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RESUM

L'estudi de la personalitat en animals presenta un creixent interés en I'dltima década. La determinacio
de la personalitat es realitza mitjancant el concepte de repetibilitat i, en el cas dels peixos, quan es
parla de personalitat s’atribueixen dos trets clarament marcats: els subjectes proactius que son aquells
que creen noves rutes i es troben en constant estat exploratori de I'entorn; i els peixos reactius que son
més passius i no afronten episodis d'exploracio i lluita.

Entre els patrons que defineixen la personalitat cal destacar el cronotip i, per aixo, es va intentar definir
diferents cronotips a 36 exemplars (3 = 22) de Xyrichtys novacula en medi natural, una espécie d'alt
valor comercial. Es va determinar 1’Onset, Offset i Centre de Gravetat, aixi com els principals
parametres circadians a partir de I'activitat motora enregistrada en aquesta especie a la reserva maritima
de la Badia de Palma (Mallorca), durant el periode prereproductor (maig) i reproductor (juliol). Del
total d'exemplars, en els dos periodes inclosos en aquest treball un 19% va presentar un avang de
l'activitat (= 25,7 minuts) respecte a la mitjana, mentre que un 22% dels exemplars va presentar un
retard (= 87,98 minuts) en el seu inici d'activitat. El periode reproductiu va presentar diferéncies
significatives respecte a I'Onset, Offset i Centre de Gravetat (p <0,001) pel que fa a el periode
prereproductiu, mostrant un retard de l'activitat. Envers a les variables circadiaries, les femelles van
presentar majors valors de mesor i amplitud en comparacio6 als macles (p <0,001) tant en el periode
prereproductor com en el reproductor.

Amb aquests resultats és possible diferenciar per primera vegada diferents cronotipos a peixos en medi
natural, amb les repercussions que aix0 pot tenir no només en I'estudi de la seva fisiologia sind també
en I'ambit d'explotaci6 de recursos pesquers.

ABSTRACT

The study of personality in animals has shown a growing interest in the last decade. The determination
of personality is carried out through the concept of repeatability and, in the case of fish, when talking
about personality, two clearly marked traits are attributed: proactive subjects who are those who create
new routes and are in a constant state of exploration of the environment; and reactive fish that are more
passive and do not face exploration and fighting episodes.

Among the patterns that define the personality, the chronotype should be highlighted and, therefore,
an attempt was made to define different chronotypes in 36 specimens (& = 22) of Xyrichthys novacula
in the wild, a species of high commercial value. The Onset, Offset and Center of Gravity were
determined, as well as the main circadian parameters from the motor activity recorded in this species
in the maritime reserve of the Bay of Palma (Mallorca), during the pre-reproductive period (May) and
reproductive period ( July). Of the total number of specimens, in the two periods studied, 19%
presented an advance in activity (= 25,7 minuts) with respect to the average, while 22% of the
specimens presented a delay retard (= 87,98 minuts) at the onset of activity. The reproductive period
showed significant differences in terms of Onset, Offset and Center of Gravity (p <0.001) respect to
the pre-reproductive period, showing a delay in activity. Regarding the circadian variables, females
presented higher values of mesor and amplitude with respect to males (p <0.001) both in the pre-
reproductive period and in the reproductive period.

With these results it is possible to differentiate for the first time different chronotypes in fish in a
natural environment, with the repercussions that this may have not only in the study of their physiology
but also in the field of exploitation of fishing resources.
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1. INTRODUCCIO

1.1 Ritmes biologics

La cronobiologia ¢és la disciplina encarregada de 1’estudi dels ritmes biologics dels éssers
vius, aixi com les seves alteracions i els mecanismes reguladors. Es una ciéncia
multidisciplinar que inclou ’estudi dels aspectes biologics de la ritmicitat, aixi com la
descripci6 i quantificacid dels ritmes [Moore-Ede et al., 1982].

Els ritmes biologics son els encarregats de sincronitzar de manera ciclica i regular els
parametres fisiologics a partir dels sincronitzadors externs amb les oscil-lacions propies del
medi natural, i sGn una propietat intrinseca dels organismes vius [Madrid & Rol de Lama,
2015].

En funcio de la seva freqliencia els ritmes biologics es poden classificar en diferents grups:
els circadiaris, que duren entre 20 i 28 hores i son els més freqlients en la natura, essent un
exemple d'aquests els cicles son-vigilia. També trobem els ritmes infradiaris, amb periodes
superiors a les 28 hores com n’és el cas del periode de la menstruacio i, finalment, trobem
els ritmes ultradiaris amb periodes inferiors a les 20 hores com és ’ECG, les fases de son
en una nit... [Halberg, 1969].

Els ritmes circadians son adaptatius, permetent que els organismes siguin capagos
d'adaptar-se als canvis del medi que els envolta, sincronitzant les respostes fisiologiques en
periodes de aproximadament 24 hores. A meés, també permeten als organismes anticipar-se
a fenomens predictibles del seu entorn, augmentant aixi la probabilitat de supervivencia i
evitar la depredacio [Giannetto et al., 2012].

1.2 Sistema circadiari

El sistema circadiari fa referéncia al conjunt d’estructures encarregades de 1’organitzaciod
temporal dels processos fisiologics i conductuals dels organismes dins un periode de 24
hores. Aix0 permet 1’anticipacié a canvis previsibles i periodics de ’ambient i I’ajust de
I’activitat al periode optim del dia [Rietveld, 1992].

Aquest sistema circadiari esta format per 3 components; el nucli supraquiasmatic (que es
comporta com el principal oscil-lador) i un conjunt de vies aferents i eferents; les primeres
de les quals son les responsables de fer arribar la informacié del medi al nucli
supraquiasmatic, mentre que les segones son aquelles vies de sortida de la informacio cap
als organs efectors i permeten 1’expressio dels ritmes fisiologics i comportamentals
[Golombek & Yannielli, 2006] (Figura 1).
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Figura 1: Representacid dels tres components que formen el sistema circadiari [Font: Akaérir, M., no
publicat].

El nucli supraquiasmatic (NSQ) esta ubicat a I'hipotalem dels vertebrats, per sobre del quiasma
optic, i és l'oscil-lador central mes conegut, rellotge endogen capa¢ d'induir i sincronitzar
respostes fisiologiques internes sense necessitat de cap element extern, com és el cas dels
ritmes de secrecié hormonals, de temperatura, etc... produint aixi aquests ritmes circadiaris
[Slat et al., 2013]. També aquesta sincronitzacié és essencial per mantenir patrons de son i
vigilia saludables, ja que les interrupcions poden conduir a l'aparicié de diferents problemes de
son tant en humans com en altres animals [Montaruli et al., 2021; Toth & Bhargava., 2013 ].

En abséncia de components externs, els ritmes biologics s’ajusten a un periode aproximat a 24
hores marcat pel rellotge central, produint aixi el que es coneix com ritmes de curs lliure. Els
ritmes de curs lliure son aquells en qué, en abséncia de sincronitzadors, continuen oscil-lant
seguint un ritme endogen (tau), amb un retras o avancament de 1’aparici6 del cicle (de fase).
En aquest cas hi ha una serie de factors tant abiotics (Ilum, temperatura, humitat, cicles
geofisics...) com biotics (disponibilitat d’aliments, interaccions socials...) que son percebuts
pel sistema sensorial de I’organisme 1 permeten la sincronitzaci6 del rellotge intern amb els
cicles ambientals [Helm et al., 2017] (Figura 2). El més important dels factors mencionats
anteriorment és la presencia de llum, que ajusta el ritme biologic amb el cicle llum-foscor del
medi natural.
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El senyal luminic és captat per les cel-lules ganglionars de la retina les quals tenen melanopsina,
un fotopigment que absorbeix la [lum i presenta un maxim d’absorcié en la llum blava (A= 446-
477 nm). Un cop aquest senyal ha estat captat, es transforma en un senyal nerviés que
posteriorment sera enviat pel tracte retinohipotalamic cap al nucli supraquiasmatic, i d'aqui als
organs efectors regulant patrons comportamentals i fisiologics. ElI nucli supraquiasmatic
connecta a través d’una via multisinaptica amb la glandula pineal, una estructura endocrina
encarregada de la secrecio de melatonina mitjangant estimulacié noradrenérgica.

D’altra banda, el fet que el NSQ rebi informacié de la retina provoca la inhibicié de la sintesi
de melatonina produida a la glandula pineal. De manera que durant la nit es produeix el pic de
secrecio de melatonina i és alliberada al torrent sanguini coincidint amb les hores de foscor
nocturna. S'ha demostrat en diversos estudis que les alteracions en la sincronitzacio dels ritmes
repercuteixen en la salut [Hastings et al., 2003].

1.3 Sistema circadiari en peixos

Al llarg de I’evolucio els peixos han desenvolupat rellotges biologics que es sincronitzen amb
els canvis ciclics que ocorren al medi natural com a consequéncia de I'alternanca dia-nit, cicles
de marea, estacions, sortida i posta de sol; i s’adapten a aquests mitjangant comportaments
periodics i anticipant-se a condicions remotes en el medi [Helm et al., 2017] (Figura 3).
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Figura 3: El sistema circadia dels peixos. Els quadres marcats en blau indiquen el sistema circadiari del
ritme repos - activitat, en verd els ritmes metabalics, i en lila trobem la interaccié entre aquests. Les linies
continues indiquen les connexions que actualment se sap que existeixen en els peixos, mentre que les
linies discontinues il-lustren connexions hipotétiques que encara no s’han informat. ENC, altres nuclis
encefalics; HT, hipotalem; PIT, glandula pituitaria [Font: Isorna et al., 2017].



Els marcapassos interns juguen un paper important en el control dels ritmes biologics,
permetent als peixos mesurar el pas del temps, integrant la informacié ambiental rebuda a
través de I'organ pineal i transduida per la hormona melatonina, i aixi optimitzar les seves
funcions fisiologiques com l'alimentacio i la reproduccié [Zhdanova & Reebs, 2006]. En els
peixos, I’0rgan pineal és el component principal en el sistema circadiari [Saha et al., 2019]. No
obstant, no s’ha identificat el rellotge central encara que s’ha observat que els oscil-ladors
ubicats en els teixits periférics es troben desfasats respecte als centrals, deixant clar que hi ha
una certa independencia entre els diferents oscil-ladors [Isorna et al., 2017]. De fet, en els
peixos el sistema foto-neuroendocri esta organitzat com una xarxa d'unitats, d’oscil-ladors
sensibles a la llum, independents i interconnectats a la retina, I’0rgan pineal i, possiblement, al
cervell [Falcon et al., 2010] (Figura 4-A).

La llum actua sobre les cel-lules fotoreceptores de 1’0rgan pineal i de la retina, permetent aixi
la sincronitzacio dels rellotges moleculars interns i regulant el ritme de secrecié de melatonina.
La llum també pot afectar a altres estructures fotosensibles i circadianes del diencefal i d'organs
periferics, en el qual trobem les cel-lules fotoreceptores que contenen pigments fotosensibles
que sbn els encarregats de captar aquesta informacié luminica. En resposta a la informacid
fotoperiodica, la retina i I'0rgan pineal elaboren dos tipus d’informacié ritmica que arriba al
diencéfal a través del tracte retinohipotalamic i pineal donant informacio del cicle llum-foscor.

La melatonina és un mediador quimic en la interaccio entre la informacié luminica ambiental
i la sincronitzacio dels ritmes interns, i la seva sintesi reflecteix tant la durada del dia com
I’estacio de I’any [Falcon et al., 2010]. El cicle ambiental regula la seva sintesis, essent maxima
durant la nit [Saha et al., 2019]. La seva expressio esta regulada pels gens AANAT (encarregats
de la sintesi del darrer enzim de la via de la melatonina) dels quals es troben tres isoformes en
els peixos: a I’drgan pineal, a la retina i a altres teixits [Falcon et al., 2011; Li et al., 2016]
(Figura 4-B).
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Figura 4: Control fotoperiodic i circadia de les funcions neuroendocrines. (a) Sistema foto-neuroendocri
en peixos, (b) Regulacié foto-neuroendocrina en peixos. Les linies continues indiquen connexions
actualment conegudes, mentre que les discontinues i els interrogants mostren connexions hipotétiques
[Font: Falcon et al., 2010].



Els teixits dels peixos son sensibles a la llum, de manera que no requereixen una estructura
fotosensible centralitzada per activar i desencadenar la transcripcié induida per la [lum. Aixo
és gracies a la preséncia d’opsines periferiques (Figura 5). El senyal luminic inicia la
transcripcio dels gens PER2 i CRY1a, que a partir de 1’expressio dels ARN pertinents, els
nivells de proteina oscilen durant un periode de 24 hores donant lloc a la ritmicitat caracteristica
de les corresponents proteines [Frgland & Whitmore, 2019].

* Celleycle
8
. °
b ® +  Metabolism b

Peripheral Circadian clock
Cell Culture P

Op:
-primary or stable

cell lines [Coni7a fTMT30) OPNAm1 |

-
Immune system

B ]

b 1
’ Cells directly entrainment

= ’ by light

% *  Mitochondrial genes ‘

Tissue Culture
-any zebrafish organ

+
»  DNA repair 1.
S
Directly light
sensitive genes *  Stress responses @

Figura 5: Els teixits del peix son ritmics i directament sensibles a la llum [Font: Frgland & Whitmore,
2019].

1.4 Personalitat

La personalitat es defineix amb una série de trets comportamentals que caracteritzen a un
individu 1 es repeteixen al llarg d’un periode de temps, en tots els contexts. Aquestes variacions
individuals s’han relacionat amb una capacitat adaptativa [Castanheira et al., 2013].

La personalitat presenta dos components: el temperament i el caracter o sindrome conductual
[Cloninger, 1994]. El temperament es basa en les diferéncies individuals en habits i habilitats
fonamentades en la percepcid, que es regula per I’amigdala, I’hipotalem, I’estria i altres parts
del sistema limbic. Dins el temperament, s’han descrit un seguit de categories principals com
son: la timidesa-audacia, evitacio-exploracio, activitat, agressivitat i sociabilitat. EIl caracter o
sindrome conductual es pot definir en termes de diferéncies individuals en objectius i valors
basats en el concepte (€s a dir, relacionats amb la memoria propositiva i I’aprenentatge), que
estan codificats per I’hipocamp i el neocortex cerebral [Conrad et al., 2011].

En els humans, la psicologia de la personalitat és la branca encarregada de 1’estudi del
comportament i el caracter de les persones. La determinacio de la personalitat es fa mitjancant
I’aplicacio de tests que consisteixen en qliestionaris, guions, etc. dissenyats per revelar aspectes
del caracter i dels mecanismes psicologics d’un individu. Aquests poden ser generals, com ¢és
el cas del model “big five”, o bé qiiestionaris més especifics per un tret en concret, com serie
el cas del qgiiestionari d’agressivitat.

En el cas dels animals, la personalitat la definim com una construccié de trets que mostren
respostes conductuals similars a través del temps i de les situacions. Per tal d’aplicar aquesta



definicid, la determinacio de la personalitat es realitza mitjancant el concepte de repetibilitat.
En el cas dels peixos, quan es parla de personalitat s’atribueixen dos trets clarament marcats:
els subjectes proactius que sén aquells que creen noves rutes, es troben en constant estat
exploratori de I'entorn i tenen un elevat nivell d’activitat i capacitat de reaccid; i els peixos
reactius que, per contra, sOn meés passius, reservats i no afronten aquests episodis d’exploracio
i lluita [Castanheira et al., 2013].

Coneéixer els trets de personalitat dels peixos té un gran interés dins 1I’ambit de les
neurociencies, prospeccio pesquera, aquicultura i rendiment de produccid, susceptibilitat a la
salut ... [Castanheira et al., 2013]. Dins els patrons de personalitat trobem els cronotips i, entre
aquests, I’estudi dels ritmes son-vigilia [Randler, 2014].

1.5 Cronotips

El cronotip reflecteix la manifestacié conductual del rellotge molecular subjacent d’un individu
i té relacio amb el benestar i la salut, relacionant-se també amb 1’activitat fisica del subjecte.
El rellotge intern és independent de les condicions ambientals ja que es troba determinat
genéticament [Roenneberg et al., 2003].

Diferents estudis ens mostren que els éssers humans presenten una major atraccid per I’activitat
en diferents moments del dia: uns preferecixen I’activitat diiirna i estan més actius les primeres
hores del dia, representant un 5% de la poblacid (avangats o matutins); altres prefereixen
I’activitat nocturna i es troben més actius durant les darreres hores del dia, representen el 32%
de la poblacid (retardats o vespertins); finalment, aquells individus que no mostren una clara
preferencia pel mati ni per la tarda i, per tant, mostren un cronotip indiferenciat que correspon
a un 63% de la poblacié [Roenneberg et al., 2019]. Aquestes diferencies es manifesten en una
varietat de comportaments i influeixen en les actituds, 1’estil de vida, la funcié cognitiva, el
rendiment atlétic i els trets de personalitat [Montaruli et al., 2021]. Es creu que el continu
"matuti-vesperti" reflecteix una tendéncia subjacent cap a un ajust de fase, avancada o retardada

per una varietat de ritmes circadians en curs lliure.

A T’hora d’estudiar el cronotip en diferents especies animals, els parametres més emprats a la
literatura son: I’hora d’entrada i sortida del niu, el moment de finalitzaci6 de 1’activitat motora,
I’hora d’inici de I’activitat, la durada del periode d’inactivitat, la laténcia del son i la freqiiéncia
i durada dels despertars nocturns. Amb el conjunt d'aquests parametres, i mitjancant la
repetibilitat, es poden determinar si hi ha relacions entre el comportament dels individus i el
seu cicle d’activitat-inactivitat [Martorell-Barceld et al., 2018].

Pel que fa als peixos, I’existéncia i estudi del cronotips (és a dir, I’avaluacio de la repetibilitat
en trets com el moment d’inici de I’activitat, ’aparici6 del descans o la durada del mateix) en
medi natural no ha estat estudiada. No obstant aixo, a partir de diferents estudis amb peixos en
captivitat, s’ha establert una certa correlacio entre el cronotip i la supervivéncia, de manera que
parlarem de coevolucio en la que, com més tard inicien la seva activitat, menor probabilitat
presenten de ser capturats per I’espécie humana [Martorell-Barcelo et al., 2018].
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2. HIPOTESI | OBJECTIUS

Aquest treball sorgeix de I’interés per concixer els trets de personalitat en medi natural
d’exemplars de raor, Xyrichthys novacula. Amb aquesta finalitat, s’enregistra 1’activitat en
diferents periodes de I’any amb la intencid de relacionar els resultats obtinguts amb un possible
mecanisme de resposta per a la supervivencia, la pesca, la depredacio, etc.

Pel present Treball de Fi de Grau s’analitzaran els registres d’activitat motora recollits per un
grup de recerca de I'Institut Mediterrani d'Estudis Avancats (IMEDEA, CSIC-UIB), com a part
del projecte titulat “Causes i conseqiiéncies de la variabilitat del comportament relacionat amb
els ritmes circadians en peixos marins salvatges (CLOCKS)", centrant I’atencié en el moment
preferent d’activitat al llarg del dia.

Per tant, a partir d’aqui s’ha establert com a objectiu principal definir cronotips respecte al
registre d’activitat motora quantificat dins I’habitat natural de Xyrichthys novacula.

A partir de I’objectiu principal, sorgeixen els segiients objectius secundaris:
- Caracteritzar els trets més basics dels ritmes biologics d’aquesta especie.
- Caracteritzar els possibles cronotips en funcid de la seva distribucié de 1’activitat
motora.
- Identificar variacions del cronotip envers al sexe i a 1’estat fisiologic reproductor.

3. MATERIAL | METODES

3.1 Animal d’experimentacio

El subjecte d’experimentacioé d’aquest projecte ha estat el raor Xyrichthys novacula, pertanyent
a la familia Labridae, una espécie salvatge present a aigues clares i fons arenosos com son les
arees costaneres de la Mediterrania. Aquesta especie s’ha vist molt amenacada per les
pesqueries, amb esdeveniments com la coneguda “Febre del raor”. Com a conseqiiéncia
d’aquest fet s’inicia una ¢poca de veda 1’any 2000 [BOE, 2000] i s’establi un calendari que
actualment esta regulat per la Conselleria d’Agricultura, Pesca i Alimentacid i1 prohibeix la
pesca de 1’1 d’abril al 31 d’agost al temps que estableix unes condicions i quotes de captura
[Vaquer-Sunyer et al., 2020; BOIB de 27/04/2002].

Un tret caracteristic d’aquests peixos €s que durant la nit s’enterren a 1’arena per a protegir-se
de la depredacié i durant el dia tenen un comportament bentonic; trobant-se a unes profunditats
entre 15-40 m encara que se poden localitzar fins a de 90 m de profunditats [Castriota et al.,
2005].

Quant a la seva fisiologia, s6n hermafrodites proteroginics o sequencials, és a dir, inicien la
seva maduresa sexual com a femelles i, un cop ja han arribat a una certa mida (uns 17 cm), es
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poden diferenciar en mascles. En aquesta espécie trobem dimorfisme sexual, on el mascle
presenta una mida de 1’aleta pelvica major a la de les femelles. La coloracié constitueix també
un tret diferencial: a les femelles es troba una taca dorsal blanca caracteristica mentre que els
mascles presenten una coloracié verdosa [Katsanevakis, 2005].

Pel present estudi s’ha registrat 1’activitat motora de 36 exemplars de Xyrichthys novacula (que
formen part del projecte CLOCKS), dels quals 22 sén mascles (d'una mida de 19,64+1,09 cm)
i 14 femelles (d'una mida de 15,31+0,81 cm). Per a cadascun d’aquests individus s’ha realitzat
I’enregistrament de la seva activitat durant 1’etapa prereproductora (del 19-05-2019 al 7-06-
2019) i durant I’etapa reproductora (del 2-07-2019 al 21-07-2019).

3.2 Zona d’estudi

La captura, marcatge i alliberament del tots els exemplars s’ha realitzat en un sol acte i en un
temps inferior a 30 minuts, a la reserva marina de la Badia de Palma (Mallorca, Illes Balears),
area que pertany a la xarxa d’Arees Marines Protegides de la Direccié General de Pesca i Medi
Mari del Govern de les Illes Balears. Correspon a una zona costanera, arenosa i homogeénia
(per evitar interferéncies en els senyals recollits), delimitada per praderies de Posidonia
oceanica que juga un paper fonamental com a barrera per a evitar que els subjectes abandonin
l'area, i que és habitat natural d’abundants poblacions del raor (veure Figura 6, representacions
A, B i C) [Vaquer-Sunyer et al., 2020]. L’area de la zona elegida té unes dimensions de 12,5
ha, equivalent a una quadricula de 600x270 m i una profunditat que va dels 11 als 19 metres.

MT-82 3 L-AMT-5.1B
MT-52 4 L-AMT-1.421

1 L-Al
2 L-A

Posidonia oceanica
meadow

Acoustic receivers

_ Study area
@ Marine reserve 5 ym 100m
@ No-take area +————

Figura 6: Localitzaci6 de la zona d’estudi a la reserva marina de la Badia de Palma, al Mar Mediterrani. (A-C),
distribucio dels receptors acustics a 1’area d’estudi (D), imatges dels micro-transmissors JSATS (E) i receptors
acustics WSH-425L emprats (F) [Font: Aspillaga et al., 2021].
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Com s’ha mencionat anteriorment, el registre d’activitat s’ha dut a terme durant dues etapes
fisiologicament diferenciades, per la qual cosa les condicions ambientals han estat diferents
entre els dos periodes de monitoreig. En I’etapa prereproductiva la temperatura de 1’aigua
(mesurada al centre de 1’area d’estudi a 14 m de fondaria) fou de 18,30+0,64 °C; mentre que
en la segona etapa, la reproductiva, es varen enregistrar valors de 24,52+1,56 °C.

3.3 Registre de Pactivitat motora

El registre de I’activitat fou dut a terme per un grup de recerca de I'Institut Mediterrani d'Estudis
Avancats (IMEDEA, CSIC-UIB) com a part del projecte titulat “Causes i conseqiiéncies de la
variabilitat del comportament relacionat amb els ritmes circadians en peixos marins salvatges
(CLOCKYS)" Projecte PID 2019-104940GA-100. [Aspillaga et al., 2021].

Pel monitoratge dels peixos s’ha emprat la técnica de telemetria acustica, utilitzant el sistema
de rastreig d'alta resolucio JSATS de I’empresa Lotek Wireless Inc., que ha estat utilitzat en
estudis anteriors pel seguiment del salmo juvenil [Greer & Mcmichael, 2010]. Aquest sistema
integra uns micro-transmissors acustics de la série L-AMT i receptors autonoms WHS-4250 L,
dispositius resistents a l'aigua i de mida petita, el que permet dur a terme el seguiment dels
subjectes de I'estudi (Figura 6, fotografia E i F).

Per permetre la localitzacié de I'individu han estat necessaris un conjunt de receptors ancorats
al fons mari amb amarratge i boia, seguint una disposici6 de triangle equilater i a una distancia
de 50 m entre ells, formant finalment una matriu de 70 receptors amb aquesta disposicio. Un
algoritme ha permes coneixer la posicié exacta de cada individu en aquest circuit triangular, a
partir de la captacio de la senyal emesa per I’emissor (un senyal acustic a 416,7 Hz) en un
minim de tres receptors.

Els exemplars de raor es capturaren amb hams i, dins la mateixa embarcacio, foren anestesiats
per immersio en una solucio de 0,1 g/L de metanosulfonat de tricaina. Una vegada assolit el
nivell d’anestésia adient es va procedir a implantar els micro-transmissors JSATS a la cavitat
peritoneal a través d'una petita incisi6 ventral i, posteriorment, es dugué a terme 1’oclusi6 del
teixit amb sutures no reabsorbibles. Abans de ser alliberats de nou al lloc de captura, s’ubicaren
en un petit tanc d’aigua marina neta fins a la seva recuperacio.

Tot el procediment experimental fou aprovat pel Comité d’Etica d’Experimentacié Animal de
la UIB ( referéncia CEEA 107/01/19).

3.4 Analisi de dades

Per a dur a terme aquesta analisi, s’han emprat els fitxers de dades provinents de 'IMEDEA
dels 36 exemplars de raor, dels quals s’han agafat registres de I’ctapa prereproductiva i
reproductiva.
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Els fitxers tenien les dades de I’activitat motora (distancia recorreguda en unitats arbitraries)
dels peixos, enregistrada cada minut al llarg de 12 dies en el cas de 1’etapa prereproductiva, i
19 dies en el cas de I’etapa reproductiva.

A partir d’aquestes dades s’obtingué, seguint el métode cosinor, un periodograma mitjangant
el qual fou possible calcular el valor de tau i, posteriorment les variables circadiaries: mesor,
amplitud i acrofase descrites a continuacié (Figura 12). Per a aquesta analisi es va emprar el
programa Ritme [Diez-Noguera, 2013].

L’analisi pel metode cosinor de dades ritmomeétriques permet definir els seglients parametres
(Figura 7) [Refinetti et al., 2007]:
- Periode: interval de temps necessari per a dur a terme una oscil-lacié completa.
Es defineix la frequiéncia com la inversa del periode.
- Acrofase (zenit): Es el moment de temps en que 1’oscil-lacié expressa el seu
valor maxim.
- Mesor o Mean Estimating Statistics of Rhythm: és el valor mitja dels valors pels
quals oscil-la el ritme durant un cicle.
- Amplitud: és la diferencia entre el mesor i ’acrofase.

PEEEERERS Referencia (00:00 h)

+ (o]
828
662
497 -
3314

Ajuste acosinor
por mini mos cuadrados

166 ﬁ Datos criginales
S S .

02:00 05:0008:00 11:00 14:00 17:00 20:00 23:0002:0C 05:00 08:00

|
|

Figura 7: Diagrama dels parametres que defineixen un ritme biologic. [Font: adaptat de Touitou, Y. &
Haus, E., 1994]

D’altra banda, es dugué a terme una representacié en doble-plot de les dades de cada peix i
condicio fisiologica emprant el software Cronoshop [Spoelstra, 2018]. Un doble-plot és una
matriu de representacié on cada fila representa les variacions de la variable d’estudi durant un
dia, i cada columna I’acumulacié de moviments durant un interval de temps determinat. La part
més fosca del tragat representa la fase d’activitat mentre que la part més clara la fase
d’inactivitat [Jud et al., 2005].
A través d’aquesta representacio fou possible calcular I’Onset, ’Offset i el Centre de Gravetat
de les series temporals, definits com:

- Centre de gravetat (CG): Es correspon al instant de temps en el qual hi ha el 50% de la

variable.
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- Onset: Moment d’inici de I’activitat, calculada per a cada cicle reculant 0,5 cicles en el
temps des del centre de gravetat.
- Offset: Moments de finalitzacio de I’activitat, calculada per a cada cicle avancant 0,5
cicles des del CG.
3.5 Analisi estadistica

L’analisi estadistica de les dades s’ha realitzat amb el software RStudio i el SPSS Statistics 20.
Es consideraren com a variables independents el sexe dels peixos i I’etapa reproductiva en qué
es trobaven, i com a variables dependents les obtingudes pel métode cosinor i de les
representacions dels doble-plots.
Per analitzar la relacio de dependéncia entre variables s’ha dut a terme previament una analisi
de normalitat i homogeneitat de variancies per, posteriorment i en funcio dels resultats, realitzar
’analisi estadistica pertinent:

- T-student: dades amb distribucioé normal i homogeneitat de variancies

- T- Welch: dades amb distribucié normal, perd no amb una distribucié homogénia

- Wilcoxon-Mann-Whitney: quan les dades no complien la normalitat.
En el cas de mostres dependents, es segueix el mateix criteri; no obstant, no es realitza el test
de homogeneitat de variances.
Per a la classificacio dels diferents individus envers als cronotips (avancats, indefinits i
retardats), i amb el conjunt de variables dependents obtingudes, es feu una analisi de
components principals que va permetre identificar la variable Onset i Centre de Gravetat com
aquelles que definien millor els diferents cronotips. Posteriorment es realitza una analisi de
conglomerats jerarquics per obtenir els corresponents dendrogrames.

4. RESULTATS

4.1 Variables circadiaries

Els ritmes circadiaris sén oscil-lacions de les variables fisiologiques dins un periode aproximat
de 24 hores, i per poder definir els ritmes els parametres més emprats son: el mesor, I’amplitud
i laacrofase; amb la determinacié previa del valor del periode (tau). A la figura 8 tenim, a mode
d’exemple, la representacioé de 1’analisi del cosinor d’un dels exemplars de raor estudiats.

0004F

Prereproductiu
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Figura 8: Representacio de I’analisis pel métode del cosinor d’un exemplar de raor.
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A partir de la determinacio dels periodogrames, fou possible calcular el valor del periode (tau) tanta la
fase prereproductica com reproductiva. A la figura 9 es representa la comparacio entre els dos estats
fisiologics mostrant diferéncies significatives. En ambdos casos, el valor de tau esta compreés dins la
classificacio de ritme circadiari (per a periodes compresos entre 20 i 28 hores).

24,08 -
24,06 -
24,04 -
24,02 -
24,00 -
23,98 -
23,96 -
23,94 -
23,92
23,90 -
23,88

*

Periode (h)

Tau
Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 9: Representacio dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de tau, comparant el periode
prereproductiu amb el reproductiu. (* p < 0,05 prova T de Wilcoxon).

A la figura 10 es mostra la comparativa entre sexes dins cada estat fisiologic, indicant que no hi

ha diferéncies significatives ni a 1’etapa prereproductiva (p=0.533) ni a la reproductiva
(p=0,5472).

24,08 -
2406 1 |A B
24,04 |
24,02 4
24,00
23,98 4
23,96 4
23,94 4
23,92 4
23,90 4
23,88
23,86 -
Tau Tau

Periode (h)

m Mascle mFemella

Figura 10: Representacio dels resultats (mitjana i desviacid estandard) de la tau comparant els
mascles i les femelles. A: periode prereproductiu, B: periode reproductiu. (prova T de Wilcoxon).

La figura 11 motra els resultats, per a cada sexe, quan es compara 1’etapa prerepoductiva amb
la reproductiva, apareixent diferencies estadisticament significatives en el cas dels mascles i
no en el cas de les femelles.
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24,08 -

24,06 - Q o d

24,04 - .

24,02 A
24,00 A
23,98 A
23,96 4
23,94 A

Periode (h)

23,92 -+

23,90

Tau Tau
Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 11: Representacio dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de la tau, comparant el
periode prereproductiu amb el reproductiu dins cada sexe. (* p < 0,05 prova T de Wilcoxon al sexe
masculi i T-student al sexe femeni)

Entre els parametres circadiaris i pel métode del cosinor, s’han calculat els valors de acrofase,
mesor i amplitud. A la figura 12, 13 i 14 trobem representat el mesor (valor mitja al voltant del
qual oscila una variable) i1 ’amplitud (diferéncia entre el mesor 1 I’acrofase). La figura 12
representa el promig i la desviacio6 tipica d’aquestes dues variables comparant-les entre I’etapa
reproductiva i la prereproductiva, sense obtenir diferencies estadisticament significatives.

5,0 -
4,5 -
4,0 - _ T
3,5 o
3,0 A
2,5 4
2,0 4
1,5 4
1,0 4
0,5 A
0,0 T d
Mesor Amplitud

Quantitat de moviment

Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 12: Representaci6 dels resultats (mitjana i desviaci6 estandard) del mesor i I’amplitud,
comparant el periode prereproductiu amb el reproductiu. (prova T de Wilcoxon).

La figura 13 mostra una comparacid entre sexes dins cada etapa fisiologica, mostrant
diferéncies significatives en ambdos parametres. En el cas de la figura 14 es mostren els valors
del periode prereproductiu i reproductiu, per a cada sexe, mostrant diferéncies significatives
sols en el cas de les femelles.
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Quantitat de moviment
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Mesor Amplitud Mesor Amplitud

m Mascle ®mFemella

Figura 13: Representacié dels resultats (mitjana i desviacio estandard) del mesor i amplitud
comparant els mascles i les femelles al periode prereproductiu (A) i reproductiu (B). (****p <0,001
prova T de Welch al periode prereproductiu; Wilcoxon al periode reproductiu)

6,0 -

@ 0

5,0 1 T *=

4,0 -

3,0 4

2,0 4

Quantitat de moviment

N ; 1
0,0 T I ﬁ i

Mesor Amplitud Mesor Amplitud

Prereproductiu  ® Reproductiu

Figura 14: Representacié dels resultats (mitjana i desviacio estandard) del mesor i amplitud
comparant el periode prereproductiu amb el reproductiu dins cada sexe. (***p <0,01 prova T de
Wilcoxon).

Un tercer parametre circadiari quantificat és 1’acrofase, que es defineix com 1’hora del dia en
la que ocorre el punt més alt de la oscil-lacid. Aquesta variable es troba representada en les
figures 15, 16 i 17 seguint les mateixes relacions que en els parametres anteriors. A la figura
15 es representa 1’acrofase comparant els dos periodes estudiats dels exemplars de Xyrichthys
novacula, mostrant diferéncies significatives. La figura 16 es representa la comparacio entre
sexes dins cada periode mostrant diferéncies estadisticament significatives en ambdos casos. |
en el cas de la figura 17 es representa una comparativa entre el periode prereproductiu i
reproductiu, dins cada sexe, mostrant diferencies significatives sols en el cas dels mascles.
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11,5

Acrofase

Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 15: Representacio dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de ’acrofase, comparant el
periode prereproductiu amb el reproductiu. (***p <0,001 prova T de Wilcoxon).

16,0 1
14,0 A
12,0 A
10,0 A

8,0 4

Hora del dia

6,0 1
4,0 +

2,0 4

0,0 L
Acrofase Acrofase

m Mascle ®Femella

Figura 16: Representacio dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de I’acrofase, comparant els
mascles i les femelles al periode prereproductiu (A) i reproductiu (B). ( ** p<0,01; ***p <0,001
prova T de Wilcoxon).

15,5 -

il (& o]

14,5 A

14,0 - wx

13,5 A1

Hora del dia

13,0 A I
12/5; 4

12,0 A1
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Acrofase Acrofase

Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 17: Representacio dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de I’acrofase, comparant el
periode prereproductiu amb el reproductiu dins cada sexe. (***p <0,001 prova T de Wilcoxon).
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4.2 Parametres per definir el cronotip

El cronotip, com s’ha comentat anteriorment, es defineix com cadascuna de les variables que
adopten els ritmes circadiaris endogens. Entre els parametres que ens ajuden a definir-ho
trobem 1’Onset, I’Offset 1 el Centre de Gravetat (CG). A la figura 18 tenim, a mode d’exemple,
una representacio d’un doble plot que mostra aquests parametres, en funcio de la quantitat de
moviment i del moment del dia al llarg de 21 dies.

g
L I Y A N )
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-

0521 10
0522 11
0523 12
0524 13
05725 14
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0527 16
0528 17
05729 18
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0531 20
0601 21

Figura 18: Representacio de un doble-plot on es mostra 1’Onset (punt blau), el Centre de Gravetat
(punt vermell) i I’Offset (punt verd) d’un peix mascle durant el periode prereproductiu.

I

Per poder definir cronotips en els diferents exemplars de Xyrichthys novacula s’han fet un
seguit de relacions tenint en compte el sexe i el periode fisiologic del subjecte. A la figura 19
tenim una representacio en la que es comparen els valors dels parametres en funcié del periode
fisiologic indistintament del sexe, mostrant diferéncies significatives tant en 1’Onset, a I’Offset
com el Centre de Gravetat (CG).

25 4
20 A

15 A

*okok

Hora del dia

Onset Offset CG
Prereproductiu  m Reproductiu

Figura 19: Representacié dels resultats (mitjana i desviacidé estandard) de les variables que
defineixen els cronotips; 1’Onset, Offset i Centre de Gravetat (CG), comparant el periode
prereproductiu amb el reproductiu. ( ***p <0,001 prova T de Wilcoxon).
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A les figures 20 1 21 les relacions s han establert tenint en compte tant 1’estat fisiologic com el
sexe dels subjectes. En el cas de la figura 20 s’han comparat els parametres definitoris del
cronotip en cada sexe en funcid del moment d’enregistrament, trobant-se diferencies
significatives en el cas del periode prereproductiu a 1’Onset i al CG; de la mateixa manera que
ocorre pel Onset del periode reproductiu. A la figura 21 s’han comparat, per sexes, entre el
periode reproductiu i el reproductiu, cas en el qual es troben diferéncies significatives a tots els

parametres.

Figura 20: Representacio dels resultats (mitjana i desviacié estandard) de I’Onset, Offset i Centre
de Gravetat (CG), comparant els mascles i les femelles al periode prereproductiu (A) i reproductiu
(B). (*p <0,05; ***p <0,001 prova T de Wilcoxon; T-student per Onset del periode prereproductiu)

Hora del dia

Figura 21: Representacié dels resultats (mitjana i desviacio estandard) de 1’Onset, Offset i Centre
de Gravetat (CG), comparant el periode prereproductiu amb el reproductiu dins cada sexe. (*p<0,05;
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***p <0,001 prova T de Wilcoxon; T-student per CG del sexe masculi)
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L’objectiu principal del treball és definir cronotips en Xyrichthys novacula a partir del seu
registre d’activitat motora. A la figura 22 es mostra un dendrograma que classifica els diferents
subjectes en funci6 de I'hora a la que inicien 1’activitat en el periode prereproductiu. Sobre
aquesta classificacid s’han pogut realitzar agrupacions per diferenciar els que presenten el
cronotip avancat (n=7: 19,44% tots ells mascles), indefinit (n=21: 58,33%) o retardat (n=8:
22,22 % tots ells femelles).
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Figura 22: Dendrograma obtingut a partir de 1’analisis de components principals i de clUsters, per
classificar els exemplars de raor envers el cronotip en el periode prereproductiu. S’han representat
en color blau els subjectes amb un cronotip avangat, de color vermell els retardats i de color taronja
els indefinits.

La figura 23 representa la mateixa classificacio pero a partir de les dades d’activitat motora del
periode reproductiu, agrupant també els individus en funci6 del seu cronotip: avancat (n=10:
27,78%), indefinit (n=15: 41,67%) o retardat (n=11: 30,55%); majoritariament mascles en el
cas dels exemplars en cronotip retardat.
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Figura 23: Dendrograma obtingut a partir de ’analisis de components principals i de clusters, per
classificar els exemplars de raor envers el cronotip en el periode reproductiu. S’han representat en
color blau els subjectes amb un cronotip avancat, de color vermell els retardats i de color taronja els

indefinits.

De la classificacid aconseguida dels dendrogrames, s’ha realitzat I’agrupament en funcié del
cronotip tant al periode prereproductiu com al reproductiu. A la figura 24 es representen els
diferents cronotips en cada periode, mostrant diferéncies significatives entre el cronotip
avancat, indefinit i retardat en ambdds periodes.
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Figura 24: Representacio de I’hora d’inici d’activitat motora dels subjectes de Xyrichthys novacula
en els diferents cronotips tant al periode prereproductiu (A) com al reproductiu (B). (***p <0.001
prova T de Wilcoxon).
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A partir dels resultats que es mostren a la figura 24 s’observa que, durant el periode
prereproductiu, el grup de peixos classificats amb un cronotip avancat adelanten I’inici de la
seva activitat motora en 22,5 minuts respecte als indefinits, mentre que el grup amb cronotip
retardat retrasen 1’inici d’activitat en 43,5 minuts. Pel que fa al periode reproductiu, el grup
amb cronotip avancat adelanta 29,23 minuts i el grup amb cronotip retardat retrasen 80,69
minuts.

5. DISCUSSIO

El ritme circadia juga un paper fonamental en la regulacié de les funcions biologiques, entre
elles les preferéncies pel ritme son-vigilia. A partir d’aquestes es poden definir trets de
personalitat com sén els cronotips matuti 0 avancat, indefinit i vesperti o retardat, en funcié de
la distribuci6 de I’activitat diaria.

En humans s’han fet molts estudis que defineixen aquests tres conceptes, ja sigui mitjangant
registres d’activitat recollits amb sistemes d’activimetria [Rubifio et al, 2020], o bé contestant
questionaris com el d’Horne i Otsberg. Aquest consta de 19 preguntes i, a partir del resultat
obtingut, es determina el cronotip [Horne & Ostberg, 1976]. Recentment, el qiestionari de
Munich [Juda et al, 2013] dona una classificacié més acurada, i permet diferenciar la influéncia
en el cronotip dels horaris dels dies feiners en vers als festius, i si es realitza una activitat laboral
ditrna o per torns de feina.

Els registres d’activitat son una eina recent en peixos [Aspillaga et al., 2021]. L’ analisi de les
dades enregistrades de I’activitat del raor, recollides en el projecte CLOCKS, demostren que
en aquest grup d’exemplars existeixen diferents cronotips en funcio de 1’hora a la que s’inicia
’activitat motora, fet que permet classificar-los en avancats, indefinits i retardats. Els valors
d’Onset 1 Offset aixi com 1’analisi pel meétode del cosinor, mostren 1’existéncia d’un ritme
circadia ben definit 1 sincronitzat per ’ambient, coincidint el moment d’activitat amb les hores
de llum i el periode de repos amb les hores de foscor.

La majoria de peixos presenta una reproduccié estacional i periodica, apareixent la
descendéncia en I'época més adequada per garantir una major supervivencia [Cardinale et al.,
1998]: per tant, en aquest cas parlem d’un ritme circanual. Les diferéncies observades entre
periodes dels parametres definitoris de cronotip (Onset, Offset i Centre de Gravetat) poden ser
degudes a la natura endogena dels ritmes biologics, perd també a 1’efecte sincronitzador de
diversos components ambientals com son la [lum, temperatura, nutrients, etc..

La duracio de les hores de Ilum és una de les principals fonts ambientals que empren els peixos
per sincronitzar i coordinar el seu periode de reproduccio (14 hores amb 30 minuts al periode
prereproductiu i 14 hores amb 45 minuts al periode reproductiu dels peixos estudiats) [Boujard
et al., 1990]. A més, com a resultat de la influéncia de la llum, la melatonina sembla tenir el
paper tant d’oscil-lador pel fet de determinar la periodicitat de la posta, com d'antioxidant en
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el control de la maduracio6 final dels ous. S’ha descrit 1’existéncia de diferents patrons en la
secreci0 nocturna de melatonina, de manera que aquests varien estacionalment amb la
reproduccio, i aixi el cicle diari de melatonina regula tant I’activitat locomotora dels peixos
com el periode optim de reproduccidé [Maitra & Hasan, 2016]. Aixo explicaria les petites
variacions pel que fa al moment d'inici de I’activitat, el moment de maxima activitat i el darrer
moment d’activitat del dia entre els dos periodes estudiats.

En el cas de I’Offset, que es relaciona amb el moment d’inici de I’etapa de repos, s’observa
que hi ha diferencies en vers a I’ctapa fisiologica estudiada, sense poder esbrinar si és
conseqiiencia de I’etapa reproductora o de la sincronitzacié amb el canvi horari de la posta de
sol entre els dos periodes.

Analitzant les diferéncies entre sexes, tant en els parametres definitoris de cronotip com en les
variables ritmiques, en ambdos periodes s'observa un avangament de 1’activitat dels mascles
respecte a les femelles. Diferents estudis descriuen les poblacions de raor explicant el paper
dominant i agressiu que presenten els mascles durant el periode de reproduccio [Martorell-
Barceld et al., 2012). Relacionat amb aquest tret de personalitat, diversos estudis remarquen
que l'activitat del raor es veu directament relacionada amb el comportament i la personalitat
dels individus [Alos et al., 2017). Els raors viuen formant harems d’un mascle dominant amb
un elevat nombre de femelles, de manera que aquells tenen un paper protector, seguint diferents
estratégies que poden ser tant mantenir a altres mascles allunyats del seu harem com protegir a
les femelles del seu propi harem [Cardinale et al., 1998]. Aix0 explica les diferencies
observades entre els sexes, ja que seria indicatiu de que els mascles inicien la seva activitat
abans que les femelles per a protegir-les i defensar-les d’altres mascles, a més d’haver
d’avangar la seva activitat per a defensar el seu harem front a relacions de competéncia amb
altres del mateix sexe.

6. CONCLUSIONS

- Del conjunt de dades analitzades, el moment d’iniciar I’activitat (Onset) i el Centre de
Gravetat (CG), son les que millor defineixen el cronotip de la poblacié estudiada de raor,
Xyrichthys novacula.

- L’activitat motora es veu incrementada en els exemplars femelles

- Considerats tots els exemplars de Xyrichthys novacula junts, s’obtenen diferéncies
significatives entre els periodes prereproductiu i reproductiu amb una tendéncia general a
retardar 1’activitat motora tant en acrofase, Onset, Offset i Centre de Gravetat.

- En funcio del sexe, els mascles presenten avangament de ritme d’activitat respecte a les
femelles, tant al periode reproductiu com el prereproductiu.
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- L’analisi dels resultats obtinguts dona un retard generalitzat i significatiu de 1’activitat
motora en el periode prereproductiu respecte al reproductiu. al comparar els dos periodes
contemplats.

7. LIMITACIONS DEL TREBALL

- Lamida mostral. En posteriors treballs, si la mida mostral fos major, les conclusions i els
valors dels estadistics pertinents serien més representatius.

- El seguiment. Hauria de ser al llarg de tot I’any, per tenir en compte les transicions des de
que I’individu és femella fins que es converteix en mascle.

- Canvis de cronotip. Analitzar com determinats subjectes canvien de cronotip en vers als
periodes reproductors estudiats.
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