descrito en una de las especies
de blénido filogenéticamente mas préxima a S. fluviatilis, el gallerbo S. pavo (Saraiva et
al., 2010, 2012). Conocer como factores ambientales del tipo social y la disponibilidad
de nidos pueden afectar en la adopcion de las ARTs puede ayudar a comprender la
adaptabilidad de la especie a los cambios en del entorno. De hecho, las poblaciones de
S. fluviatilis que viven en rios mediterrdneos se encuentran en habitats sometidos a
fuertes fluctuaciones de caudal, temperatura y disponibilidad de recursos troficos
(Vinyoles & Sostoa, 2007). Se prevé que el cambio climatico exagerard estas
fluctuaciones, a lo que se sumaran mayores impactos antropogénicos (Vorosmarty et
al., 2000). La presencia de ARTs podria ser la clave que permitiese sobrevivir a
S.fluviatilis a estos cambios si la adopcidon de una u otra tactica se adaptase a las

condiciones ambientales.

Otro punto de interés es estudiar si el comportamiento de cuidado parental

puede afectar al desarrollo embrionario. La cria en cautividad de los peces se puede
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Introduccidn general

ver beneficiada por investigaciones acerca de diversos aspectos relacionados con la
obtencién de larvas de buena calidad: genética de los padres (Nagahama, 1994),
alimentacion de la hembra (Harel et al., 1994), condiciones fisico-quimicas (Gillet,
1994; Brown et al., 1995), condiciones de confinamiento de los progenitores (Campbell
et al., 1994), sistemas de prevencién de infecciones para las puestas (Brock & Bullis,
2001) y alimentacion en las primeras fases de larva (People Le Ruyet et al., 1993). Se
sabe que el cuidado parental favorece a la supervivencia de la descendencia (Clutton-
Brock, 1991) pero hay pocos estudios que hagan referencia a la posibilidad de que éste
influya directamente sobre el desarrollo embrionario. Hasta el momento, al respecto,
solo se ha atribuido que el cuidado parental, al favorecer la oxigenacién de los huevos,
pueda acelerar su desarrollo (Zoran & Ward, 1983), pero todavia se desconoce si
pueden existir otros mecanismos implicados (por ejemplo, intercambio de hormonas).
En las primeras fases de desarrollo los individuos son muy vulnerables a la depredacién
(Bailey, 1984) y a la muerte por inanicidon (Miller et al., 1988). Pequefias diferencias
iniciales en variables morfolégicas como por ejemplo la longitud (Hare & Cowen, 1997)
pueden ser determinantes para la supervivencia de las larvas. En S. fluviatilis, el
desarrollo embrionario y la descripciéon de la larva han sido aportados por Gil et al.
(2010). Estos autores proponen un sistema efectivo para la cria en cautividad de la
especie. Sin embargo, en dicha investigacidn, se obtuvo una alta mortalidad de larvas
en los primeros estadios de desarrollo (85% de los individuos). Este problema podria
mitigarse incrementando la obtencién de embriones durante la cria. Una posibilidad
para alcanzar este objetivo podria ser mantener las puestas separadas de sus padres,
lo cual evitaria el canibalismo filial por parte del macho cuidador. Sin embargo, antes

de implementar este tipo de propuesta se requiere realizar experimentos que estudien
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el posible efecto de la presencia de los padres (y del cuidado parental) sobre el

desarrollo de los embriones.

Personalidad y aprendizaje

Se puede definir la personalidad animal como el conjunto de comportamientos
(o sindrome de comportamiento) que difiere entre individuos de una misma especie y
que suele mantenerse constante en el tiempo y en distintos contextos (Sih et al.,
2004). Esta personalidad se puede describir usando cinco categorias genéricas:
actividad, osadia, exploracion, agresividad y sociabilidad (Réale et al., 2007), de las
cuales una de las mas estudiadas es la osadia. Se puede definir la osadia (o boldness)
de un individuo como el comportamiento que éste presenta frente a objetos o
situaciones nuevas que plantean cierto riesgo (Sloan Wilson et al., 1994). En muchos
programas de reintroduccion los animales liberados son seleccionados en funcién de la
edad, sexo y grado de salud (Yalden, 1993; Sarrazin & Legendre, 2000), pero cada vez
se ve mas clara la importancia de tener también en cuenta el temperamento o
personalidad animal (Ficha 4). Conocer mejor las diferencias de personalidad entre
individuos puede ser esencial en programas de conservacion (McDougall et al., 2006),
siendo los comportamientos mas relevantes aquellos asociados con la respuesta anti-
predador, exploracién y forrajeo (p.e., Godin & Davis, 1995; Fraser et al., 2001; Kurvers
et al., 2010). Los niveles de osadia estan sujetos a la seleccién natural (Huntingford &
Giles, 1987), por lo que individuos con niveles inapropiados podrian tener menor
supervivencia en la naturaleza. Esto dependera de cada contexto y de cada especie.

Conocer estos procesos puede ser relevante a la hora de recuperar poblaciones
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Introduccidn general

salvajes. Se ha visto, por ejemplo, que en el zorro veloz (Vulpes velox), los individuos
mas bold morian con mas frecuencia al ser liberados en la naturaleza (Bremner-
Harrison et al., 2004). Por el contrario, en el demonio de Tasmania (Sarcophilus

harrisii), los individuos mas bold fueron los que sobrevivieron mas (Sinn et al., 2014).

Recientemente la variacion individual en comportamientos como la osadia o la
capacidad de aprendizaje se ha convertido en un tema de interés en acuacultura y en
la cria de peces (Brdannads & Johnsson, 2008; Huntingford & Adams, 2005). Numerosos
trabajos han encontrado una asociacion entre la osadia y ciertas caracteristicas de los
peces que podrian tener aplicacion tanto en la cria en cautividad como en las
reintroducciones, entre las que cabe citar: la tasa de crecimiento (Biro & Stamps,
2008), los niveles de agresividad (Tulley & Huntingford, 1988), la dominancia
(Sundstrom et al., 2004) y la capacidad de exploracidn (Dzieweczynski & Crovo, 2011).
Por otra parte, la capacidad de aprendizaje también es una caracteristica favorable
para las especies de peces, ya que les permite aprender de la experiencia y adaptarse
al medio en el que viven (Dodson, 1988). Se requieren estudios que investiguen
aspectos cognitivos y evolutivos del aprendizaje para poder ser aplicados en los
programas de conservacion. Esta faceta ha sido muy util a la hora de reeducar a los
peces criados en cautividad antes de ser liberados, como por ejemplo, la
recuperacién del reconocimiento del predador (Chivers & Smith, 1994) o la adquisicién

de habitos por imitaciéon (Brown & Laland, 2003).

Dado a que en algunas especies de peces la osadia se ha asociado a dominancia
(Sundstrom et al.,, 2004), es interesante comprobar si en S.fluviatilis los machos

atrevidos son aquellos que adoptan la tactica dominante y desarrollan mds los CSSs.
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Esta relacién podria ayudar a predecir con antelacién qué machos monopolizaran los
recursos o bien, cudl es el perfil de comportamiento de un macho dependiendo del
grado de desarrollo de sus CSSs. También es de interés ver si la hembra escoge
aparearse con machos bold, como ocurre en otras especies de peces (Godin &
Dugatkin, 1996). En cuanto al aprendizaje, estudiaremos el que concierne a las
habilidades espaciales basadas en marcas (landmarks) visuales. Los peces dependen de
su capacidad de orientacidn y aprendizaje para llevar a cabo actividades vitales (p.e.,
Markel, 1994). Estos mecanismos cada vez se estdn conociendo mejor y se esta
revelando que el uso de informacién espacial, mas que un aspecto filogenético, seria
un aspecto adaptativo a las condiciones ecoldgicas (Sovrano et al., 2002). Conocer qué
sistemas utiliza el individuo para orientarse es importante para saber cémo los
cambios estructurales del ecosistema pueden afectarle. Los peces que utilizan
estimulos visuales podrian ser mds sensibles al aumento de turbidez (Girvan &
Braithwaite, 1998). Los sexos podrian responder de forma diferente a estas
perturbaciones ya que cada uno podria utilizar sistemas de orientacidn diferente. En el
caso de los blénidos, se ha descrito que machos y hembras hacen un uso diferente del
espacio. Mientras que los machos suelen ser territoriales y estan muy vinculados al
nido (Neat & Lengkeek, 2009), las hembras tienen mayores espacios vitales (home-
range) y recorren largas distancias (Costa et al.,, 2011). En peces se ha visto que las
hembras escogen a machos con mayor habilidad espacial (Shohet & Watt, 2009) pero

no se sabe qué criterio utilizan para reconocer esta cualidad en el macho.
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Introduccion general

En la presente tesis nos centraremos en profundizar en aspectos de plasticidad
fenotipica, cria en cautividad y comportamiento de S. fluviatilis. Con tal fin se llevaran
a cabo una serie de experimentos en el laboratorio con ejemplares capturados en el rio

Segre (ver Ficha 5).
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Ficha 1: Salaria fluviatilis

Nombres comunes: Blenio de agua dulce (Castellano), Rabosa o Bavosa de
riu (Catala), Freshwater blenny (Inglés), Blennie fluviatile (Francés), Caboz-de-
dgua-doce (Portugués).
Taxonomia: Clase: Actinopterygii, Orden: Perciformes, Familia: Blenniidae.
Distribucion: Europa (Albania, Croacia, Francia, Grecia, Italia, Montenegro,
Espafia y Portugal). Asia (Turquia e Israel). Africa (Argelia y Marruecos). En la
Peninsula Ibérica se encuentra en las cuencas del Fluvia, Ebro, Jucar, Segura,
Guadiana y Guadalquivir (Kottelat & Freyhof, 2007). Mediante el estudio de
aloenzimas de varias poblaciones de lago y de rio en Grecia y en la Peninsula
Ibérica se ha podido reconstruir el origen y divergencia de dichas poblaciones
a partir de un ancestro marino (Perdices et al., 2000). Los resultados sugieren
que hubo distintos episodios de colonizacidon. Las poblaciones que quedaron
aisladas primero fueron las de lago (lago Trichonis y lagunas de Ruidera),
mientras que las poblaciones de rio debieron de estar conectadas entre si
hasta tiempo mas recientes, lo cual las hace mas similares genéticamente.
Hace relativamente poco se consideraba la Unica especie de blenio de agua
dulce, pero recientemente se han descrito otras especies: S. economidisi
(Kottelat, 2004) en el lago Trichonis (Grecia) y S. atlantica (Doadrio et al.,
2011) en rios africanos de vertiente Atlantica.
Descripcion: Pez de pequefio tamafio (de 8 a 15 cm), con cuerpo
comprimido, que disminuye en altura de la region cefdlica a la caudal. Las
aletas pélvicas son anteriores a las pectorales, tienen una sola espina y le
permiten apoyarse en el fondo. La aleta dorsal y anal estan formadas por
radios espinosos y blandos (D: XII-XIIl + 16-17; A: Il + 16-19) y recorren la
mayor parte del cuerpo. La aleta caudal tiene un perfil distal convexo. No
tiene escamas y para compensarlo, secreta una abundante mucosidad a
través de unos poros mucosos situados alrededor de los ojos y a lo largo de la
linea lateral (muy marcada en esta especie). Al no tener vejiga natatoria, su
capacidad natatoria es limitada y se desplaza mediante movimientos rapidos
y cortos. Posee dientes pectiniformes en
ambas mandibulas, con un par de
caninos especialmente desarrollados. La

coloracién es muy variable, pero en
general consiste en bandas transversales
oscuras sobre un fondo verdoso-
amarillento. Presenta dimorfismo sexual.
Los machos son de mayor tamano, mas
robustos, con la aleta dorsal mds grande
y durante la época reproductiva
desarrollan CSSs (Ficha 3).
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Ficha 2: Tacticas reproductoras alternativas (ARTs)

La plasticidad fenotipica se define
como la capacidad de un
organismo de expresar distintos
fenotipos a partir de un sdlo
genotipo en respuesta a su
entorno (West-Eberhard, 2003). En
muchos peces encontramos
ejemplos de dicha plasticidad (p.e.,
Gardufio-Paz et al, 2010). En
algunas especies esta plasticidad
afecta a la tactica reproductiva que
adopta el macho frente a un

determinado contexto. Las tacticas
reproductivas alternativas (ARTs) evolucionan a partir de la competencia
entre machos por recursos limitados (i.e., hembras o lugares de puesta).
Unos pocos machos suelen monopolizar los recursos, machos burgueses (a) y
esto promueve a que el resto desarrolle otros mecanismos para conseguir
acceder al recurso. En peces se han descrito numerosas ARTs (Taborsky,
1994, Oliveira et al., 2008). La mas frecuente de dichas tacticas alternativas
es la tactica parasita o sneaker (b), en la que el macho que la adopta entra
furtivamente en el nido del macho burgués o bien intercepta una pareja que
estd aparedndose y parasita fertilizaciones. Algunos sneakers se han
especializado en la tactica female mimicry (c), es decir, para acceder mas
facilmente a los huevos, confunden al macho burgués haciéndose pasar por
hembras, imitando su coloracién y comportamiento. Otras ARTs menos
frecuentes y conocidas son por ejemplo la tactica pirata (d) que suele ser
adoptada por machos grandes que desplazan a un macho burgués de su nido.
Esto les beneficia en cuanto a que no han invertido energias en acondicionar
el nido ni en defenderlo. Por otra parte, hay machos que adoptan la tactica
de interceptor (e) que consiste en interceptar y robar al macho burgués la
hembra que habia atraido éste en un principio. Por ultimo, una tactica
relacionada con la sneaker pero no tan bien conocida es la tactica satélite (f).
En este caso, el macho satélite es un macho “tolerado” por el macho burgués
y que establece su territorio dentro del que defiende éste segundo. El macho
satélite intenta conseguir sus propias puestas aunque a veces también actula
como sneaker. No se sabe con exactitud porqué el macho burgués acepta a
los satélites pero algunas hipdtesis sugieren que el coste de expulsién es
demasiado elevado y que por otro lado la presencia de satélites podrian
hacer mas atractivo un territorio para las hembras y mejorar su defensa.
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Ficha 3: Los Caracteres sexuales secundarios (CSSs)

Los caracteres sexuales secundarios son caracteristicas propias de un
individuo sexualmente maduro que distingue a los sexos y que no estan
directamente implicados en la reproduccién. Muchas especies utilizan los
CSSs como sefiales informativas sobre la calidad genética del macho (Karino
& Haijima, 2001; Hughes et al., 2005), su estado de salud (Wedekind, 1992),
su condicidn fisica (Andersson, 1986) y su grado de agresividad (Viera et al.,
2008). Por ello es habitual que intervengan en la eleccidon de la hembra
(Kirkpatrick, 1987), en la competencia intrasexual (Grether, 1996), o bien en
ambos a la vez (Berglund et al., 1996). La familia de los blénidos resulta muy
interesante para estudiar estos caracteres. Aunque no todos los miembros de
dicha familia presente CSSs, los mas frecuentes en muchas especies son: el
desarrollo de una cresta cefalica, cirros sensoriales, tamafio de la aleta dorsal
y glandulas anales (Zander, 1975; Oliveira et al., 1999b; Giacomello &
Rasotto, 2005; Barata et al., 2008). Ya Darwin (1872) sugiri6 que los
ornamentos sexuales que presentaban los blénidos estaban sujetos a la
seleccidon sexual. Los rasgos de reproduccion y ecologia que han podido
predisponer la accién de la seleccion
natural y el desarrollo de CSSs tan
conspicuos en los blénidos han sido

resumidos por (Neat & Lengkeek,
2009) y son basicamente: (1) un
sistema de apareamiento promiscuo,
lo cual hace que la variabilidad en el
éxito reproductivo sea elevada, (2)
territorialidad, lo cual implica

competencia entre los machos y la
aparicion de ARTs, (3) cuidado
parental, lo cual predispone a las
hembras a utilizar sistemas para
identificar a los machos de mejor
calidad, (4) viven en habitats con
mucha luz, lo cual favorece las

sefiales visuales, y (5) tienen el
habito de adoptar oquedades u otras
estructuras como nidos, lo cual
permite que las desventajas de tener
ornamentos llamativos sean

menores. El dimorfismo sexual en S.
fluviatilis se puede ver en la ilustracién de la izquierda (a. macho en el que se
han sefialado los CSSs: la cresta y las glandulas anales; b. hembra).
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Ficha 4: Personalidad animal, historia y perspectivas

X
i

El estudio de la personalidad animal es una disciplina reciente,
multidisciplinaria y controvertida (Gosling, 2008). Reciente en cuanto a que,
a pesar de que los primeros estudios se llevaron a cabo hace
aproximadamente entre 50-100 afios (Pavlov, 1906; Yerkes, 1939; Hebb,
1946), es en los ultimos 20 afios en los que ha resurgido y cobrado
importancia. Multidisciplinaria porque es una tematica abordada por
multiples disciplinas: etologia, ecologia del comportamiento, endocrinologia,
conservacién animal, veterinaria, biologia, genética y psicologia comparada
(entre otros). Controvertida porque en un principio la comunidad cientifica se
mostro reticente en aceptar que el término “personalidad” pudiese aplicarse
a animales no-humanos. Estas dudas quedaron resueltas cuando Gosling et
al. (2003) demostraron objetivamente que la personalidad existia en
animales ya que cumplia con los tres grandes criterios que definen los
estudios de personalidad en humanos: 1) coincidencia en las valoraciones
recogidas por observadores independientes, 2) capacidad de estas
valoraciones en predecir resultados y 3) capacidad de reflejar atributos reales
de los individuos valorados. Los estudios en personalidad animal tienen la
ventaja de que permiten un grado de manipulacidn superior al que se da en
estudios con humanos (control sobre los individuos y su entorno), facilitan el
estudio de los pardametros fisioldgicos asociados al comportamiento (p.e.,
disecciéon del cerebro), permiten periodos de observacion mas largos vy
facilitan los estudios longitudinales (ciclos de vida mds cortos y posibilidad de
seguir varias generaciones), y son menos costosos econémicamente. Los
resultados obtenidos pueden tener repercusiéon a la hora de seleccionar
individuos animales para determinadas funciones (escoger los perros mas
aptos para ser entrenados para detectar explosivos, cria en cautividad y
repoblacidn en la naturaleza).



Ficha 5: El rio Segre (Camarasa)

Todos los  peces
utilizados en la
presente tesis fueron
capturados (en
distintos momentos)
en el rio Segre, cerca
de Camarasa. Este rio
de 265 km de
longitud nace en Ia
vertiente norte del
Pico del Segre, en el
circ de la Culassa
(Cerdafia francesa) y
desemboca en el rio

Ebro (a la altura de
Mequinenza). Su
cuenca fluvial (21.922 km?) es la més grande e importante de las cuencas
internas de Catalunya. La precipitacion media es de 814 mm/afio y la
temperatura anual media va de los -52C a los 14.72C. Estos dos pardmetros
oscilan mucho de los tramos altos (Pirineo) a los tramos bajos cerca de la
desembocadura. En Camarasa (situada aproximadamente a unos 89 km de la
desembocadura), concretamente, la precipitacion media es de 600-800
mm/afio y la temperatura anual media de 10-15°C. Las precipitaciones se
concentran en los meses de primavera y otofio, mientras que son escasas en
invierno y verano. En Camarasa el cabal medio es de 70 m>®/s (con un méximo
de 120 m®/s en junio y un minimo de 50.8 m>/s en agosto). El régimen
hidroldgico natural de la cuenca es de tipo nivopluvial, sin embargo, los
embalses lo han afectado en gran medida. El rio Segre tiene ocho embalses,
la mayoria construidos a finales del siglo pasado. Justo antes de Camarasa
hay el embalse de Camarasa (construido en 1920 y con una capacidad de 113
hm®) en el tramo final de la Noguera Pallaresa, uno de sus principales
afluentes. La Confederacién Hidrografica del Ebro (CHE) ha notificado que el
rio Segre se encuentra contaminado en mas del 70% de su recorrido, lo que
lo convierte en el mas contaminado de Catalunya, sdlo por detrds del Besos y
el Llobregat. Sin embargo, el tramo comprendido entre Artesa de Segre y
Camarasa, se considera uno de los Ultimos tramos que sobrevive
relativamente intacto después de la construccidon del embalse de Rialb. En
esta zona, aparte de S. fluviatilis, se pueden encontrar otros peces como el
barbo de Graells (Luciobarbus graellsii), la trucha comudn (Salmo trutta) y el
gobio ibérico (Gobio lozanoi) (Plarromani, 2009). Salaria fluviatilis se
considera abundante en el lugar de captura (Sostoa et al., 2010). Al finalizar
los experimentos todos los peces fueron devueltos al rio.
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Objetivos y estructura
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OBJETIVOS

En la presente tesis se estudian distintos aspectos del desarrollo y del comportamiento
del blenio de rio (Salaria fluviatilis) con el fin de aportar conocimientos Utiles para la
conservaciéon de la especie. Con éste propodsito general, se decidié establecer los

siguientes objetivos:

1. Evaluar cémo el factor social (entendido como las interacciones entre machos
de distintas tallas) y la abundancia de nidos (cuando estos suponen un recurso
limitante o no limitante) afectan la plasticidad fenotipica en la adopcién de la
tactica burgués de los machos.

2. Determinar si la ausencia de los padres (macho y hembra progenitores) tiene
efecto en el desarrollo de los embriones. Concretamente, se estudiard si esta
ausencia afecta a la secuencia ontogénica embrionaria y al desarrollo de ciertas
estructuras morfoldgicas.

3. Estudiar si existe relacion entre el comportamiento atrevido en situaciones de
riesgo (osadia) y el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (CSSs) del
macho, y de si éstos ultimos se relacionan con la adquisicion del estatus
parental.

4. Definir si la especie es capaz de usar marcas visuales para orientarse y si existen
diferencias entre sexos. En caso de que los machos usen marcas visuales se
estudiard si existe relacién entre la habilidad espacial y el desarrollo en

caracteres sexuales secundarios.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis se estructura en dos capitulos conteniendo dos articulos cada uno.

El capitulo 1, titulado “Comportamiento y desarrollo” ha querido englobar las dos
investigaciones que relacionan el desarrollo morfolégico de los peces (en un caso
adultos y en el otro embriones) con distintos tipos de interacciones intraespecificas. En
el punto 1.1. se estudiara la plasticidad fenotipica de los machos en respuesta a las
condiciones sociales y a la densidad de nidos. En el punto 1.2. se tratara el desarrollo
embrionario dependiendo de la presencia o ausencia de la pareja progenitora (y en

consecuencia, de cuidado parental).

A continuacién, en el capitulo 2, titulado “Personalidad y aprendizaje” se incluyen dos
investigaciones que pretenden estudiar cémo la personalidad y la cognicién animal
pueden afectar el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y la dominancia de
los machos. Concretamente, en el punto 2.1. se estudiara la relacidon entre los
caracteres sexuales secundarios (CSSs) y la osadia (Boldness). En el punto 2.2. se
estudiara la relacién entre sexo y habilidad espacial y entre el desarrollo en CSSs y

habilidad espacial.

Al final de la tesis, la bibliografia general recogera todas aquellas citas que aparecen
fuera de los capitulos. Por ultimo, también se han afiadido unos apéndices con el fin de

ilustrar mejor los disefos experimentales y hacerlos mas comprensibles al lector.
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Capitulo 1.

Comportamiento
y desarrollo
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Seccion 1.1.
Plasticidad en los caracteres
sexuales secundarios en el macho
del blenio de rio (Salaria fluviatilis)
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Seccion 1.2.

La presencia de los padres afecta al
desarrollo de los embriones en
Salaria fluviatilis (Asso 1801), un
pez con cuidado parental
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Abstract

In fishes, the parents’ presence improves embryos’ survival through parental care but
it is also associated with some disadvantages such as clutch cannibalism and male
physical condition loss. Captive breeding of the river blenny Salaria fluviatilis might
improve if these disadvantages were avoided by artificially replacing parental care
benefits in the lab. Before accepting this procedure, it should be studied whether
embryo development is dependent or not on any other unknown effect related to the
parents’ presence. In this study, the ontogenetic sequence and some morphological
structures (standard length, head height, jaw length and yolk-sac volume) from
embryos reared both in the presence and in the absence of the parents were
compared. In the parents’ absence treatment, well-developed embryos were obtained,
but a smaller size of the yolk-sac, a greater head height and a greater jaw length than

in the parents’ presence treatment were found at day 11 after oviposition.

Keywords

Captive breeding; embryonic growth; freshwater blenny; ontogeny
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Parents’ presence affects embryos’ development

Introduction

Although fish parental care is associated with an increase in the embryos’ survival
(Clutton-Brock, 1991) it entails some disadvantages. For example, some behaviours
such as filial cannibalism often produce significant looses in the number of embryos
both in nature (Manica, 2002) and under captivity conditions (Schwanck, 1986).
Furthermore, the energetic expenditure associated with parental care produces a
decrease in the physical condition of the progenitors involved that might compromise
their future reproduction (Sabat, 1994; Smith & Wootton, 1995). These circumstances
introduce an interesting question. Does the presence of the parents still benefits
embryo development under controlled conditions (absence of both predators and
pathogens and suitable oxygen supply)? If the answer is no, parents could be removed
from the aquaria containing clutches, thus avoiding egg cannibalism, preventing male
condition loss and increasing the possibility of further matings. There are no studies
addressing these topics so far. Information related to the care of the eggs has a
practical application for the captive breeding of endangered species.

Fish eggs show certain permeability to external substances (Potts & Rudy, 1969).
Consequently, embryo development could potentially be affected by pheromones
released by conspecifics. Testosterone and other hormones secreted by the parental
male (Katsel et al., 1992; Stacey & Cardwell, 1997) might penetrate the eggs. It has
been shown that, in some vertebrates, androgen levels before birth have an effect on
development (Staub & De Beer, 1997). In fishes, testosterone has been described to
have an effect on yolk utilization rates (McCormick, 1999). Several substances released

through the skin or through specialized structures like the anal glands in blennies
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(Serrano et al.,, 2008) might contain compounds with an effect on embryo
development. Even the sperm, that some parental males release repeatedly on
clutches (e.g., Marconato et al., 1996), might have some kind of effect (Kekaldinen et
al., 2010). Similarly, female presence could affect embryo development directly
through the multiple hormones they release (Sorensen & Stacey, 2004) or indirectly
through the effects on the male behaviour which increases parental care in the
presence of females (Pampoulie et al., 2004). All these aspects suggest that the mere
presence of parents in the nest could play a role in the growth of the embryo.

The river blenny Salaria fluviatilis (Asso 1801) is a freshwater fish from the
Blenniidae family that lives in rivers and lakes in the Mediterranean basin and in
Portugal. This species is classified as vulnerable or endangered in many of the
countries where it occurs (see Vinyoles & Sostoa, 2007). During the breeding season,
males excavate a nest cavity under a stone, and females lay monolayer clutches of
eggs under the stone. Females are multiple spawners and they lay from 600 to more
than 3000 eggs (depending on their body size) in clutches of 300-600 eggs (Vinyoles &
Sostoa, 2007). After fertilization, only males provide care to the eggs by fanning and
defending them until they hatch. Several females might spawn with one male, which
guards the eggs at different stages of development (Neat et al., 2003). Eggs are
demersal and adhesive; embryos are sensitive to low oxygen concentration and they
hatch in about 14 days at 20 2C (Wickler, 1957).

For S. fluviatilis, embryo development and larvae description have been reported
by Gil et al. (2010). These authors proposed an efficient method to breed this species.
However, they found a high mortality of larvae in the first stages of development (85%

of the individuals). Fry recruitment in captivity might be improved by increasing
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embryo production. One possibility to attain this goal would be to maintain the
clutches separated from the parents in fish species presenting egg care, thus avoiding
egg cannibalism. Filial cannibalism and heterocannibalism occur in S. fluviatilis
(Vinyoles et al., 1999). However, before accepting this possibility, parental presence
effects on embryo development need to be better understood.

This study examines, for the first time in fishes, the potential effects of the
absence of parents on the development of embryos under controlled conditions in the
laboratory. The main objective was to analyze if there were morphological differences
between embryos reared in the presence and in the absence of the parents. Two
experiments were conducted in order to determine the effects of parental presence on
the ontogenetic sequence of embryos and on the embryos’ morphological
development, respectively. Results will be discussed focusing on captive breeding

improvement and future conservation programmes.

Material and methods

Methodological procedure was based on the experimental design proposed by Gil et
al. (2010) who studied the embryo and larvae development of S. fluviatilis from eggs
maintained in the parents’ presence. Two experiments were conducted from April to
July 2011 (Experiment 1: Parental presence effect on the embryonic ontogenetic
sequence) and from April to July 2012 (Experiment 2: Parental presence effect on the
embryonic morphological development). Wild fish were used in both experiments. Fish

were caught in the River Segre (a tributary of the Ebro Basin), close to the locality of
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Camarasa (Spain) both in November 2010 (Experiment 1) and November 2011
(Experiment 2). Experiment 1 permitted the comparison of the ontogenetic sequence
of embryos reared "with parents" (treatment W) with that of embryos reared "without
parents" (treatment W/O) and allowed to determine: (1) the physicochemical and
antiseptic conditions needed to guarantee embryos survival, (2) a detailed
experimental procedure (including, for example, the clutch division for the
experimental treatments: W and W/0), (3) the time of the day when females lay eggs
more frequently, and (4) the most suitable day for the induction of egg hatching. After
the experience gained in Experiment 1, Experiment 2 permitted the comparison
between treatments of some specific morphological characteristics at the end of
embryonic development. After the experiments, fish were returned to the same place
where they had been caught. The protocol of this study was approved by the Research
Ethics Committee of the University of Barcelona (Registration n? 220111) and was in

accordance with decree 214/97 from the Government of the Generalitat de Catalunya.

Experiment 1: Parental presence effect on the embryonic ontogenetic sequence

Five males (with total lengths between 100 and 135 mm) and 15 females (with total
lengths from 75 to 100 mm) were maintained in a 260 | aquarium (hereafter referred
to as general aquarium) supplied with a biological filter and PVC refuges. Eight 30 |
aquaria were settled (hereafter referred to as experimental aquaria), four of them with
the purpose of maintaining clutches under the treatment W and the other four
intended for maintaining clutches under the treatment W/O. All these aquaria were

located in a climatized room (20 2C) and under a light regime of 12 h L: 12 h D (hours
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Light: hours Darkness). Each experimental aquarium had a biological filter, sand
substratum (composed of a mixture of sand, gravel and coral), one artificial nest
(already accepted by fish in previous essays) and an air-diffuser. Every nest consisted
of a transparent plastic box (13.5 cm large x 7 cm height x 12 cm deep) opened at one
side (this opening acting as the entrance) and with the ceiling substituted by a squared
glass (to prevent the structure from floating). The nest inner walls (including the
ceiling) were covered with black acetate sheets that were fixed with plastic clips. This
configuration permitted the removal of the sheets from the nests in order to
manipulate the clutches easily.

Physicochemical water conditions were controlled daily in all the experimental
aquaria. Oxygen concentration at the nest entrance over the study (mean + SD = 8.3 +
0.2 mg I™") was similar to the one found throughout the reproductive period of S.
fluviatilis in natural conditions (Vinyoles et al., 1999). Other physicochemical
parameters were also controlled: pH (mean + SD = 7.5 + 0.5), water temperature
(mean £ SD = 23.1 £ 0.2 2C), NO, (mean = SD = 0.04 + 0.05 mg I'Y), NO3 (mean + SD =
10.0 £ 0.0 mg I'Y) and NH," (mean + SD = 0.06 * 0.02 mg I'"). The mean value for all
these parameters was not significantly different between treatments W and W/O (all
Mann-Whitney U-test, P>0.05) in this experiment. Throughout the study (both in the
general and experimental aquaria) fish were fed once a day with frozen quironomidae
larvae and, once a week, with fresh mussels.

When, in the general aquarium, a fish couple presented sexual activity (i.e., the
male showed courtship behaviour and the female was gravid and had stripped
colouration) it was moved to one of the four 30 | experimental aquaria assigned to the

treatment W. In these aquaria, egg laying was controlled twice a day (at 8:00 a.m. and

61



Fabre, Garcia-Galea & Vinyoles

at 8:00 p.m.). When a clutch was found it was split into two similar halves (one to be
kept by the parents and the other to be kept alone) following the next steps: (1)
careful removal of the acetate sheet containing the clutch from the nest and its
placing inside one of the aquaria of the W/O treatment (this move was done inside a
small container full of water to prevent air contact and consequential infections), (2)
once inside this aquarium W/O, we split the acetate sheet into two similar halves using
surgical scissors (making sure not to break the eggs and following a random cut
direction) and we took a picture (through the aquarium wall) which made it possible to
define the clutch borders and to distinguish eggs added afterwards, (3) one of the two
halves was randomly chosen and was left in the nest of the aquarium W/O in an
equivalent position to the one found in the aquarium W, (4) the other half clutch was
returned to the aquarium W in its original position (the hole generated in the sheet by
the clutch division was substituted by a new piece of sheet to maintain continuity), and
(5) the addition of a methylene blue solution in both aquaria (one dose of 4 ml from a
dilution of methylene blue with concentration 6.8 g ). Methylene blue is a common
treatment to prevent fungal infection in fishes’ eggs and fingerlings (Bolivar et al.,
2001) and in low doses it is not harmful to embryos (Hayes, 1930). Clutch division was
done in the aquaria W/O to reduce fish stress during manipulation. Although in natural
conditions many females lay eggs in one male nest (Neat et al., 2003), only one female
per aquarium was provided to control for the possible maternal effect on embryos’
development. This female was left in the W treatment for the 11 days clutch
development period in order to simulate a realistic environment. During reproduction,
female presence in the proximity of nests is the prevalent condition (Neat et al., 2003)

and we expected that this is required to both stimulate male parental care and prevent
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male total clutch cannibalism behaviour (Kvarnemo et al., 1998). In this experiment, all
the females laid eggs between 8:00 a.m. and 8:00 p.m. (this timeframe coincided with
the 12h L period of the light cycle). A sample of five eggs was collected daily from each
half clutch (treatments W and W/O) since the day the eggs were detected for the first
time until they hatched. Eggs were removed by suctioning with a pipette. Embryo
manipulation and ontogenetic description were done following Gil et al. (2010). Fish
couples who finished successfully a clutch were removed from the experiment (and
maintained in a different aquarium, similar to the general one, until the end of the
study). Experimental aquaria were reused for new couples, after being cleaned. Fish
couples that cannibalized their clutches were returned to the general aquarium to
start again the selective process.

Eggs were removed until day 12 after oviposition and it was found that hatching
occurred between day 12 and day 13 (at water temperature = 23 2C) as described by
Gil et al. (2010). As environmental stress accelerates hatching in fishes (e.g., Czerkies et
al., 2001) we induced hatching artificially through immersion in water at 13 C during 5
minutes on day 11 (after oviposition). At that date embryos’ development was almost

complete and the morphological structures were well defined and easy to compare.

Experiment 2: Parental presence effect on the embryonic morphological development

11 males (ranging from 75 to 90 mm in total length) and 11 females (from 60 to 100

mm total length) were used in this experiment. The protocol was the same as in

Experiment 1 but, in this case, a single sample of eggs per couple was collected.

Hatching was induced day 11 after oviposition (thus guaranteeing that the hatch time
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was the same for all the embryos). Physicochemical parameters (see Experiment 1 for
more details) were not significantly different between treatments W and W/O (all
Mann-Whitney U-test, P>0.05).

About 20-25 just-hatched embryos from each experimental treatment (W and
W/0) were submitted to a lethal dose (150 mg I™) of tricaine methanesulfonate (MS-
222) in a Petri plate. Pictures were taken in the lab (using a digital camera - optika
microscopes lItaly, 7M- fixed to a stereo microscope) and structures were measured
afterwards using the software Sigma Scan Pro 5. Morphological variables measured in
newborn embryos were: standard length (distance comprised between the tip of the
snout and the posterior edge of the hypural plate), head height (vertical line measured
at the level of the operculum), jaw length (distance from the extreme caudal end to
the tip of the Meckel’s cartilage), and yolk-sac volume. The latter variable was
measured following Heming & Buddington (1988) formula: YSV = 0.1667 nt LH?, where
H is the yolk-sac minimum diameter and L the yolk-sac maximum diameter. After
measuring just-hatched embryos, males and females were anesthetized (with MS-222)
and measured (total length) before being removed from the experiment (and

maintained in an aquarium similar to the general one until the end of the study).

Statistical analysis

Before the statistical analyses a Log(x + 1) transformation of the morphological

variables was done in order to adjust to normality. All analyses were performed using

the free software R version 2.15.2 (R Core Team, 2012).
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In order to study the effect of the experimental condition on embryo
development, and taking into account the fact that clutch number is a random factor,
it is adequate to analyze these data with a linear mixed model. The following model
was considered for each one of the embryos’ morphological variables (see a similar
example in Pinheiro & Bates, 2000): y;jx = f; + b; + b;j + €;jx, where y;j is the
morphological variable measured for the kth egg from the ith clutch under the jth
treatment. Thus, B; is the fixed effect for treatment (W or W/O). This model has
random effects at two levels: the effects b; for clutch and the effects b;; for the type of
treatment within each clutch (this allows to assess the presence of interactions
between clutch and treatment).

Models were carried out with the Ime function from the R package nlme (Pinheiro
et al., 2012). Residual distribution fit to normality was verified by visual inspection of
normal probability plots. The conditional coefficient of determination (Cond. r?, which
describes the proportion of variance explained by both the fixed and random factors)
and the marginal coefficient of determination (Mar. r?, which describes the proportion
of variance explained by the fixed factor alone) were calculated following Nakagawa &
Schielzeth (2013). When multiple tests were performed, significance levels were
corrected using the sequential Bonferroni method (Rice, 1989). Real probability values
are reported throughout.

Within each experiment, clutches that provided the embryos came from
independent parental pairings (once the protocol completed for one clutch, the
progenitors involved were separated in a different aquarium and could not be selected

again). However, data concerning cannibalism were obtained from pairings in which
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the male, the female, or both, could have intervened in a previous unfinished clutch.

This repetition was necessary to obtain enough clutches.

Results

Fish in both experiments were sexually active from April onwards. All males exhibited
paternal care: anal gland rubbing on the clutches, nest guarding and egg fanning. In
both experiments all the eggs presented a normal development and succeeded to

hatch. No deteriorated or infected eggs (by fungus or bacteria) were found.

Experiment 1: Parental presence effect on the embryonic ontogenetic sequence

Only five of the 19 clutches laid in the artificial nests were available to obtain a
complete ontogenetic sequence under the two experimental treatments. This was
because 74% of clutches were cannibalized in the aquaria under the experimental
treatment W. Physicochemical and antiseptic conditions established in the
experimental design proved to be adequate. The sequence of ontogenetic events
observed by visual inspection in embryos under the treatment W was not different
than that maintained under the treatment W/O (fig. 1). The ontogenetic sequence

found was identical to that described by Gil et al. (2010).
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Day 2 Day 3 Day5 Day 6 Day7 Day 10 Day 11 Day 12 Day 13
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-Notochord
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and I eyes M _otholits || fins — -Mout 7 opened | | pame —Operc:la
caudal ~Tail free -Anus opene!
Treatment W/O dilatation -Auditory
vesicles
- Gut

Figure 1. Morphological structures in the embryos of Salaria fluviatilis are listed in the boxes
corresponding to the day of first apparition in Experiment 1. In both treatments (W and W/O the
parents) the sequence was the same. This description followed Gil et al. (2010) and obtained equivalent
results.

Experiment 2: Parental presence effect on the embryonic morphological development

13 clutches were obtained but only five could be used for the analyses (the other eight
were rejected because they were cannibalized). A similar number of embryos from
each half clutch (one half for each experimental treatment) were photographed

(table 1).

Clutch  Male length (mm) Female length (mm) Treatment W Treatment W/O
(n) (n)

1 90.0 91.2 25 27
2 75.5 68.3 20 21
3 80.6 62.2 20 26
4 78.8 84.9 25 25
5 89.1 63.6 27 26

Table 1. Fish total length and sample sizes (n) of measured embryos in Experiment 2. Embryos 11 days
old are provided for each clutch and experimental treatment. Abbreviations and symbols: Treatment
W, Treatment with parents; Treatment W/O, Treatment without parents.

All morphological variables were correlated to each other except jaw length and

yolk-sac volume (Pearson correlations; standard length and head height: r, = 0.79, P <
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0.05; standard length and jaw length: r, = 0.57, P < 0.05; standard length and yolk-sac
volume: r,=-0.21, P < 0.05; head height and jaw length: r, = 0.64, P < 0.05; head height
and yolk-sac volume: r,=-0.35, P < 0.05; jaw length and yolk-sac volume: r,=-0.02, P >
0.05).

Apart from standard length, the remaining morphological variables (head height,
jaw length and yolk-sac volume) showed differences related to the presence or

absence of parents (table 2).

Estimates + SE ANOVA r*
Variable Treatment  Treatment F d.f P Con Mar
W wW/0

Standard length 0.72+0.02 0.72+0.00 2.18 1 0.140 0.76 0.00
Head height 0.22+0.01 0.23+0.00 20.89 1 4.9¢°* 066 0.12
Jaw length 0.09+0.00 0.10+0.00 5.77 1 0.016* 0.47 0.02

Yolk-sac volume 0.03+0.01 0.02+0.00 15.02 1 1.0e-** 0.69 0.04

Table 2. Linear mixed effects models predicting embryos’ development depending on the
experimental treatment in Experiment 2. All variables were previously log (x+1) transformed.
Abbreviations and symbols: Treatment W, Treatment with parents; Treatment W/O, Treatment without
parents; Con and Mar, Conditional and Marginal coefficients of determination values (rz); * P <0.0125
(after Bonferroni correction).

Both head height and jaw length presented higher values in the treatment W/O,
while the yolk-sac volume showed higher values under the treatment W (figs. 2, 3).
The yolk-sac volume was the morphological variable in this study which presented the

higher variability between clutches (fig. 2).
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Although the models indicated development differences between the two

experimental treatments (W and W/O), the general low values of the marginal r (table

2) express the small contribution of parents presence to the variability as compared to

the one explained by clutch (conditional r’). Among all the variables, jaw length

showed the lowest variability between clutches.

+ = +
1.00 log (standard length + 1) 0.08 log (yolk-sac volume + 1)
0.75- 0.06 -
0.50 - 0.04 -
0.25- 0.02 -
0.00- 0.00-
2 3 4 5 2 3 4 5
0.3 log (head height + 1) 015 log (jaw length + 1)
0.2- 0.10-
0.1- 0.05-
0.0- 0.00-

Figure 2. Standard length, yolk-sac volume, head height and jaw length (mean + 95% Cl) measured in 11
days old Salaria fluviatilis embryos reared with (Treatment W) and without (Treatment W/O) the
parents for each clutch, are shown for Experiment 2.
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Treatment W Treatment W/O

1 mm

Figure 3. Comparison of Salaria fluviatilis embryos on day 11 of development between the two
experimental treatments (W and W/O the parents) in Experiment 2. It can be appreciated from the
images that greater head heights and jaw lengths are found in the Treatment W/O, whereas a greater
yolk-sac volume is found for Treatment W. In the first image, the lines indicate how some of the
variables were obtained: HH (head height), JL (jaw length) and H, L (diameters required to calculate yolk-
sac volume).

Discussion

Parents’ absence did not prevent the obtainment of well-developed embryos without
malformations. However, embryos 11 days old showed differences in their
morphological traits (yolk-sac volume, head height and jaw length) depending on
whether they had been kept with or without the parents. This result represents a
novelty because, so far, eggs were supposed to receive the hormones related to

embryo development solely in the female’s ovary (Sampath-Kumar et al., 1997).

70



Parents’ presence affects embryos’ development

Although this study did not prove external hormone transmission from parents to
eggs, results suggest that this might be possible. Embryos kept in the “with parents”
treatment had a more developed yolk-sac at day 11 than embryos kept under the
“without parents” treatment. Yolk-sac absorption rate is closely related to
environmental factors and it accelerates under stress conditions, such as, for example,
when temperature increases (Fukuhara, 1990) or oxygen concentration drops (Hamor
& Garside, 1977). However, in this study, temperature and oxygen concentrations
were similar in all aguaria (as were the other physicochemical conditions unrelated to
progenitor fish), which means that the differences found must be attributed to the
experimental treatments. In the peacock blenny (S. pavo) males release a species-
specific odor that attracts reproductively competent females (Serrano et al., 2008).
This odor consists of hydrophilic odorants from the anal gland that the male releases in
a slowly and sustained pattern (peptides and peptide-derivates) and less hydrophilic
odorants that possibly originate from the testes or blind pouches (glycoproteins and
steroids such as 11-ketotestosterone and glucuronides). An effect of such hormones
released by the male (androgens) seems plausible. In a previous work, McCormick
(1999) found that eggs injected with testosterone had a slower yolk absorption rate
than eggs without manipulation. In accordance with this author’s findings, in this
study, embryos reared in the presence of the parents (treatment that might have been
influenced by 11-testosterone and other steroids since the male is in close contact
with the eggs) presented more developed yolk-sac than embryos without parents. In
another study, Kekdldinen et al. (2010) found that many males releasing sperm
simultaneously increased environmental steroid concentration (compared to the

treatment with just a single male) with a similar effect on yolk-sac absorption. It is not
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known, however, how hormones released by the female could have influenced yolk-
sac development. The father (sole carer of the eggs in this species) is probably the
parent that contributes to help embryos to make a more efficient use of their yolk-sac
and to have greater energetic resources at birth (thus increasing survival
opportunities). However, other studies are needed to confirm this, as well as to
differentiate between male and female presence effects. These approaches should
ideally keep the male alone with the clutches but their design should solve first the
problem of maintaining such situation without affecting male’s behaviour (i.e.,
parental care, cannibalism and desertion).

There are many hypotheses that could explain the greater head height and jaw
length development in embryos reared without the parents. A first explanation
considers that male’s androgens might affect the embryos” growth rate. Supporting
this, Srivastava & Brown (1993) found that embryos treated with testosterone grow
slower before hatching. Afterwards, during the fry phase, they grow faster than
individuals in the control group. It seems that the yolk-sac accumulates extrinsic
hormones and, as suggested by Piferrer & Donaldson (1994), the effect of these
hormones is not immediate and appears later during the development. A second
possibility could be that parents’ presence affects embryos’ sexual determination.
Salaria fluviatilis is a species with sexual dimorphism and, among other morphological
characteristics, head size and jaw length are bigger in males than in females (Vinyoles,
1986). In blennies, no sexual chromosomes have been found for the moment (e.g.,
Devlin & Nagahama, 2002). In fishes, sexual determination is often dependent on
environmental factors, especially temperature (Baroiller et al., 2009) and pH (Romer &

Beisenherz, 1996), and frequently appears early in the developing embryo (Seki et al.,
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2005). Additionally, the timing and duration of exposition to certain hormones is
essential for sex determination (Piferrer, 2001). In some experiments performed with
teleostean fishes’ eggs it was found that egg immersion into hormonal solutions
affected gonad development and sexual determination (e.g., Koger et al., 2000).
Usually, contact with androgens is associated to masculinisation and contact with
estrogens to feminisation (Yamamoto, 1969).

Results revealed a greater variability between clutches than between the
treatments within a clutch in the second experiment. This could be attributed to
maternal (e.g., Marteinsdottir & Steinarsson, 1998) and paternal (e.g., Butts & Litvak,
2007) effects related to the particular traits of the parents used in this experiment.
Although the present study was not designed to relate the parents’ characteristics to
the embryos’ development, the results encourage future investigations to delve
deeper into this aspect.

There are many factors that have been described to affect parental care
investment such as temperature (Shuter et al., 1980), oxygen (Lissaker et al., 2003) and
the presence of predators (Steinhart et al., 2005). An increase in cannibalism has been
associated to both clutch reduction (Lindstrom & Sargent, 1997; Lissaker et al., 2003)
and female scarcity (Kvarnemo et al., 1998). Our design required the division of each
clutch into two experimental conditions (with and without the parents) and this
reduced clutches’ size. The presence of only one female was considered also necessary
to homogenize embryo variability all across the clutch. Such conditions did not
suppress parental care or promote male desertion throughout the experiments.
Although male behaviour has probably been altered to a certain extent by this

experimental design, the fact that parental care still persisted allows us to assume that
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the effect on embryo development is similar to that in natural conditions, although it
may be less pronounced. Apart from the presence or absence of the parental fish, all
the clutches were under similar experimental conditions and the differences found are
not attributable to differences in manipulation.

It should be noted that in both experiments a high occurrence of total clutch
cannibalism was observed (more than a half of the clutches obtained were discarded
for this reason). This result must be interpreted with prudence since there was not an
individual identification of the fish in the general aguarium and some of them could
have intervened in more than one attempt to obtain useful clutches. This situation
might have inflated the proportion of the cannibalism observed. Proportion of egg
cannibalism attributable to the male or to the female was not possible to discern.
However, its high occurrence probably was due to the limited size of the clutches after
being divided into two parts. Cannibalized clutches did not participate in the analysis
avoiding the possible effect of male removing specific eggs on the observed
differences. Furthermore, it must be said that, in this species, cannibalism is probably
not selective. In a previous study based on the analysis of gastrointestinal contents
(see Vinyoles et al., 1999) authors found that eggs consumed by the males were
healthy and well-developed.

In summary, results from this study suggest that parents’ presence has an effect
on the embryonic development and possibly also on the sexual determination of
progeny. This circumstance makes it advisable to maintain parents with their clutches.
Future investigations are needed to describe paternal and maternal effects on the size
and the phenotype of embryos, the survival rate of larvae reared with and without

parents, and the male hormonal effect on clutches.
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desarrollo de la cresta cefalica en
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Boldness is related to the development of the cephalic crest
in the male of the river blenny Salaria fluviatilis (Asso, 1801)

Noélle FABRE, Eduardo GARCIA-GALEA, Dolors VINYOLES"

Department of Animal Biology, Faculty of Biology, University of Barcelona, Avda. Diagonal 643, 08028 Barcelona, Catalonia,
Spain

Abstract Boldness is defined as the tendency of an individual to take risks when exposed to novel objects or situations. The
main aim of this work was to dilucidate if boldness was related to the development of the secondary sexual traits (SSTs) in the
male of the river blenny Salaria fluviatilis, a freshwater fish which takes care of eggs. As a second objective SSTs effect on pa-
rental status adoption was also be explored. Wild young fish were caught in the Segre River (Ebro basin) in November 2010. Fish
were kept in five aquaria in groups of eight males and eight females with artificial nests. Boldness (boldness score and hesitancy)
of males (initially with little SSTs development) was tested as the time required to exit a refuge when exposed to a new environ-
ment. Fish were mantained in the same aquaria for several months, and males’ SSTs development and reproductive behaviour
were monitored. Boldness score was negatively associated to cephalic crest development. Hesitancy was negatively related to
male length and was also influenced by the interaction between male length and cephalic crest. Parental status acquisition was
positively related to the male’s length, marginally related to anal gland development, and non-related to cephalic crest. These re-
sults suggest an intrasexual role of the crest as an informative trait of boldness (honest signal) which might not necessarily be
chosen by the females. It is also discussed that correlational selection could be responsible for linking boldness and growth rate in
this species. Sexual selection, in addition to having directed the evolution of secondary sexual traits, might have favored certain
personality traits (e.g. boldness) associated with the achievement of a larger body length [Current Zoology 60 (3): 373-380,

2014 ].
Keywords

Animal personality is defined as a set of behavioural
responses (behavioural syndrome) that differs between
individuals of the same species and exhibits consistency
through time and in different contexts (Sih et al., 2004;
Réale et al., 2007). Animal personality is generally de-
scribed in five general categories: activity, shyness-
boldness, exploration-avoidance, aggressiveness and so-
ciability (Réale et al., 2007). One of the most thorough-
ly studied is the shyness-boldness continuum, which is
described as the propensity (boldness) or aversion
(shyness) to take risks in front of novel objects or situa-
tions (Sloan Wilson et al., 1994). Boldness can be evalu-
ated through different behavioural responses such as the
willingness to approach predators (Godin and Dugatkin,
1996), the tendency to exploit new sources of food or to
interact with unfamiliar objects (Wilson, 1998), explora-
tion of a new environment (Dzieweczynski and Crovo,
2011) or foraging activity under risk (Bell, 2005). In
fish, positive relations regularly exist between boldness
and other behaviours: learning capacity (Dugatkin and
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Alfieri, 2003), dispersal (Rehage and Sih, 2004), inno-
vation (Harcourt et al., 2009), feeding rate and growth
(Biro and Stamps, 2008), survival (Smith and Blumstein,
2008), physical condition (Pellegrini et al., 2010), ag-
gressiveness (Tulley and Huntingford, 1988) and domi-
nance (Sundstrom et al., 2004).

Coloration also has been related to boldness. The
eumelanin-based coloration from the males has been
associated to boldness and aggressivity in many verte-
brates (Ducrest et al., 2008; Mafli et al., 2011; Mateos-
Gonzalez and Senar, 2012). In the guppy fish Poecilia
reticulata, the boldest males were found to have a
brighter coloration than shy males (Godin and Dugatkin,
1996). Among fish (and other vertebrates) it is not
known, however, if boldness is related to the develop-
ment of secondary sexual traits (SSTs) of the male
based on the development of special morphological
structures (e.g. cephalic crests, breeding tubercles or
anal glands). Are bold males more likely to develop
their SSTs than shy males? Taking into account that
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hormones (androgens) implicated in dominance and
aggressiveness are associated both to SSTs development
(Oliveira et al., 2001) and to boldness (Daisley et al.,
2005), it is quite probable that a relation between SSTs
and boldness could exist.

In some species, females choose males’ boldness di-
rectly (Godin and Dugatkin, 1996) while in others they
select indirect characteristics related to it, for instance
the courtship intensity (Reaney and Backwell, 2007).
Choosing bold males might be advantageous to females
because these males would be more likely to have fit-
ness advantages related to this personality trait and
transmit them to their offspring (Drent et al., 2003;
Brown et al., 2007). Female choice often is based on the
SSTs in order to assess male’s quality (Candolin, 2000;
Ottova et al., 2005). It remains to be answered whether
the degree of development of the SSTs could also be
influenced by a personality trait such as boldness.

The river blenny Salaria fluviatilis is a freshwater
fish of the Blenniidae family with parental care of eggs.
During the breeding season, which in nature extends
from May to the end of July (Vinyoles and Sostoa,
2007), males excavate a nest cavity under a stone, and
several females lay clutches in a monolayer on the un-
derside of the stone. This species adapts easily to cap-
tivity conditions and is thus suitable to study the rela-
tion between boldness and SSTs development. Among
blennies the presence of at least two alternative repro-
ductive tactics (Oliveira et al., 2001) is common: domi-
nant males (territorial, with developed SSTs) and
sneaker males (often with female appearance and with
non-developed SSTs). In S. fluviatilis these two repro-
ductive tactics (dominant and sneaker) were described
by Neat et al. (2003). The male SSTs consist of the de-
velopment of a cephalic crest and two anal glands cov-
ering the first spines of the anal fin. Generally the de-
gree of development of these SSTs has been described
as a male characteristic prefered by the females
(Gongalves and Oliveira, 2003; Serrano et al., 2008).

The main objective of our study was to investigate
(in wild fish mantained under experimental conditions)
if boldness in the males of S. fluviatilis was related to
the degree of their SSTs development. We will consider
whether or not acquisition of parental status among
males (defined here as the obtention of clutches inside
the nest) was related to their SSTs development. S.
Sfluviatilis is a species classified as vulnerable or threat-
ened in many countries where it occurs (see Vinyoles
and Sostoa, 2007). Therefore the results from our work
could bring information for the future management and
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conservation of this species.

1 Materials and Methods

1.1 Field collection and fish maintenance

We caught the fish by electrofishing on November
2010 in the River Segre (a tributary of the River Ebro),
near Camarasa (Catalonia). Males chosen during fishing
(n=48) were one year old ranging from 60 to 70 mm in
total length (TL). These characteristics ensured that, at
the time of reproduction, the fish were sexually mature
according to Vinyoles and Sostoa (2007) and, subse-
quently, could develop SSTs during the experiment.
Females (» =53) had a larger range of lengths (from 60
to 90 mm TL) and took part in the study as a sexual
stimulus for the males. At their arrival to the animal
facility for aquatic animals (in the University of Barce-
lona) we measured the fish (TL) and distributed them
into five experimental aquaria as follows: eight males,
five small females (from 60 to 70 mm TL) and three
large females (from 80 to 90 mm TL). An extra aquar-
ium served to mantain the remaining fish which were
used to replace experimental individuals that died dur-
ing the experiment. None of these replacement fish
were included in the analyses.

We tagged experimental males with Visible Implant
Elastomer (VIE) following the guidelines of Northwest
Marine Technology Inc. (Shaw Island, Washington).
Just one colour was used (fluorescent red), only visible
under ultraviolet light. We made a small mark on each
male in the base of one of the impair fins (first dorsal,
second dorsal, anal or caudal) and in one of the two
sides (right or left). This permitted us to differenciate
the eight males from each aquarium. Marks apparently
did not affect fish behaviour nor health.

All experimental aquaria (260L) were in a climatized
room and had the same equipment: one biological filter,
air diffusor and substrata (consisting of a mix of sand,
gravel and coral in proportion 2:2:1). They were
mantained under constant Mean (+ SD) temperature
(22.96 £ 1.15 °C) and water physicochemical conditions
(pH =7.4+£0.21, NO, = 0.05 £ 0.00 mg/L, NOy = 3.4
£ 0.84 mg/L, NH;" = 0.00 £ 0.00 mg/L; hardness: 19).
Light regime was 12:12 (light: dark). Each aquarium
was isolated by opaque curtains to prevent any interac-
tion with external features. We placed 10 nests in each
aquarium (distributed in two parallel rows of five nests
each). Nests were artificial structures that had been al-
ready accepted as nesting sites by males of the same
species in previous experiments (unpublished data).
They consisted of transparent plastic boxes (13.5 cm
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width x 7 cm high x12 cm depth) open in the front (nest

entry) and with the ceiling substituted by a glass surface.

Their inner walls were covered by black acetate sheets
fixed to the structure with plastic clips. Nest entries
faced the aquaria walls in order to facilitate clutch de-
tection and observations. We fed fish “ad-libitum” with
frozen red chironomid every morning (10:00 a.m). Once
a week fresh mussels were added to the diet.
1.2 Experimental protocol

The aquarium where fish boldness was tested (bold-
ness aquarium) measured 45 X 45 x 45 cm and had simi-
lar conditions to the ones of the experimental aquaria
(temperature, water characteristics and substrata). This
aquarium was also isolated with opaque curtains to
prevent possible interferences produced by our presence
on fish behaviour during the tests. We designed the
boldness aquarium (Fig. 1) following Brown et al.
(2007). We installed a video camera (Sony Handycam
HDR-SR1E) 120 ¢cm above the aquarium to record the
tests and posteriorly visualize them with the computer.

Boldness tests were performed from 19 to 27 De-
cember (from 8:00 a.m to 3:00 p.m), approximately one
month after fish capture. At this time males’ SSTs were
little developed. During this experimental phase we fed
the fish daily at 7:00 p.m. (to prevent possible interac-
tions between feeding and behaviour) and we temporar-
ily divided the aquaria in two compartments (one with
the fish to test and the other one with the ones that had
it already done). We tested each fish only once, follow-

Fig. 1
aquarium
A: Boldness box (30x11x11 cm) with a top opening to introduce fish

Diagrammatic representation of the boldness

and an inferior small window (3 cm) for to exit. B: transparent
trapdoor (39x4.5 cm). bl: line that defined boldness score (emergence
time). b2: arc that define hesitancy time. C: neon lamp. D: PVC tube
(4 cm diameter x 13 cm length). E: methacrylate wall.
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ing Brown and Braithwaite (2004), and its turn to per-
form the test was randomly established. We caught each
male with a hand net and placed it inside the “boldness
box” (Fig. 1) which top was immediately closed with a
plastic cover. After a 5 minutes settling time, we opened
the boldness box window by raising the transparent
trapdoor (Fig. 1) and fish were free to emerge. Test du-
ration was 55 minutes and all of them were video-
recorded. After the test (and before being returned to
their aquarium), we anesthetized (with MS-222, tricaine
methanesulfonate), measured (TL), and photographed
(lateral and ventral view) the male inside a small metha-
crylate recipient with a graph paper at the back. These
pictures permitted us to measure the SSTs development
(cephalic crest and anal glands) by using the Sigma
Scan Pro 5 programme. When we returned the male to
the aquarium, we placed it in the compartment for fish
which had already been tested. Before we introduced a
new individual into the boldness aquarium, we renewed
the water (always mantaining the same level of 27 cm
depth). Once all the fish had performed the test, we re-
moved the divisions from the experimental aquaria.
Throughout the experiment we measured fish TL (both
sexes) and SSTs development (only males) every 45
days from November 2010 to July 2011. Measures were
done following the same steps as those indicated for the
males after the boldness test, but females were just
measured in TL and not photographed.

We monitored clutch laying every morning (9:00 a.m)
from January to the end of the experiment in July. When
we found a clutch we classified the correspondant male
as “parental”. We considered the males that did not ob-
tain clutches during the experiment to be “non-parental”.
1.3 Measured variables

In this study we considered the same behavioural
variables as the ones used in Brown et al. (2005):
1) Boldness score (b1) defined as the time taken for the
fish’s snout to emerge from the box, and 2) Hesitancy
(b2) defined as the time the fish took to cross the black
arc minus the time it took for the fish to emerge from
the box (Fig. 1). We assigned the maximum time for the
test (3300 seconds) to the fish where no time for bl was
registered (because they did not emerge from the bold-
ness box during the test). We did not assign a hesitancy
score to the fish that did not cross the black arc follow-
ing Brown et al. (2005) recommendations. We obtained
variables bl and b2 through the posterior visualization
of the video recordings and log-transformed them for
the analyses.
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Fig. 2 Relation between the development of the cephalic
crest, log(ratioCr), and boldness score, log(b1)

The line was adjusted with the estimations obtained in the linear
mixed model.

The SSTs measures we took for the males were: the
cephalic crest height (Cr, mm, measured as the distance
from the middle of the cranium to the top of the crest)
and the gland mean diameter (Gl, calculated as the ave-
rage of the first and second anal gland diameters). We
expressed the SSTs variables as the log-transformation
of ratioCr (Cr/TL) and ratioGl (GI/TL) in the analyses.

The study protocol of this work was approved by the
Research Ethics Committee of the University of Barce-
lona (Registration n°® 221/11). In October 2011 we re-
turned the fish to the stretch of river where they had
been caught.

1.4 Statistical analyses

We analyzed whether boldness (bl) and hesitancy
(b2) were related to SSTs development by means of two
linear mixed models (LMMs, one for b1 and one for b2)
with aquarium ID as a random variable to control for
data dependency. Each model included initially as co-
variates: log(TL), log(ratioCr) and log(ratioGl), with all
the paired interactions between them. The best model
was found by extracting parameters using the AIC crite-
rion corrected for small samples sizes (AICc) (Burnham
and Anderson, 2002).

To analyze whether or not the development of SSTs
was related to obtaining a clutch we used a general lin-
ear mixed model (GLMM) with a binomial distribution
of errors and the link function logit. In this model “Pa-

Table 1

rental status” was the dependent binary variable (0 =
non-parental, 1 = parental) and aquarium the random
component.

Error adjustment was verified by visual inspection of
the normal probabillity plots. Statistical analyses were
performed with the free software R (R Core Team,
2012). For the linear mixed models estimations lmer
and glmer functions from the package Ime4 (Bates et al.,
2012) were used. The best model was found by using
sequentially the drop1 function.

2 Results

At the beginning of the experiment (in November)
we found no significant differences between aquaria for
the TL neither for females (£, 3= 0.06; P >0.05; Mean
+ SD = 73.00 + 9.57 mm) nor for males (Fy3, = 0.31;
P >0.05). In November males had little SSTs develop-
ment (Table 1) and this development was similar in all
the aquaria (all P >0.05). In December, when boldness
tests were performed, for fish that emerged, we ob-
served a high variability for bl, Mean (+ SD) = 659.72
+ 423.60 seconds (min = 313, max = 1781 seconds) and
for b2, Mean (+ SD) = 145.00 & 278.31 seconds (min =
3, max = 1218 seconds). Five males did not emerge
from the boldness box and from the ones who emerged
only two did not cross the black arc.

We observed that the month of maximum SSTs de-
velopment for all the males (n = 37) was in February
(Table 1). At that time males’ TL, Cr and GI were simi-
lar between aquaria (all P >0.05). Similar results were
obtained for females’ TL (Fy34= 0.13; P >0.05; Mean +
SD =74.95 + 10.04 mm). February also coincided with
the beginning of the reproductive period that lasted until
April. 40.5% of males (n = 15) acted as parents (i.e.
they had clutches in their nests). Distribution of parental
males in the five aquaria was: three in three aquariums,
two in one aquarium and four in another aquarium (at
most half of males acted as parentals in each aquarium).
No parental male was displaced from his nest by other
males or defended more than one nest during the ex-
periment. There was one parental male (7% of parentals)

Total length (TL), cephalic crest height (Cr) and mean glandular diameter (Gl) for the males of S. fluviatilis in

November (with underdeveloped SSTs) and February (parental and non-parental males)

Month Male status n TL (mm) Cr (mm) Gl (mm)
November Underdeveloped 40 65.98 + 3.39 (60-70) 0.71 +£0.21(0.29-1.38) 1.14 +0.23 (0.54-1.60)
February Parental 15 78.33 +2.89 (72-82) 2+0.75 (0.75-3.19) 2.09 +0.26 (1.58-2.53)
Non-parental 22 71.95 +5.37 (61-81) 1.46 £0.57 (0.61-2.68) 1.74+0.27 (1.24-2.21)

Means (+ SD, and minimum-maximum values in parentheses) are shown.
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and four non-parental males (18% of non-parentals) that
did not emerge from the boldness box. Throughout the
experiment three males and one female died (in diffe-
rent aquaria) and we substituted them with fish of simi-
lar characteristics (not considered in the analyses).

The best LMM for log(bl) only included the covari-
ate log(ratioCr) which has a significant negative effect
on log(bl) (Table 2). The interpretation of this result is
that a higher crest development is associated to less
time required to emerge from the boldness box (bold-
ness score, Fig. 2). The best LMM for log(b2) included
log(TL) (significant negative effect) and log(TL):
log(ratioCr) interaction with a positive effect (Table 2).

The best GLMM model for parental status included
log(TL) and log(ratioGl), log(TL) had a significant posi-
tive effect and log(ratioGl) a marginal positive effect
(Table 2). Parental males were longer and had a ten-
dency to have more glandular development than non-
parentals males. Crest height did not have an effect on
the condition of parental status.

3 Discussion

In this work we found that bolder males of S. flu-
viatilis showed a higher degree of cephalic crest devel-
opment. Who would benefit from this? The males or the
females? The cephalic crest function remains still un-
clear among blennies. In S. pavo the degree of devel-
opment of this trait has been related to the male repro-
ductive success (Gongalves and Oliveira, 2003). Con-
versely, in the latter species, this relationship was not
found by Oliveira et al. (1999). These authors suggested
that the cephalic crest in blennies could play an im-
portant role in male-male competition rather than mere-
ly attracting females. Though, this suggestion would be

supported by our results obtained with S. fluviatilis (the
cephalic crest size was not related to parental status of
males). Boldness has been related to growth (Biro and
Stamps, 2010), aggressiveness (Huntingford, 1976), do-
minance (Sundstrom et al., 2004; Colléter and Brown,
2011), resistance to infections (Locatello et al., 2012)
and to a major ability to win fights (Fuxjager et al.,
2010). Larger size (body length) and aggressiveness are
known to offer advantages in the intrasexual competi-
tion (Fujii et al., 2005; Larson et al., 2006). Thus, if the
size of the cephalic crest is associated to boldness,
males could use this information to assess aggressive-
ness and dominance of competitors before a potential
confrontation. In this case the cephalic crest could func-
tion as an honest signal (see Maynard-Smith and Harper,
1995). Using this kind of signal allows animals to avoid
potentially costly fights that they are unlikely to win. It
is probable that S. fluviatilis males use these signals
since in blennies fights lead to higher energy expendi-
ture and increase the risk of injury (in the fins and body)
that might compromise their survival and reproduction
(Santos and Nash, 1996).

Females, otherwise, could prefer characteristics that
make a male a good father rather than a dominant indi-
vidual (Forsgren, 1997; Wong, 2004). We observed here
that males which succeeded in obtaining clutches in
their nests were those with bigger sizes. Male size has
been often related to female choice in fish (Kolm, 2001).
In fish species with a resource-based mating system,
male size has been associated with benefits in nest de-
fence and greater ability in taking care of clutches (Fujii
et al., 2005). In our study, males with higher hesitancy
times were larger at the time of reproduction, and this
suggests they could have grown faster. In this sense,

Table 2 Results for the best Linear Mixed Models (for b1 and b2) and for the best General Linear Mixed Model (Parental)

Dep Fixed effects Estimates + SE F df P
log(bl) Intercept 7.47+0.35 - - -
Log (ratioCr) -40.8 +£14.72 8.21 1 0.00*
log(b2) Intercept -108.14 + 67.55 - - -
Log (TL) -24.00 + 15.55 5.39 1 0.02*
Log (ratioCr) -5699.61 +2683.17 0.04 1 0.83
Log(TL):log(ratioCr) 1310.71 £ 616.08 4.53 1 0.03*
Parental Intercept -40.78 + 14.01 - - -
Log (ratioGl) 345.57 + 185.71 3.46 1 0.06
Log (TL) 0.42+0.15 7.77 1 0.01*

“Dep” indicates the dependent variables for each model: log(b1), boldness score; log(b2), hesitancy; and Parental, males’ parental status.
Considered covariates were: log(ratioCr), cephalic crest height; log(ratioGl), mean glandular diameter; and log(TL), total length. Signifi-

cant fixed effects are indicated (*).
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personality seemed to have played an important role on
length which positively influenced the adoption of pa-
rental status. According to Biro and Stamps (2010), in-
dividuals with a more active metabolism and faster
growth have a higher energy expenditure and therefore
should take more risks when they are foraging. The in-
teraction found between male length and cephalic crest
size explaining hesitancy is more difficult to interpret.
This interaction would indicate that the effect of male
length on the hesitancy woud be mitigated by the ce-
phalic crest size. We also found a marginally significant
effect of anal glands size on parental status acquisition.
It has been described that these glands are responsible
for pheromones that are released to attract females
(Barata et al., 2008) and for antimicrobial secretions to
prevent egg infections (Pizzolon et al., 2010). Our study,
however, was not addressed to investigate female choice.
Further studies are required to better understand female
choice on male morphological traits (SSTs) and male
boldness behaviour.

The variability of personality traits between indivi-
duals suggests that the optimal behaviour for a species
is not unique (Dall et al., 2004; Stamps, 2007; Wolf and
Weissing, 2010). The individual position in the shyness-
boldness axis affects its fitness differently depending on
the environmental context (Dingemanse et al., 2004;
Dingemanse and Réale, 2005; Sinn et al., 2006). In the
male of S. fluviatilis, where Neat et al. (2003) have de-
scribed the presence of two reproductive tactics (paren-
tal and sneakers), boldness could favour dominant be-
haviours against other males in the nest selection pro-
cess. Animal personality traits might influence the
adoption of a specific tactic, because tactics are related
to the presence or absence of developed SSTs. Alterna-
tive reproductive tactics in fish are, in fact, influenced
by environmental factors such as the social context,
competition for a suitable reproductive site, and female
availability (Burmeister et al., 2005).

The pace-of-life syndrome (POLS) states that indi-
vidual behavioural differences should be linked to
life-history differences (Réale et al., 2010). Our results
indicate that in this species correlational selection might
be favoring the linkage between boldness and life-
history traits such as fast growth and probably early
reproduction (due to the advantage of larger males to
become parental). Our results also suggest that in-
trasexual and intersexual selection might not only drive
the evolution of morphological traits, but thereby also
favor behavioral types that allow males to reach larger
body sizes. Increasingly, knowledge of animal persona-
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lity is taken into account to improve the success of rein-
troductions and conservation programs in the field
(McDougall et al., 2006). Our study allows us to under-
stand better how boldness is related to the development
of SSTs and the latter with the acquisition of parental
status. In other fish species latency to exit the refuge
was found to be repeatable (e.g. Wilson and Godin,
2009; Harris et al., 2010). However, future studies need
to test whether boldness is repeatable in S. fluviatilis
and to determine whether these processes also occur in
nature.
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Abstract

The use and learning of visual landmarks seems to be strongly influenced by ecological
demand and could depend on the species habitat, sex and presumably dominance
status. In blennies, sexes differ in their home-range extension and this could
predispose them to use different mechanisms to orientate. The main aim of this study
was to investigate if Salaria fluviatilis (a benthonic and polyginic freshwater blenny)
was able to solve a learning maze using direct visual landmarks. Performances
between sexes were compared and the possible relation between the males’
secondary sexual characteristics (SSCs) development and spatial ability considered. In
this species the SSCs consist of a cephalic crest and a pair of anal glands. Fish were
submitted to 10 exams (each one consisting of 11 consecutive tests) in a specially
designed apparatus where they had to find the correct exit using direct visual
landmarks. The proportion of males that learned the task (80%) was higher than those
of females (30%). The cephalic crest development of the male was associated with a
major rapidity in solving the spatial task. These results support previous works that
state the importance of ecological demand on shaping the species spatial abilities.
They also provide a comprehensive perspective that would link dominance (through

the cephalic crest development), learning and sexual selection.

Keywords: dominance, fish orientation, river blenny, secondary sexual characteristics,

spatial ability
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1. Introduction

Fish depend on their capacity of orientation to perform a series of vital activities such
as: foraging (Hughes & Blight, 1999), locating spawning sites (Mazeroll & Montgomery,
1998), performing homing behaviour (Thyssen, 2010; Jorge, Almada, Gongalves,
Duarte-Coelho, & Almada, 2012) or eluding predators (Aronson, 1971; Markel, 1994).
Their orientation can be based on different external stimulus such as: water flow
direction (Braithwaite & Girvan, 2003), electromagnetism (Walker et al., 1997),
polarized light (Hawryshyn, Arnold, Bowering, & Cole, 1990), odors (Stabell, 1984),
social information (Brown & Laland, 2003) and visual landmarks (Burt & Macias Garcia,
2003). There are different categories of orientation: positional, object-directed, stratal,
zonal, topographic and geographic (Jander, 1975). While the majority of these
categories have a strong innate and instinctive component, topographic orientation
depends mostly on spatial learning and memory. The capacity to include previous
experiences within spatial behaviour is essential for certain fish to survive and to adapt

to environmental changes (Dodson, 1988).

An extended bibliography exists on spatial learning based on visual landmarks in fish. It
has been described that they can use these kind of landmarks: 1) as direct and indirect
points of reference (Warburton, 1990; Lépez, Broglio, Rodriguez, Thinus-Blanc, & Salas,
1999), 2) as sequences (Mazeroll & Montgomery, 1998), 3) from different directions
(Rodriguez, Duran, Vargas, Torres, & Salas, 1994) and 4) they can establish complex
geometric relationships between them (Braithwaite & De Perera, 2006). These
mechanisms are becoming better understood and some studies are revealing that

certain spatial abilities in fish are comparable to those of adult humans and superior to
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the ones found in children and rats (Sovrano, Bisazza, & Vallortigara, 2002). This
suggests that spatial information use could be more influenced by the species

ecological demands than by its phylogeny.

The habitat where a fish population occurs determines the importance acquired by
visual landmarks in their orientation. In experiments with sticklebacks Gasterosteus
aculeatus it was observed that visual landmarks were more used by individuals from:
the lake population compared with the river population (Odling-Smee & Braithwaite,
2003), the clear and static water population compared with the eutrophic and poor
visibility water population (Girvan & Braithwaite, 1998) and the high-predation
condition population compared with low-predation condition population (Huntingford
& Wright, 1989). Moreover, it has been suggested that the benthonic species of
Gasterosteus would be more likely to use visual landmarks than the limnetic ones

(Odling-Smee, Boughman, & Braithwaite, 2008).

In certain species, males and females differ in home-range (Wittenberger, 1981) and
this entails differences in ecological demand and spatial ability (Gaulin & FitzGerald,
1986, 1989). In promiscuous or polygynous mating systems, males are frequently the
mobile sex (Brown, 1966; Lockie, 1966; Ewer, 1968; Trivers, 1972) and they present
more complex spatial abilities than females (Gray & Buffery, 1971). However, in
blennies, this circumstance is reversed; while the females have a broad home-range
(Costa et al., 2011), males are restricted to their nest (Neat & Lengkeek, 2009) and
they make short excursions outside to feed and to defend their territory (Almada,
Goncgalves, De Oliveira, & Barata, 1992; Gongalves & Almada, 1998). These differences

could predispose sexes to use distinct landmarks to orientate. Males might use local
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(visual) landmarks whereas females might prefer to use other spatial references more

significant in a larger scale (e.g. water flow direction or electromagnetism).

Animal personality could have also an influence on spatial learning. Boldness (defined
as the propension to take risks) has been associated to a major facility to learn
(Dugatkin & Alfieri, 2003) and also to the dominant status acquisition (Dahlbom,
Lagman, Lundstedt-Enkel, Sundstrom, & Winberg, 2011). These associations could
have a physiological basis; fish that grow fast and have a better response to stress are
more prone to explore their surroundings (Biro & Stamps, 2010; Archard, Earley,
Hanninen, & Braithwaite, 2012) and to become dominant (Hofmann, Benson, &
Fernald, 1999; Pottinger & Garrick, 2001). All this make it reasonable to suppose that
dominance and spatial learning could be related, adding to the fact that dominant
males (in territorial species) might be more motivated to use visual landmarks than
non-dominant males (without territory). Among fish, visual landmarks are frequently
used to define territorial limits (Heap, Byrne, & Stuart-Fox, 2012). In species with
alternative reproductive tactics (ARTs) the dominant status is associated to a higher
development in secondary sexual characteristics (SSCs) (Fleming & Gross, 1994;

Oliveira & Almada, 1998; Oliveira, Carneiro, Gongalves, Canario, & Grober, 2001).

Salaria fluviatilis is one of the few blenny species that inhabits freshwater and occurs
in rivers and lakes from the Mediterranean basin. During the reproductive period
which extends from May to the end of July (Vinyoles & Sostoa, 2007), males excavate a
cavity under a stone and several females lay clutches in a monolayer on the underside
of the stone. A good topographic knowledge of the familiar area, a good memory and a

particular curiosity to explore has been attributed to this species by Wickler (1957),

99



Fabre, Garcia-Galea & Vinyoles

but it was not studied which was the role of visual landmarks. Probably, repeated
incursions to the nest enable visual recognition of neighboring objects by the males. In
a species with similar habits, the shanny (Liphophyris pholis), the use of visual
landmarks has been already found (Burt de Perera & Guilford, 2008). S.fluviatilis
supposes also an appropriate model to study the relationship between spatial ability
and SSCs development. During the reproduction period, males develop a cephalic crest
and a pair of anal glands. Recently, boldness has been associated with cephalic crest in
this species (Fabre, Garcia-Galea, & Vinyoles, 2014) but it is still unknown if SSCs are

related to spatial ability.

The main objective of this study was to define if S. fluviatilis is able to use solely direct
visual landmarks to orient and if there are differences between sexes. In the case that
visual landmarks use is found for the males, relation between SSCs development and

spatial ability would be explored.

2. Material and methods

2.1. Field collection and fish maintenance

Fish were caught in the river Segre, a tributary of the Ebro River, close to the Camarasa
region (Spain) in November 2010. A total of 80 specimens were collected, there were
40 males and 25 females of similar sizes (ranging from 60 to 70 mm in total length, TL),

and 15 large females (ranging from 80 to 90 mm in TL).

Animals were placed in five 260 L aquaria provided with a biological filter, air diffuser
and substrata (consisting of a mix of sand, gravel and coral in proportion 2:2:1). Each

aquarium holds 10 artificial nests (distributed in two parallel rows of five nests each)
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that function both as refuges and nests for the fish. Nests consisted of transparent
plastic boxes (13.5 cm width x 7 cm high x 12 cm depth) whose inner ways were
covered by black acetate sheets to make them opaque, with an opening in the front
(nest entry) and with the ceiling substituted by a glass surface. Previous experiments
with these artificial nests confirmed that the species readily accepted them as nesting
sites (unpublished data). The water in the aquaria consisted of 95% depurated
freshwater and 5% seawater (with a final salinity of 2 ppm) and was partially renewed
with a two weeks periodicity to maintain adequate pH, NO, and NH; levels.
Temperature (mean + SD = 22.96 + 1.15 2C) and light regime 12L:12D were maintained

constant throughout the experiment.

In each aquarium there was the following proportion of fish: eight males, five median
females and three large females. In the experiment only median-sized fish were used
(all the males and the five females). Large females just served as sexual stimulus in the
aquaria (in order to simulate female variability in sizes found in nature, Vinyoles and
Sostoa (2007)). Animals were feed “ad libitum” with red quironomidae larvae (the
principal pray of the species following Vinyoles (1993)) once a day. Once a week fresh

mussels were added to the diet.

The experiment was performed from August to September 2011 (coinciding with the
end of the reproductive period). The long time that fish were maintained in the
aquaria before the experiment served to habituate them to captivity and manipulation
(manipulation consisted in capturing them once a month with small hand-nets). Fish

individual recognition was possible through the identification of certain traits such as:
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the cephalic crest shape, mucous pore location and body pigmentation pattern. After

the experiments fish were returned to the river.

2.2. Apparatus

The experimental apparatus used to perform the learning task was inspired in the
design described by Ingle and Saharian (1973) and used later by other authors (Salas et
al., 1996; Lépez, Broglio, Rodriguez, Thinus-Blanc, & Salas, 1999, 2000). This structure
consisted of a rhomboidal box (hereafter referred to as decision-box) of 196 cm?® area
and 20 cm height, constructed with PVC pieces (0.5 cm thick) and whose vertices were
opened with 5 cm openings (Fig. 1). Two of these openings (opposite each other) give
access to a cylindrical compartment that consisted of a vertical PVC tube (11 cm
diameter x 20 cm height) opened at the top. Between each cylindrical compartment
and the decision-box a grey plastic sliding door (that could open and close the
compartment) was placed. During the tests one of the cylindrical compartments
remained closed (the one non-used) while the other one received the individual that
has to start the test. The other two openings from the decision-box acted as exits of
the apparatus and the fish has to decide throughout the test which one to use. These
exits also have sliding doors but in this occasion they were made with transparent
plastic (to avoid fish visual detection). During the tests one of the exits was open
(correct exit) while the other was blocked by the transparent sliding door (wrong exit).
The visual landmarks used to indicate the correct exit were two similar flattered stones
(6.6 x 4.5 cm and 5.4 x 4.5 cm respectively). Stones were placed on the floor of the
decision-box, one at each side of the correct exit (at a distance of 4.5 cm from the exit

and at 2.5 cm from the closest apparatus wall). When the fish that was performing the
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test succeed to exit the apparatus, outside, it found two small PVC tubes, one at each
side (4 cm diameter x 13 cm length) that acted as refuges. Although these tubes were

invisible to the fish until they exit the apparatus, they supposed a positive stimulus.

ccB
CCA

Fig 1. Diagrammatic representation of the experimental apparatus. The structure has
two cylindrical compartments (CCA and CCB) and two transparent exit doors (E1, E2).
In the central zone, called decision-box (DB), two stones (S) were placed at each side
of the correct exit (in this case E1). Outside de apparatus and at each side of the
exits there were two refuges (R).

The experimental apparatus plus the refuges were placed in a rectangular opaque
plastic tank (47 x 56 cm base x 40.5 cm height, hereafter referred to as experiment-
tank) covered with the same substrata than the one of the 260 L aquaria. lllumination
was provided by two neon lights (98 x 12 cm, 60 W) placed 25 cm height above each
cylindrical compartment. Direct illumination of the cylindrical compartments avoided
the fish adopting the compartment as a refuge and stimulated them to seek safer

places. The experiment-tank was surrounded by curtains (to avoid interactions with
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the researcher). In order to record fish movements, a video camera (Sony Handycam
HDR-SR1E) was placed above the apparatus (at a height of 140 cm). During the tests
the experiment-tank was filled with water (same composition and temperature as the

one in the aquaria) to a level of 15 cm and the lab lights switched off.

2.3. Learning task

Fish were selected randomly in groups of two males and two females per aquarium.
The two pairs selected were separated from the rest of the fish (in a separate zone of
30 x 40 cm surface) by placing a divider in the aquarium. After two days of habituation
to the separate zone the learning task started. Each fish performed a maximum of 10
exams (each one constituted by 11 consecutive tests) in three days. Every test
consisted of placing the fish into one of the cylindrical compartments (see the
assignation sequence below) and waiting until the fish chose one of the two exits.
When the first decision of the fish was to exit through the “correct exit” the choice was
considered “correct” while in the contrary circumstance (when it hit the closed
transparent door) the choice was considered “wrong”. Following Lépez, Broglio,
Rodriguez, Thinus-Blanc, and Salas (2000) recommendations, if a fish did not emerge
from the cylindrical compartment within 5 minutes it was lightly prodded with a glass
rod to motivate an exit. Fish that did not emerge their heads out of the cylindrical
compartment and were immobile during the first 15 minutes of the first exam were
discarded from the experiment. This decision was based on previous observations that
indicate that fish who presented these behaviors did not exit the cylindrical
compartment in the following hour. Fish that were not discarded have no time

limitation to perform the tests. Each test finished when the fish exit the apparatus
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through the correct exit and hid in one of the PVC refuges. After 30 seconds, the fish

was captured and a new test started until the exam (11 tests) was completed.

The apparatus configuration changed between tests; the cylindrical compartments (A
or B) and the correct exits (1 or 2) were used in a pseudorandom sequence so that
correct choices required alternation of turns, following Salas et al. (1996). The two
stones were moved to always indicate the correct exit and supposed the only reliable
landmark to learn the task. During the 30 seconds between tests, the correspondent
configuration was settled and also the substrata in front of the apparatus exits stirred
to avoid the use of any of its elements to orientate. At the end of the exam, the fish
was left in a 10 L bucket provided with an air-diffuser and a PVC refuge to rest. Each
fish was submitted to 4 exams the first and second day and to two exams the third
day, with a time span of 2-3 hours between tests in the same day. After the exams of

the day the fish were returned to their respective aquaria and fed.

2.4. Measured variables

Fish were considered to have learnt (i.e. they reached the acquisition criterion) when
they attained 9 correct choices in an exam. In previous essays it was seen that fish that
get this punctuation maintained or increased it in successive exams, therefore, when a
fish attained the acquisition criterion it was not submitted to more exams. Each fish
was assigned a learning category (yes, no) depending if they had or not reached the
acquisition criterion in the 10 exams. For the fish in learning category “yes” learning
rapidity was evaluated through the number of exams performed to attain the

acquisition criterion. The time each fish needed to complete an exam was recorded in
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order to calculate the average time per exam (s) for each sex and for each learning

category.

At the end of the experiment individuals were measured in a small transparent
container with a graph paper at the back. The variables considered were: TL for both
sexes and SSC development for the males (cephalic crest height and gland mean
diameter). Cephalic crest height (Cr) was obtained as the distance from the middle of
the cranium to the top of the crest (mm) and the gland mean diameter (Gl) was
obtained as the average of the first and second anal gland diameter. Both SSCs
development variables were divided by TL, ratioCr (Cr/TL) and ratioGl (GI/TL). All

variables were log(x+1) transformed before the statistical analyses.

2.5, Statistical analyses

To analyze whether or not the development of SSTs was related to the number of
exams required to attain the acquisition criterion a generalized linear model (GLM)
with a Poisson distribution of errors (with the link function log) was used. In this model
“number of exams to acquisition” was the dependent variable (ranging from 1 to 10,
where the fish that did not learn were assigned a 10). Each model included initially as
covariates: log(TL), log(ratioCr) and log(ratioGl), with all the paired interactions
between them. The best model was found by extracting parameters using the AIC
criterion corrected for small samples sizes (AlCc) (Burnham & Anderson, 2002). Error
adjustment was verified by visual inspection of the normal probability plots. Statistical
analyses were performed with the glm function in the package stats from the free
software R (R Core Team, 2012). The best model was found by using sequentially the

drop1 function.
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3. Results

There were no significant differences in TL (mean £ SD, mm) between males (91.6
7.9) and females (90.5 + 3.2) at the moment of the experiment (t=0.41, df=18, P=0.69).
From the 40 males and 25 females submitted to the learning task, only 10 individuals
of each sex were able to perform it. The rest of fish were discarded because they did
not emerge from the cylindrical compartment (Fig. 1) in the first exam. There were no
significant differences in the proportion of discarded males compared to females (G-

test=2.34, df=1, P=0.13).

The number of correct choices in the first exam for all the individuals followed a
random pattern (binomial distribution P>0.20) proving that the fish did not detect the
transparent door and that they were not initially attracted or repulsed by the stones.
Proximately, more than the half of the fish that were able to perform the experiment
attained the acquisition criterion (55%). Among the fish that solved the task within the
10 exams there were 8 males (80% of the males) and 3 females (30% of females). This
result implied that males showed a major capacity to find the exit of the apparatus
learning the position of the visual landmarks than females (G-test= 5.3, df=1, P=0.021).
The three females that reached the acquisition criterion required 7, 7 and 9 exams
respectively. The number of exams each one of the eight males needed to learn the
task can be found in Table 1. There were no significant differences in the average time
per exam (s) between sexes (Fig. 2a; Mann—Whitney U-test, n = 10, P >0.05) and
between fish depending on their category of learning (yes, no) (Fig. 2b; Mann—Whitney

U-test, n = 10, P =0.07), although in this case the result is marginally significant. There
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were no differences in length between fish that learn and fish that did not (t=-0.49,

df=18, P=0.63).

TL (mm) Cr (mm) Gl (mm) Exam
100 1.91 2.31 2
92 1.52 1.82 2
96 1.85 2.31 4
78 1.71 1.17 5
95 0.76 1.51 5
82 0.96 1.36 6
98 0.48 1.35 8
83 1.11 1.57 9
100 1.05 1.77 10
92 0.87 1.50 10

Table 1. Characteristics of Salaria fluviatilis males that
performed the experiment: total length (TL), cephalic crest
height (Cr) and mean glandular diameter (Gl). In the last
column (Exam) the number of the exam when each fish
attained the adquisition criterion is indicated. The two males
that did not learn were assigned a 10.
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Fig. 2. Average time needed by Salaria fluviatilis to complete each exam expressed in seconds
(mean + 95% CI). In graph a) fish are separated by sex and in graph b) fish are separated
depending if they have learned (yes) or not (no) the task throughout the 10 exams.
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The best GLM model for the number of exams depending on TL and SSC development
only included the variable log(ratioCr), which has a negative effect on the number of
exams (Table 2). The males that had a major cephalic crest development during the
exam were the ones who learned faster (i.e. they needed less exams to attain the
acquisition criterion). Note, however, that the three males that learned faster (in the 4
first exams) tended to have, appart from the cephalic crest, more developed glands

than the rest (Table 1).

Dep Fixed effects Estimates +SE F df P

N2 of exams Intercept 2.54+£0.33 - - -
Log(ratioCr) -58.17+25.43 541 1 0.02*

Table 2. Results for the best Linear Model. Dep indicates the dependent
variable: number of exams to acquisition (N2 of exams). This model only
considered as covariate: Log (ratioCr), which has a significant negative
effect (*).

4. Discussion

The present study supposes the first experimental approximation to the use and
learning of direct visual landmarks in the freshwater blenny. The first finding was that
the species used visual landmarks to orientate and also that males and females
differed in the learning task resolution. These differences might be attributed to
distinct spatial abilities in the sexes adjusted to their specific ecological demands
(Odling Smee & Braithwaite, 2003). This result is coherent with the initial hypothesis
stating that S.fluviatilis males could be more prone than females to use visual

landmarks, because males need to return to their nests after the short incursions they
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do outside in search for food or to defend their territories. However it is not clear what
other mechanisms could be intervening, which is their relative importance or the
interaction between them. In rivers, the male of this species orient the nest entrance
depending on the flow velocity found in the microhabitat (Vinyoles, Coté, & De Sostoa,
2002), but it is still unknown how he finds this entrance. Perhaps a chemical
recognition could exist, since male blennies rub the clutches with their anal glands
impregnating them with protective substances (Pizzolon et al., 2010). Populations
living in rivers probably, as occurs in other fish species, use to a certain extent the
direction of turns to orientate (Odling-Smee & Braithwaite, 2003). Females seemed to
use less than males visual landmarks. In some blennies females were found to have a
bigger telencephalon than males (Carneiro, Andrade, Oliveira, & Kotrschal, 2001; Costa
et al., 2011). Telencephalon is related to memory and spatial learning in fish (Overmier
& Hollis, 1990; Broglio, Rodriguez, & Salas, 2003; Rodriguez et al., 2002) and is
important in the construction of the spatial map (Salas et al. 1996; Lépez, Broglio,
Rodriguez, Thinus-Blanc, & Salas, 1999, 2000). Spatial maps could be constituted of a
series of submaps obtained through different sensory systems and orientation is
performed with the submap that is available in a certain moment (Sovrano, Bisazza, &
Vallortigara, 2003; Quinn, 2005) or integrating all the submaps at the same time if they
are coherent (Vargas, Lopez, Salas, & Thinus-Blanc, 2004). The task presented in this
experiment demanded the fish to use a unique direct visual landmark (based on the
position of two stones indicating the correct exit of the maze). One possibility is that
females were less successful in learning the task because they could be relying on
other kind of landmarks and had a more global perception of the surroundings. The

complexity of spatial maps depends on the importance they have for the survival of
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the individual (Aronson, 1971; Markel, 1994). Female blennies have a major home-
range than males (Costa et al., 2011) and they need to travel long distances to visit and
to reproduce with several males (Kraak, 1996; Fagundes, Gongalves, & Oliveira, 2007).
In this context it is probable that they prefer to use other kind of signals to orientate
themselves in large spaces. When moving in a small territory, it is likely that a female
rather than relying on static landmarks (as seem to do the males) could use other
efficient systems to find a mate such as pheromones (Barata et al., 2008; Serrano et
al., 2008) or the conspicuous coloration of courting males (Gongalves, Barata, Oliveira,
& Canario, 2002). Future studies are needed to ascertain if these suppositions are

correct by adapting a learning task more adjusted to females’ ecological demands.

It is known that an association between learning and dominance (Zhuikov, 1993) and
between learning and boldness (Dugatkin & Alfieri, 2003) do exist. Cephalic crest in
blennies has been related both to dominance (Oliveira, Carneiro, Gongalves, Canario,
& Grober, 2001) and boldness (Fabre, Garcia-Galea, & Vinyoles, 2014). Based on this
premise, the second result obtained in this experiment (positive relation between
cephalic crest development and learning ability) seems coherent. In rats it has been
described that spatial ability is an inheritable trait (Tolman, 1924; Harrington, 1968),
and due to the advantages it supposes to survival (Dodson, 1988) it is probable that it
is affected by selective pressures. It is unclear how inter- and intra- sexual selection
could play a role in the selection of learning ability. In a study performed with guppies
(Poecilia reticulata) it was found that females prefered to reproduce with males that
had more facilities to solve a spatial task (Shohet & Watt, 2009). However, the authors
could not define which element informs females of this skill, if it was a physical

characteristic or a behavior of the male. Female guppies prefer to mate with more
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colorful and bold males (Godin & Dugatkin, 1996) and it is probable that these males
are also more prone to learn. Some studies with blennies found that the cephalic crest
is a sexual characteristic preferred by the females (Gongalves & Oliveira 2003;
Fagundes, Gongalves, & Oliveira, 2007) and this could give support to the crest as a
trait used by females to select bold and fast-learning males. However, in other studies
cephalic crest was not related to female choice and seemed to indicate that this trait
could be more important in an intra-sexual context (Oliveira, Almada, Forsgren, &

Goncgalves, 1999; Fabre, Garcia-Galea, & Vinyoles, 2014).

Previous works studing visual landmark learning in fish through resolution of mazes
show that some species such as the goldfish (Carassius auratus) accept well similar
methodologies to the one used in the present study (Salas et al., 1996; Lopez, Broglio,
Rodriguez, Thinus-Blanc, & Salas 1999, 2000). Contrarily, S. fluviatilis presented
difficulties adapting to the learning task and numerous individuals had to be discarded
because they were unable to perform the exams. Despite the fish were specifically
habituated to captivity and manipulation and that the apparatus design was adapted
to the species preferences in order to guarantee a high number of fish performing the
task (using stones in spite of flat panels and offering refuges outside as positive
stimulus) this was not achieved. This produced a small sample size, and even though
these kind of experiments usually rely on a few individuals due to their complexity (e.g.
Salas et al., 1996), the obtained results must be interpreted with prudence. Future
studies are needed to define other mechanisms involved in S. fluviatilis orientation and
to compare telencephalon sizes between sexes and its consequences in female abilities

in other sort of learning exercises.
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RESUMEN DE LOS ARTICULOS

PLASTICIDAD EN LOS CARACTERES SEXUALES SECUNDARIOS EN EL MACHO DEL
BLENIO DE RIO (Salaria fluviatilis). N. Fabre, F. Oliva, E. Garcia-Galea y D. Vinyoles

(2014). Canadian Journal of Zoology 92: 537-543.

Las tacticas reproductivas alternativas (ARTs) dependientes de factores ambientales
son comunes en los peces. Sin embargo, la flexibilidad de los peces de adoptar
distintas tdcticas en respuesta a las caracteristicas de su entorno ha recibido poca
atencidn. El objetivo del presente trabajo fue estudiar la plasticidad fenotipica en la
adopcion del comportamiento dominante (“tactica burguesa”) en machos del blenio
de rio (Salaria fluviatilis (Asso, 1801)). Con tal fin, se realizaron dos experimentos
simultdneos en acuario para examinar el efecto de los factores sociales y de la
abundancia de nidos en la adquisiciéon de los caracteres sexuales secundarios (CSSs).
Los experimentos se llevaron a cabo con machos pequefios (individuos sin CSSs),
medianos (individuos de un afio de edad) y grandes dominantes (de mds de dos afios
de edad), todos ellos capturados en la naturaleza. En el experimento 1, los tres
tamafos de macho fueron combinados para comparar el desarrollo en CSSs
dependiendo del contexto intrasexual. En el experimento 2, el efecto de la abundancia
de nidos (dos nidos vs. seis nidos) fue testado para cada tamafio de macho. Los
machos medianos mostraron plasticidad fenotipica en respuesta a las condiciones
ambientales simuladas en los dos experimentos. La ausencia de machos grandes
dominantes fue el factor principal que promovid el desarrollo de CSSs y la aparicién del

comportamiento parental. La limitacion de nidos también influyé en el desarrollo de la
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cresta cefalica en los machos medianos. Este conocimiento permite entender cémo la
poblacién del blenio de rio consigue persistir cuando se ve reducida a individuos

jovenes durante las sequias estivales de los rios mediterraneos.

LA PRESENCIA DE LOS PADRES AFECTA AL DESARROLLO DE LOS EMBRIONES EN
Salaria fuviatilis (Asso 1801), UN PEZ CON CUIDADO PARENTAL. N. Fabre, E. Garcia-

Galea y D. Vinyoles (2014). Animal Biology (Submitted).

En los peces, la presencia de los padres mejora la supervivencia de los embriones a
través del cuidado parental pero también estd asociado a algunas desventajas como
por ejemplo el canibalismo filial y la pérdida de condicion fisica del macho. La cria en
cautividad del blenio de rio Salaria fluviatilis podria mejorarse si estas desventajas se
evitaran sustituyendo los beneficios del cuidado parental artificialmente en el
laboratorio. Antes de aceptar este procedimiento, deberia estudiarse si el desarrollo
de los embriones no es dependiente de algln otro efecto desconocido relacionado con
la presencia de los padres. En el presente estudio se compararon la secuencia
ontogénica y algunas estructuras morfoldgicas (longitud estandar, altura de la cabeza,
longitud de la mandibula y volumen del saco vitelino) de embriones mantenidos en
presencia y en ausencia de los padres. En el tratamiento ausencia de los padres se
obtuvieron embriones bien desarrollados, pero se encontré un tamafio menor de saco
vitelino y un tamafio mayor de altura de la cabeza y de longitud de la mandibula

respecto al tratamiento presencia de los padres en el dia 11 después de la ovoposicién.

126



Resumen de los articulos

LA OSADIA SE RELACIONA CON EL DESARROLLO DE LA CRESTA CEFALICA EN EL
MACHO DEL BLENIO DE RiO Salaria fluviatilis (Asso, 1801). N. Fabre, E. Garcia-Galea y

D. Vinyoles (2014). Current Zoology 60(3): 373-380.

Se define la osadia como la tendencia de un individuo a correr riesgos cuando estd
expuesto a objetos o situaciones nuevas. El objetivo principal de este trabajo fue
dilucidar si la osadia estaba relacionada con el desarrollo de los caracteres sexuales
secundarios (CSSs) en el macho del blenio de rio Salaria fluviatilis, un pez de agua
dulce que cuida de los huevos. Como segundo objetivo el efecto de los CSSs en la
adopcidn del estatus parental también fue examinado. En noviembre del 2010 se
capturaron peces silvestres jovenes en el rio Segre (Cuenca del Ebro). Los peces se
mantuvieron en cinco acuarios en grupos de ocho machos y ocho hembras con nidos
artificiales. El grado de osadia (score de boldness y hesitancy) de los machos
(inicialmente con poco desarrollo en CSSs) se testé como el tiempo requerido para salir
de un refugio cuando se les exponia a un nuevo ambiente. Los peces se mantuvieron
en los mismos acuarios durante varios meses y el desarrollo en CSSs de los machos y su
comportamiento reproductor fue monitorizado. El score de boldness se asocio
negativamente al desarrollo en cresta cefdlica. La hesitancy se relacioné
negativamente con la longitud del macho y también estuvo influenciada por la
interaccidn entre la longitud del macho y la cresta cefalica. La adquisicion del estatus
parental estuvo positivamente relacionada con la longitud del macho, marginalmente
relacionada con el desarrollo de las glandulas anales y no relacionada con la cresta
cefdlica. Estos resultados sugieren que la cresta podria tener un papel intrasexual
como caracteristica informativa de la osadia (sefial honesta) que no necesariamente

seria escogida por las hembras. También se discute que la seleccion correlacional
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podria ser responsable de la relacién entre osadia y tasa de crecimiento en esta
especie. La seleccidn sexual, ademds de haber dirigido la evolucién de los caracteres
sexuales secundarios, podria haber favorecido algunos trazos de personalidad (por

ejemplo la osadia) asociados con la adquisicion de mayores longitudes corporales.

APRENDIZAJE ESPACIAL BASADO EN MARCAS VISUALES EN EL BLENIO DE RiO Salaria
fluviatilis (ASSO, 1801). N. Fabre, E. Garcia-Galea y D. Vinyoles (2014). Learning and

Motivation (Submitted).

El uso y aprendizaje de marcas visuales parece muy influenciado por la demanda
ecoldgica y puede depender del habitat, sexo y presumiblemente del estatus de
dominancia en una especie. En blénidos, los sexos difieren en la extensién del home-
range y esto podria predisponerlos a utilizar mecanismos distintos para orientarse. El
principal objetivo de este estudio fue investigar si Salaria fluviatilis (un blenio de agua
dulce bentdnico y poliginico) es capaz de resolver un ejercicio de aprendizaje
utilizando marcas visuales directas. Se compard la realizacion entre sexos y se
considerd la posible relacion entre el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios
(CSSs) del macho y la habilidad espacial. En esta especie los CSSs consisten en una
cresta cefdlica y un par de glandulas anales. Los peces se sometieron a 10 exdmenes
(cada uno constituido por 11 tests consecutivos) en un aparato experimental, disefiado
expresamente, donde tenian que encontrar la salida correcta usando marcas visuales
directas. La proporcidon de machos que aprendieron el ejercicio (80%) fue mas grande
que el de hembras (30%). El desarrollo de la cresta cefélica del macho se asocié a una

mayor rapidez en resolver el ejercicio espacial. Estos resultados dan soporte a trabajos
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previos que afirman la importancia de la demanda ecoldgica a la hora de determinar
las habilidades espaciales de las especies. También aportan una perspectiva
comprensible que relaciona dominancia (a través del desarrollo de la cresta),

aprendizaje y seleccién sexual.
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DISCUSION GENERAL

Importancia de conservar los peces de agua dulce; acciones in situ y ex situ

La biodiversidad tiene un inestimable valor: consuntivo, productivo, ecolégico,
cientifico-educativo, cultural, estético y ético-moral (Lindenmayer & Burgman, 2005). A
parte de esto, cada vez esta cobrando mads fuerza la importancia de su valor evolutivo,
el cual, confiere potencial adaptativo a las especies y permite que sobrevivan a los
cambios ambientales (Carroll & Fox, 2008). La biodiversidad de los ecosistemas de
agua dulce, concretamente, destaca por su valor productivo (fuente de alimento),
genético (resultado de un largo proceso de evolucién) y ecoldgico (asimilacién de
residuos) (Pearce, 1998; Heal, 2000; Covich et al., 2004). Los peces que habitan en rios
y lagos juegan un papel importante como especies clave en la cadena tréfica (Willson
& Halupka, 1995), como indicadores de la calidad ecoldgica (IBI, indices de integridad
bidtica; Karr, 1981, 1987), y como agentes capaces de controlar la proliferacion de
insectos (Homski et al., 1994). Sin embargo, la sociedad todavia estad poco sensibilizada
en la importancia que tiene conservar estos animales y sus ecosistemas (Abell, 2002;
Dudgeon, 2003), amenazados por la creciente sobreexplotacidon, contaminacién,
degradacidon del habitat, modificaciones del régimen fluvial e introduccidén de especies
invasoras (Dudgeon et al., 2006; Geist 2011).

En el afio 1992, en la Cumbre de la Tierra de Rio de Janeiro, numerosos paises
firmaron el Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, déonde se reconocia el valor
presente y futuro de la biodiversidad, su reduccién a nivel mundial y la necesidad de

preservarla. Dichos paises se comprometian a desarrollar estrategias nacionales y
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planes de accion para conservar la biodiversidad, entre los que se distinguen acciones
de conservacién del tipo in situ y ex situ.

La conservacion in situ engloba acciones como: la seleccién, establecimiento y
gestion de dreas naturales protegidas, la proteccidn y rehabilitacidn de ecosistemas, la
promocion del desarrollo sostenible, la prevencion de factores de riesgo (p.e.,
introduccion de especies invasoras) y el desarrollo de leyes que contemplen la
proteccion de especies y poblaciones amenazadas. Otras acciones que también se
consideran conservacioén in situ son las translocaciones de individuos silvestres de una
zona a otra. Son importantes a la hora de evitar la extincién de las poblaciones
expuestas a un peligro en su area original, de vigorizar una poblacién residente con
nuevos individuos (sobre todo si es pequefia y tiene riesgo de endogamia) o de repartir
ejemplares que solo se encuentran en un area concreta a varios lugares para disminuir
sus probabilidades de extinguirse. En peces de agua dulce existen numerosos ejemplos
de programas in situ relacionados con la restauracion de los habitats que han obtenido
buenos resultados. En Inglaterra, por ejemplo, la restauracién del rio Clyde ha
permitido la recuperacién de las comunidades de peces y el retorno del salmén (Salmo
salar) tras 100 afios de ausencia (Maitland, 1987). De forma similar, en Suecia, el
aspirado del exceso de sedimento en el lago Trummen permitié recuperar la calidad
del agua y restablecer la comunidad de peces (Andersson et al., 1975). Algunos
ejemplos de translocacion de peces de una localidad a otra y consejos para llevar a
cabo dichas acciones se pueden encontrar en Poly (2003) y en George et al. (2009).
Aunqgue los programas de conservacién in situ ofrecen muchas ventajas, a veces
también tienen sus limitaciones (Lindenmayer & Franklin, 2002) y necesitan

complementarse con programas de conservacion ex situ.
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Los programas ex situ, implican la cria en cautividad y la criopreservacién de
embriones (Rall, 1993; Carolsfeld et al.,, 2003) que tienen como fin mantener
poblaciones viables para poder reintroducirlas bajo condiciones apropiadas. Su
aplicacion se recomienda sélo cuando la viabilidad de la especie a gestionar no es
posible en la naturaleza y se tienen elevados conocimientos de su biologia, ya que
estas técnicas tienen asociados numerosos problemas (Snyder et al.,, 1996). La
principal preocupacién se basa en que el entorno artificial (muy distinto al natural)
puede tener efectos nocivos sobre los animales; promoviendo la seleccién de
determinadas caracteristicas indeseables (Price, 1999; Frankham, 2008) o favoreciendo
qgue los ejemplares pierdan comportamientos importantes para la supervivencia en
libertad (Markowitz, 1982). En truchas, por ejemplo, se ha visto que el efecto de la
domesticacién reduce la capacidad reproductiva en un 40% por cada generacién
mantenida en cautividad cuando los peces son liberados en la naturaleza (Araki et al.,
2007). Muchos programas de reintroduccién sdlo mantienen una generacidon en
cautividad antes de reintroducir los animales para minimizar estos efectos nocivos
(Perrin, 1988). Sin embargo, en S. salar, incluso una generacién mantenida en estas
condiciones puede perjudicar la diversidad genotipica y reducir la resistencia a
enfermedades y la capacidad de nadar en aguas abiertas (Blanchet et al., 2008). Pese a
todo, en algunas circunstancias, la cria en cautividad y la reintroduccién han sido
positivas para algunas especies de peces (Rakes et al., 1999; Shute et al., 2005) y no
debe descartarse su potencialidad.

Los planes de recuperacion son instrumentos técnico-administrativos que sirven
de guia para definir aquellas acciones necesarias para restaurar una especie hasta que

pueda ser viable por si misma en el ecosistema e incluyen toda una serie de
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propuestas de acciones de conservacion in situ y ex situ (Carrillo, 1989). En Espafia los
primeros planes de recuperacion aparecen en la década de los ochenta y en la
actualidad sélo dos estan dedicados a especies de peces de agua dulce: el fartet
(Aphanius iberus) y el samaruc (Valencia hispanica). Uno de los factores esenciales
para el disefio de los programas tanto in situ como ex situ dirigidos a proteger especies
animales es tener en cuenta el sistema de reproduccion (Greene et al.,, 1998) y el
sistema de apareamiento (Garnier et al., 2001). En la conservacion de los peces es de
especial interés estudiar la competencia intrasexual, el sistema de eleccidén de pareja,
los sistemas de apareamiento (Rowe & Hutchings, 2003) y el comportamiento
reproductivo (Helfman, 1999; Sousa-Santos et al., 2014). Los resultados obtenidos en
la presente tesis pueden ayudar a comprender mejor ciertos aspectos del

comportamiento de S. fluviatilis que pueden tener aplicacidon en su conservacion.

Papel de las tacticas reproductivas alternativas (ARTs) en la conservacion de S.
fluviatilis

La primera investigacién de este trabajo sugiere, junto a otras observaciones de
campo realizadas para S. fluviatilis (Quirds & Vinyoles, unpublished data), que los
machos jévenes son capaces de suplir la funcidon de los machos parentales cuando
estos desaparecen de la poblacion (lo que en la naturaleza ocurre en periodos de
reproduccién marcados por sequias severas). Esto explicaria la supervivencia de las
poblaciones de S. fluviatilis en tramos de rios mediterraneos sometidos a condiciones
ambientales extremas, ya que la desaparicion de las cohortes de machos adultos en
este tipo de rios es un fendmeno frecuente (Vinyoles & Sostoa, 2007). Estos machos

grandes podrian tener una tasa de mortalidad mds elevada que los individuos
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pequefios debido a una reduccion de su resistencia inmunolégica por desgaste
reproductivo (Zuk & Stoehr, 2001; Hanssen et al., 2005), a una mayor sensibilidad al
estrés ambiental (Harvey & Stewart, 1991) o a una mayor sensibilidad a la escasez de
recursos tréficos (Goncalves & Almada, 1997).

Apenas se conoce como los impactos antropogénicos pueden afectar a las ARTs.
Para algunas especies de peces como S. salar, el blanquillo camello (Lopholatilus
chamaeleonticeps) y el pez sol (Lepomis sp.), se ha visto que desequilibrar las
frecuencias de dichas tacticas puede alterar negativamente a la dinamica de las
poblaciones (Vincent & Sadovy, 1998). En S. fluviatilis la presencia de machos jévenes
en la poblacion podria ser decisiva en términos reproductivos ya que, como hemos
visto, son capaces de substituir a los machos parentales cuando estos desaparecen y
dado que también tendrian su importancia cuando actuan como machos parasitos
(sneakers). La presencia de éstos reduce tanto la probabilidad de incompatibilidades
genéticas, que se pueden producir cuando sélo interviene un macho en la fecundacion
(Smith & Reichard, 2005), como la infertilidad debida a limitacién de esperma (ya que
aumentan la cantidad de esperma total en el ambiente) (Parker, 1998). Nétese el éxito
de la tactica parasita a la hora de conseguir fecundaciones, en blénidos marinos se ha
observado que la contribucién genética de los machos dominantes (burgueses) a la
descendencia del nido custodiado se acerca solo al 60% y que en casi un 83% de los
casos dichos nidos presentan fertilizaciones llevadas a cabo por otros machos
(Mackiewicz et al., 2005). Las ventajas de la participacion de los machos parasitos en la
fecundacion afectarian al comportamiento de las hembras, ya que en varias especies
de peces (entre ellos también algunos blénidos), se ha descrito que éstas prefieren

aparearse con machos parentales que tienen asociados machos parasitos (Fu et al.,
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2001; Oliveira et al., 2002; Watters, 2005). Por otra parte, la presencia de machos
parasitos también afecta al comportamiento de los propios machos parentales que
pueden reducir la intensidad de cortejo (Le Comber et al., 2003), el esfuerzo de
defensa (Rios-Cardenas & Webster, 2005) y las tareas de mantenimiento del nido
(Willmott & Foster, 1995) vy, por el contrario aumentar la tasa de canibalismo filial
(Manica, 2004). En especies de peces (labridos) como el tordo (Symphodus ocellatus) la
extrema incursién de machos parasitos puede provocar que los machos parentales
incluso rechacen el apareamiento con las hembras (Alonzo & Warner, 1999). Todos
estos ejemplos (que podemos encontrar en Reichard et al.,, 2007) ilustran las
complejas interacciones entre las ARTs y sus efectos en la dindmica de la reproduccién.

El cambio climatico también podria afectar a las ARTs. Algunos autores han
descrito que puede provocar cambios evolutivos en los comportamientos de cortejo
(Mgller, 2010), en la duracién del periodo de reproduccién (Mgller et al., 2010), en la
intensidad de la seleccion sexual (Mgller & Szép, 2005) y en el comportamiento
infanticida (Mgller, 2011). En zonas del planeta sometidas a estrés hidroldgico vy
aumento de temperatura (como es el caso de los rios en las zonas de climatologia
mediterranea), el cambio climatico podria afectar en profundidad la reproduccion de
los peces. El aumento de la temperatura podria conllevar un desequilibrio en la
proporcién de sexos (ya que en muchos peces la asignacion del sexo depende de la
temperatura) (Ospina-Alvarez & Piferrer, 2008), afectar el crecimiento y desarrollo, e
inhibir los comportamientos normales (McCullough, 1999; Materna, 2001). El aumento
de las sequias, entre otros, es probable que produzca cambios en la estructura de
edades (como ya se ha comentado anteriormente), afecte la competencia entre

conspecificos, incremente la fragmentacion de las poblaciones y conduzca a cuellos de
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botella (Matthews & Marsh-Matthews, 2003). Cabe citar que en la Peninsula Ibérica ya
se ha detectado una reduccién en los regimenes fluviales (Lorenzo-Lacruz et al., 2012),
exagerando las ya dificiles condiciones producidas por las sequias estivales naturales
de las zonas mediterraneas (Vicente-Serrano & Cuadrat-Prats, 2007).

Por otra parte, en peces, la adopcion de las ARTs podria verse alterada por la
presencia de moléculas complejas en el agua capaces de actuar como disruptores
endocrinos. En rios sometidos al efecto de la contaminacion (urbana e industrial) se
han identificado numerosos compuestos quimicos capaces de afectar el estado de
salud de los peces. A pesar de la depuracidn de las aguas residuales llevada a cabo por
las EDARs (Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales) muchos de estos compuestos
(p.e., los detergentes alquilfenoles -APEs- y el etinilestradiol o pildora anticonceptiva-
EE2-) son retornados a los rios en una forma aun mas activa que los compuestos de
entrada (Solé et al., 2000, 2003). Estos compuestos pueden actuar como disruptores
endocrinos. Los disruptores endocrinos son moléculas sintéticas andlogas a las
hormonas sexuales de fabricaciéon enddgena (p.e., los estrégenos, como el estradiol).
Existe una amplia bibliografia sobre su efecto en peces de agua dulce. En el espinoso
(Gasterosteus aculeatus), por ejemplo, se ha visto que la exposicidn a estas sustancias
reduce su respuesta agresiva hacia otros machos, lo cual puede tener consecuencias
negativas en el establecimiento de territorio y en el éxito reproductivo (Bell, 2001). En
el guppy (Poecilia reticulata) afecta la intensidad y velocidad de la exhibicidon sexual
(Bayley et al., 1999). En la gambusia (Gambusia affinis) produce la masculinizacién de
las hembras y, en los machos, una precocidad en el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios (CSSs) (Howell et al., 1980; Bortone et al., 1989). A menudo, las

alteraciones producidas por los disruptores endocrinos se asocian a la interferencia en
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la produccién de la 11-Ketotestosterona (11-KT), una hormona que en peces
determina la aparicién de ciertos comportamientos reproductivos del macho (como la
territorialidad, la construccion del nido o el cortejo) y el desarrollo de los CSS (Oliveira
et al., 1999a). Es lo que parece ocurrir en el pez cebra (Danio rerio), dénde la alteracién
de esta hormona disminuye el éxito reproductor de los machos dominantes (Coe et al.,
2008). En blénidos, las distintas ARTs se diferencian por tener distintos niveles de 11-
ketotestosterona (Oliveira et al., 2001) y esto las haria potencialmente sensibles a la
contaminacién por disruptores. A parte, deberia dilucidarse, en futuros estudios, el
efecto de la contaminaciéon quimica sobre la seleccion sexual y como ésta puede
modificar el papel de la sefializaciéon (tanto a nivel de la competencia intrasexual
masculina como a nivel de la seleccion intersexual). Se ha visto, por ejemplo, que los
machos de G. aculeatus de mala condicion fisica pueden beneficiarse de una
disminucion de la visibilidad en aguas contaminadas, dado que en estas circunstancias,
se reduce la competencia intrasexual y pueden incrementar la intensidad de cortejo, el
cual deja de ser un buen indicador de calidad para las hembras (Wong et al., 2007).

El conocimiento sobre el funcionamiento de las ARTs en S. fluviatilis también
podria ser aplicado a programas de conservacidn ex situ. En especies de peces con
ARTs, cuando las distintas tdacticas estdn presentes en la poblacidon, aumenta la
variabilidad genética de la descendencia (Watson, 1991; Rowe & Hutchings, 2003).
Esto es asi porque la poliandria (en la que multiples padres fecundan las puestas) se
asocia a una menor tasa de consanguinidad y a una mayor diversidad de genes
(Barbosa & Magurran, 2006). Asi, pues, dado que una de las principales
preocupaciones de la cria en cautividad es el mantenimiento de la diversidad genética

se recomendaria mantener la variedad de edades y de tamafios en los acuarios de cria
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para permitir la presencia de las ARTs. Sin embargo, se necesitarian realizar estudios
previos para conocer el sistema de apareamiento de S. fluviatilis. Se ha descrito que los
blénidos, en general, son poliginicos y promiscuos (Mackiewicz et al., 2005). Sin
embargo, en especies en las que el macho tiene cuidado parental de las puestas, suele
combinarse la monopolizacidn de recursos de la poliginia (desde el punto de vista del
macho) y la poliandria secuencial (es decir, la hembra se aparea con varios machos en
diferentes momentos del periodo de reproduccién). En los nidos de S. fluviatilis es
habitual encontrar puestas formadas por grupos de huevos en distintos estadios de
desarrollo, lo cual indica que la misma -o distintas hembras- han estado involucradas
en la ovoposicién con un macho dominante (Coté et al., 1999). Aunque publicaciones
previas sugieren que la especie presenta un sistema de apareamiento poliginico
(Lengkeek & Didderen, 2006), en el que un macho atrae a varias hembras para que
realicen una o mas puestas en su nido, hasta el momento, no se ha realizado ningun
estudio genético de paternidad de las puestas que avale si realmente esto es asi.

Futuros trabajos deberian profundizar en este aspecto.

Personalidad animal y aprendizaje en conservacion

Otro punto que hemos querido abordar en la presente tesis es la relacidén entre
personalidad, desarrollo (en CSSs) y crecimiento en S. fluviatilis. La variabilidad de la
personalidad estd estrechamente ligada a la variabilidad genética (Frankham et al.,
2002; King et al., 2012) y ésta, a su vez, como se viene comentando, es esencial para
permitir adaptarse a los cambios ambientales y reduce la probabilidad de extincién
(Frankham, 1995). El comportamiento éptimo depende del contexto (Dingemanse et

al., 2004; Dingemanse & Réale, 2005; Sinn et al., 2006). Puede ser distinto en funcién
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de la frecuencia de otras estrategias en la poblacion (como por ejemplo, la tactica
pardsita depende de la presencia de machos parentales) o bien de variables de estado
de los individuos, como la tasa de crecimiento, tamafio, habilidades y experiencia (Bell,
2007; Stamps, 2007; Biro & Stamps, 2008; Wolf & Weissing, 2010). Asi pues, cuanta
mas variabilidad en personalidades exista en una poblacidn mas probabilidades de que
algunos individuos tengan el comportamiento éptimo ante unas circunstancias
determinadas y puedan sobrevivir.

Todo ello nos lleva a pensar que los programas de conservacion in situ deberian
centrarse en estudiar cdmo los diferentes temperamentos de osadia-timidez
benefician a los peces en distintos escenarios y qué factores mantienen la variabilidad
de la personalidad. Estos factores todavia son bastante desconocidos pero se
empiezan a distinguir algunos como la depredacién (Dingemanse et al., 2007), la
competencia por los recursos (Dingemanse et al.,, 2004), el factor social (Cote et al.,
2008) y el grado de parasitacién (Barber & Dingemanse, 2010). Los impactos
antropogénicos en la naturaleza amenazan con cambiar las presiones selectivas que se
producen sobre las distintas personalidades y esto conllevaria a una reduccién en la
variabilidad de comportamientos (revision en Carere & Maestripieri, 2013). Por
ejemplo, ante la fragmentacion del habitat los individuos con personalidades asociadas
a menor dispersién podrian tener menos probabilidades de sobrevivir (Fraser et al.,
2001), la contaminacion podria afectar mas a los animales con personalidades timidas
ya que en general son mas sensibles al estrés y esto afecta a su sistema inmunoldgico
(Sapolsky, 1990) y los animales mas atrevidos podrian ser capturados con mas facilidad
(Biro & Post, 2008). Perder un rasgo de personalidad implicaria la pérdida de genes (y

caracteristicas) que en otro contexto podrian ser favorables.
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Por otra parte, los programas de conservacién ex situ son los que mas podrian
beneficiarse de los estudios sobre personalidad animal. En cautividad se pueden
generar nuevas presiones selectivas o bien se puede relajar la seleccidén natural, lo cual
puede favorecer la rapida evolucion de caracteristicas fisicas y de comportamiento
diferentes a las de las poblaciones silvestres (Carlstead, 1996; Woodworth et al., 2002).
Por ejemplo, en S. salar criados en cautividad se ha observado la aparicion de una
agresividad exagerada frente a conspecificos y frente a otros peces (Blanchet et al.,
2008). En el godeido Skiffia multipunctata se ha descrito que los ejemplares criados en
cautividad presentan mayor tiempo de cortejo, agresividad y curiosidad frente a un
depredador que los que se mantienen en condiciones seminaturales (Kelley et al.,
2005). Las reintroducciones pueden beneficiarse mucho del estudio de la personalidad
animal; algunos estudios han mostrado que conocer la personalidad de los animales
antes de reintroducirlos ayuda a prever su éxito de supervivencia (Heezik et al., 1999;
Munkwitz et al., 2005), otros sugieren que cada fase de la reintroduccion podria tener
en cuenta el temperamento (liberar primero a los individuos osados y luego a los
timidos) (McDougall et al., 2006) y por ultimo, los hay que muestran que reintroducir
individuos con variabilidad de personalidades puede ayudar a la especie a adaptarse a
un habitat heterogéneo (Hojesjo et al., 2002). Pese a estos hallazgos, todavia queda
mucho por hacer en este campo y es preciso disponer de mucha mas informacion para
tomar decisiones correctas.

Los resultados vistos en esta tesis sugieren que los machos mas atrevidos
desarrollan mas la cresta y crecen mas que los cobardes, lo cual favoreceria que se
volviesen dominantes. Este conocimiento podria tener aplicaciones en el

mantenimiento de los peces en cautividad; si la osadia nos da pistas de qué peces
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pueden ser mas dominantes y agresivos (p.e., Tulley & Huntingford, 1988), esto puede
ser Util a la hora de confinar ciertos individuos en espacios pequenos o de evitar
acumular muchos peces agresivos juntos. El estrés y las heridas fisicas ocasionados por
las agresiones propias de las condiciones de confinamiento son negativos para los
peces (Ashley, 2007). También permitiria hacer una prevision sobre el nimero de
machos dominantes que se podrian presentar dadas unas condiciones de estabulacién
determinadas (p.e., con nidos y hembras disponibles).

Estudiar la habilidad espacial también nos puede ayudar a entender cédmo
sobreviven los peces en los ambientes naturales (Dodson, 1988). Uno de los ejemplos
mas sorprendentes de este hecho lo tenemos en el gébido Bathygobius soporator que,
para escapar de los depredadores durante la marea baja, es capaz de saltar
exactamente en el charco contiguo si previamente ha tenido la oportunidad de
explorar la zona durante la marea alta (Aronson, 1971). La presente tesis supone una
primera aproximacion al uso de marcas visuales por parte de S. fluviatilis, una especie
bentdnica clasificada por Balon (1975) como un pez espeledfilo (que nidifica en
cavidades u oquedades naturales). El uso, como nido, de una piedra de determinadas
caracteristicas y tamafio (ver Freeman et al., 1990), posiblemente vaya ligado a la
capacidad de adquirir un buen conocimiento topografico del territorio, como ya fue
sugerido por Wickler (1957a). Por otra parte, las hembras de S. fluviatilis, como ha sido
descrito para otras especies de blénidos (Kraak, 1996; Fagundes et al., 2007), es muy
probable que visiten varios nidos antes de aparearse con un macho (lo que también
conllevaria una cierta habilidad de orientacién en el espacio). Partiendo de los
resultados obtenidos, los machos de S.fluviatilis tienden a utilizar mas las marcas

visuales que las hembras. La relacidn positiva entre el desarrollo de la cresta cefalica
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del macho vy la rapidez de aprendizaje espacial conecta, ademas, con los resultados
obtenidos en el trabajo sobre personalidad del macho. Al parecer un mayor grado de
osadia, una mayor capacidad de aprendizaje y una mayor dominancia (ésta expresada
como el grado de desarrollo de la cresta) serian caracteristicas que podrian ir unidas en
esta especie. Esto supone una sintesis interesante, ya que hasta el momento sélo se
habian hecho relaciones dos a dos de estos rasgos de comportamiento: aprendizaje
con dominancia (Zhuikov, 1993), osadia con dominancia (Sundstrom et al., 2004) y
aprendizaje con osadia (Dugatkin & Alfieri, 2003). Asi pues, en S. fluviatilis, el grado de
desarrollo de la cresta cefdlica se presentaria como una sefial idénea (caracteristica
fisica informativa) del perfil de comportamiento del macho y que, posiblemente,
tendria gran importancia en la seleccion intrasexual. Este resultado también se
relaciona con la primera investigacién (efecto del factor social y de la densidad de
nidos sobre el desarrollo CSSs). En los acuarios déonde sélo habia machos medianos y
dénde tuvieron mayor competencia intrasexual (factor nido limitante) se observd un
gran desarrollo de la cresta cefdlica. Es probable que los machos que consiguieron
monopolizar el recurso fuesen los mas valientes, los mds dominantes (con mayor
cresta) y los mas habiles en reconocer marcas visuales. Todas estas aptitudes les serian
adecuadas para escoger, defender y mantener el nido.

En los programas ex situ se deberia tener en cuenta que la capacidad de
aprender puede ser utilizada para facilitar las reintroducciones. Si S. fluviatilis es capaz
de aprender, podrian serle aplicadas ciertas condiciones y dindmicas de confinamiento
para mantener el comportamiento lo mas parecido al de los peces silvestres. Aplicar
técnicas de enriquecimiento puede incrementar las probabilidades de sobrevivir en los

peces reintroducidos (Sheenaja, 2011). En mamiferos y en pajaros se ha visto que los
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ambientes complejos estimulan el desarrollo cognitivo y la flexibilidad de
comportamiento (p.e., Rabin, 2003). Ello explica porqué los zooldgicos cada vez estén
apostando mas por ofrecer diferentes tipos de enriquecimiento a sus animales
(Shepherdson, 2001). Recientemente, también se estd viendo que el enriquecimiento
espacial del lugar de cria favorece la adaptabilidad del comportamiento de los peces
(Salvanes et al., 2007), estimula la exploracién de zonas nuevas, la interaccién con
presa viva, la sofisticacidn de las interacciones sociales y la recuperacién mas rdpida
tras el ataque simulado de un depredador (Braithwaite & Salvanes, 2005). A parte, la
inclusion de ciertas dinamicas también puede ayudar a los peces a estar mas

preparados a la vida en la naturaleza (Brown & Laland, 2001).

Cria en cautividad de S. fluviatilis

Un ultimo aspecto abarcado por la tesis ha sido la cria en cautividad. Este tipo de
actividad necesita un profundo conocimiento del comportamiento asociado a las
interacciones entre machos y hembras para que puedan darse apareamientos
exitosos. Sin embargo, en especies con cuidado parental, esta necesidad se extiende a
entender también las interacciones entre el progenitor cuidador y los huevos.
Originalmente, el cuidado parental de los huevos aparece en especies territoriales que
forman parejas durante la reproduccién (Ah-king et al., 2005) y evoluciond por la
necesidad de hacer sobrevivir la descendencia en condiciones dificiles (Clutton-Brock,
1991). Aproximadamente 90 de las 420 familias de teledsteos que existen incluyen
especies que defienden o manipulan sus huevos o juveniles a modo de cuidado
parental (Helfman et al., 1997), siendo la mayoria de agua dulce y con mas prevalencia

de machos cuidadores que de hembras (Blumer, 1982). Inicialmente los beneficios del

152



Discusion general

cuidado parental a la descendencia debian ser minimos y seguramente se limitaban a
proteger los huevos frente a la depredacién (Klug et al., 2005). Este tipo de cuidado
parental estda ampliamente extendido en peces y lo podemos ver en especies como el
cavilat (Cottus gobio) (Marconato & Bisazza, 1988) y en Etheostoma crossopterum
(Knouft & Page, 2004). En otras especies el cuidado parental ha evolucionado en
complejidad y ha ido incluyendo otros comportamientos que incrementaban la
supervivencia de los huevos, como por ejemplo, la ventilacion y construccidén de nidos
bien oxigenados (Zoran & Ward, 1983; Ostlund & Ahnesjo, 1998; Hale et al., 2003), o
bien, los que se podrian considerar los mds especializados consistentes en controlar la
aparicion de enfermedades, ya por extraccién directa de los huevos infectados (Payne
et al.,, 2004) o mediante la secrecién de sustancias protectoras (Little et al., 2008;
Pizzolon et al.,, 2010). Se ha visto que, mientras que en condiciones desfavorables
incrementa el cuidado parental (Jones & Reynolds, 1999) en condiciones favorables
éste decrece considerablemente (St Mary et al.,, 2001). Esta circunstancia motivé a
nuestro equipo a plantearse si en condiciones controladas de laboratorio era posible
sustituir los beneficios del cuidado parental, o por el contrario, no era posible dada la
existencia de algin mecanismo todavia desconocido que supusiera un efecto
beneficioso de la presencia de los padres.

La cria en cautividad de S. fluviatilis en la Peninsula Ibérica se ha realizado en
condiciones semiintensivas (en balsas), obteniéndose buenos resultados en La
Alfranca, Caspe y Matarrafia (Proyecto LIFEO4 NAT/ES/000033; Conservacion de
Margaritifera auricularia en Aragén). La cria en laboratorio (cria intensiva) ha
resultado mas dificil y fue llevada a cabo por el Departamento de Biologia Animal de la

Facultad de Biologia gracias a un convenio entre de la Universidad de Barcelona y el
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Gobierno de Aragdn dentro del mismo proyecto. No es hasta la publicacion de Gil et al.
(2010) que se establece una metodologia sélida para su obtencion en laboratorio (a
pesar de que la mortalidad de larvas seguia siendo muy elevada). Nuestros hallazgos
no aportan directamente un mayor numero de embriones pero desvelan que la
presencia del macho podria ser esencial para su correcto desarrollo y que tal vez,
podria intervenir en la asignacién del sexo de la descendencia. En algunos peces los
factores ambientales juegan un papel importante en la determinacién sexual de los
embriones (Devlin & Nagahama, 2002), pero en blénidos, poco se sabe acerca de estos
mecanismos y mas estudios deberian profundizar esta cuestién. De momento, seria
aconsejable mantener ambos progenitores con sus puestas en los programas ex situ,
por lo menos hasta que no se pueda demostrar que el papel primordial sobre las
puestas lo ejerce el macho. Otras recomendaciones que se podrian extraer de la
experiencia adquirida son: 1) la necesidad de mantener al macho con varias hembras
simulando las condiciones naturales (Neat et al., 2003), ya que su ausencia incrementa
el canibalismo (Kvanermo et al., 1998) y es lo que parece haberse producido en
nuestro caso, 2) Se podrian separar a los embriones en los ultimos dias de desarrollo y
a partir de entonces tenerlos en un acuario aparte para evitar pérdidas por
canibalismo filial o de larvas recién nacidas, 3) Seria interesante averiguar si la
presencia de los padres puede realmente influir en la determinacion del sexo. Esto
podria incluso ser planteado como alternativa para obtener mas individuos del sexo
que interese en una situacion determinada, 4) Estudiar la viabilidad de las larvas
mantenidas sin los progenitores y 5) Dado a que la mayor parte de la variabilidad

obtenida entre embriones se debid a la pareja progenitora, es preciso estudiar mejor
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los efectos maternos y paternos para obtener larvas de buena calidad y mas aptas para

la supervivencia en los ambientes naturales.

Como hemos intentado justificar a lo largo de toda la tesis, el estudio del
comportamiento puede ser una pieza clave para entender y gestionar mejor las
poblaciones de S.fluviatilis (tanto en las acciones in situ como ex situ). Entender mejor
la flexibilidad de las ARTs, las diferencias en personalidad entre individuos, la
capacidad de aprendizaje en un entorno complejo y los efectos del cuidado parental
permiten predecir la capacidad de adaptacién al medio y la posible respuesta frente a
los cambios extremos que estan sufriendo los ecosistemas naturales en las ultimas
décadas. Los hallazgos aqui descritos permiten trazar algunas directrices utiles, pero se
requieren estudios de campo que completen las observaciones y una visidn integrada
gue considere otros aspectos como la genética, fisiologia y ecologia para una gestién

coherente y responsable.
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CONCLUSIONES

1) El macho del blenio de rio (Salaria fluviatilis) muestra ser fenotipicamente plastico

2)

3)

en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (CCSs) y en la consiguiente
adopcién del estatus dominante (de macho parental) dependiendo de factores
ambientales como:

a) El contexto social intrasexual: la ausencia de machos dominantes (de mayor
longitud) promueve tanto desarrollo de los CCSs como el inicio del
comportamiento parental. Por lo contrario, la presencia de dichos machos
dominantes inhibe la expresién de los CCSs y del comportamiento parental
en machos mas pequefios.

b) La abundancia de nidos: la escasez de nidos propicia el desarrollo de la
cresta cefdlica en machos que adoptan por primera vez la tactica parental.

La plasticidad del macho del blenio de rio en el desarrollo de los CCSs y en la
adopcidn del estatus parental se ve mas favorecida por factores ambientales de tipo
social, antes que por la abundancia de nidos.

Los machos mds grandes (que provenian del campo con CSSs mds o menos
desarrollados) desarrollan de forma similar los CSSs y conservan el comportamiento
dominante independientemente de los factores ambientales a los que se
encuentran sometidos en los experimentos (es decir, del contexto social y de la

abundancia de nidos).
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

Los embriones de blenio de rio elevados en presencia de los padres tienen una
secuencia de desarrollo embrionario idéntica a la de embriones mantenidos en
ausencia de los padres. Dicha secuencia coincide con la descrita por Gil et al. (2010).
El volumen del saco vitelino en embriones elevados en presencia de los padres es
mayor que el de embriones mantenidos en ausencia de ellos. Por lo contrario, los
embriones mantenidos en ausencia de padres presentan una mayor altura de la
cabeza y mayor longitud de la mandibula.

La mayor parte de la variabilidad en el desarrollo de los embriones viene explicada
por el hecho de pertenecer a puestas distintas (parejas distintas) y muy poca se
atribuye a la mera presencia o ausencia de los padres.

Un menor tiempo en emerger el hocico fuera de la caja de boldness se relaciona con
un mayor desarrollo de la cresta cefélica. Por su parte, la hesitancy de los peces
(tiempo que tardan en salir completamente de la caja de boldness) se relaciona
negativamente con la longitud total y positivamente con la interaccion entre la
longitud total y la cresta. Ello significa que los peces con menor tiempo de hesitancy
crecen mas y que el efecto de la longitud corporal sobre la hesitancy viene mitigada
por el tamafo de la cresta.

Los machos que consiguen puestas (parentales) son mas grandes en longitud vy
presentan cierta tendencia a tener un mayor desarrollo glandular que los machos
gue no consiguen puestas. El tamafio de la cresta no influye sobre la adquisicion o
no del estatus parental.

La mitad de los peces que realizaron el experimento de aprendizaje espacial basado
en marcas visuales llegaron al nivel de adquisicién. Una proporcion

significativamente mayor de machos aprende antes el ejercicio que las hembras.
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10) No se encuentran diferencias significativas en el tiempo medio de realizacién de los
examenes entre sexos ni entre peces que aprenden y no aprenden.
11) Un mayor desarrollo de la cresta cefélica del macho se asocia a menor nimero de

examenes para llegar al criterio de adquisicion.
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APENDICE 1: ACUARIOS EXPERIMENTALES

En las investigaciones de la presente tesis el disefio experimental de los acuarios juega un

papel muy importante. En esta seccién se ilustran los acuarios con el fin de hacer mas

comprensible al lector las condiciones de mantenimiento asi como los distintos escenarios a

los que se sometieron los peces.

Investigacion  “Plasticidad en los
caracteres sexuales secundarios en el
macho del blenio de rio (Salaria
fluviatilis)” (Capitulo 1, Seccién 1). En la
imagen se puede ver uno de los acuarios
del experimento  “male-male  size
interaction”.

Investigacion “Plasticidad en los
caracteres sexuales secundarios en el
macho del blenio de rio (Salaria
fluviatilis)” (Capitulo 1, Seccién 1). En
los esquemas se ilustra la disposicion
de los acuarios: a) male-male size

interaction, b) nonlimiting nests, c) nest shortage condition. Los circulos naranja numerados indican las

piedras nido. La linea de circulos violeta indica las plantas artificiales. Las flechas indican la orientacion

de los agujeros de entrada a los nidos. El rectangulo azul representa el filtro.
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Investigacion “La presencia de los padres afecta al desarrollo de los embriones en Salaria fluviatilis (Asso
1801), un pez con cuidado parental” (Capitulo 1, Seccién 2). En la primera imagen se ve una de las baterias
de acuarios de 30 litros utilizados. En la segunda imagen se ve el detalle de uno de estos acuarios asignado a
la condicidn “con-padres”, en la que habia presente la pareja progenitora.

Investigacion “La osadia se relaciona con el desarrollo de la cresta cefalica en el macho del blenio de rio
Salaria fluviatilis (Asso, 1801)” (Capitulo 2, Seccion 1). La primera fotografia pertence al acuario donde se
llevaron a cabo los test de boldness. En la segunda imagen se pueden ver los acuarios donde se mantuvieron
los peces del experimento, haciendo seguimiento de su reproduccion.
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Lo

Investigacion “Aprendizaje espacial basado en marcas visuales en el blenio de rio Salaria fluviatilis
(Asso, 1801)” (Capitulo 2, Seccidn 2). Acuario experimental en el cual se hicieron los examenes para
testar la capacidad de los peces en utilizar y aprender marcas visuales.
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APENDICE 2: NIDOS NATURALES Y ARTIFICIALES

En los experimentos se utilizaron dos tipos de nidos. El primer tipo consistié en una estructura a
base de piedras (nido natural). Este nido fue utilizado en la investigacién “Plasticidad en los
caracteres sexuales secundarios en el macho del blenio de rio (Salaria fluviatilis)” (Capitulo 1,
Seccidn 1), ya que se pretendia simular de la forma mas fiel posible las condiciones ambientales
naturales. Un segundo tipo de nido (nido artificial), utilizado en las tres otras investigaciones, fue
una estructura artificial consistente en una caja de plastico (12x13cm base y 7cm alto), abierta en
su parte delantera, en cuyo interior habia unas laminas de plastico negro que se podian extraer e
intercambiar con facilidad. Este disefio permitia fotografiar y manipular las puestas segin las
necesidades de cada una de estas investigaciones.

Nido natural: Este tipo de nido estaba
constituido por un guijarro aplanado apoyado en
tres piedras alargadas que evitaban que se
hundiese y que permitia que los peces se
escondiesen debajo.

Nido artificial: Como se puede apreciar en las imagenes la estructura del nido permitia: el retirado del techo y

el retirado de las laminas laterales.
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APENDICE 3: IDENTIFICACION DE LOS INDIVIDUOS

La identificacion de los peces se hizo mediante dos sistemas: 1) Identificacion mediante
caracteristicas fisicas de los ejemplares y 2) Marcaje mediante elastomero fluorescente.

Identificacion mediante caracteristicas fisicas de los machos. En estas secuencias se pueden ver que a
lo largo de tres meses consecutivos hay caracteristicas que permiten reconocer a los machos. El macho
a) presentaba una cresta acabada en dos puntas facilmente reconocible. La secuencia b) muestra el
patrén de pigmentacion final de la cresta en otro macho en el que podemos distinguir la constancia de
la disposicion de ciertos puntos.

Marcaje mediante elastomero fluorescente (Visible Implant Elastomer, VIE tag). Consiste en un
material constituido por dos derivados de la silicona que se mezclan inmediatamente antes de su uso
creado por la empresa Northwest Marine Technology (NMT). Se inyecta en forma liquida (mediante una
jeringa) pero luego solidifica en un sélido flexible y biocompatible. Las marcas se hacen bajo tejidos
transparentes o translucidos y se pueden ver externamente. Este tipo de marcaje se usa
frecuentemente en peces, crustaceos, reptiles y anfibios y es especialmente recomendado para
animales de pequefio tamafio. Nosotros utilizamos el color rojo fluorescente. En la fotografia se puede
ver la marca (sefialada con una flecha) bajo la aleta dorsal.
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Comportamiento reproductor en el blenio de rio
(Salaria fluviatilis ). aspectos relacionados con la
estrategia reproductiva del macho

1. Plasticidad en los caracteres sexuales secundarios en el
macho del blenio de rio (Sél]éll‘fd ﬂLIVJ'dtJYjS)

2. Lla presencia de los padres afecta al desarrollo de los
embriones en Salaria fluviatilis (Asso 1801), un pez con
cuidado parental

3. La osadia se relaciona con el desarrollo de la cresta
cefalica en el macho del blenio de rio Szlaria fluviatilis
(Asso, 1801 )

4. Aprendizaje espacial basado en marcas visuales en el
blenio de rio Salaria fluviatilis (Asso, 1801)






