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1. RESUMEN

Xenotoca variata es un pez endémico de México que se caracteriza por poseer
escamas iridiscentes, estas escamas son utilizadas por los machos para atraer
a las hembras. Las escamas iridiscentes reflejan la luz en el espectro visible y
en el espectro ultravioleta, por lo que algun tipo de visién a color les seria
necesario a estos peces para ver estas caracteristicas de sus propias

escamas.

Para discernir que tipo de vision a color de tiene X. variata entrené a 32 peces
para realizar una prueba donde debian comparar dos colores distintos y
escoger uno para obtener una recompensa en aliemento. La prueba que
realizaron estos peces fue la prueba tipo Ishihara, que consiste en una placa
con un patron de circulos en el que uno es de color distinto a los demas. Los
colores utilizados fueron escogidos con base en la pruebas de Ishihara
utilizadas en los humanos y prueban si el individuo tiene un tipo de cono

especifico en su retina.

Los resultados indicaron que los peces de X. variata pudieron pasar todas las
pruebas de colores, lo que indica que tanto machos como hembras tienen al
menos una vision tricromatica. aunque hubo diferencias entre la proporcion de
aciertos para algunos de los colores de ciertas pruebas, lo que indica que su
vision a color es distinta a la del ser humano. Ademas de que se necesitan
pruebas futuras para saber si poseen una vision tetracromatica. Estos
resultados son un primer acercamiento a describir la fisiologia de la vision a

color de esta especie y de sus capacidades cognitivas.



2. INTRODUCCION

El sentido de la visién es un canal de informacién que ha evolucionado en
numerosos grupos de animales. Estos perciben el mundo por medio de pistas y
sefales visuales que varian en movimiento, forma, luminosidad y
particularmente en su matiz (i.e., color). La visién de colores permite a los
animales recibir informacion variada de su ambiente, como encontrar una
pareja para aparearse, el alimento para crecer y evitar a los depredadores
potenciales. Por ejemplo, algunas flores presentan patrones de colores que las
abejas utilizan para encontrar la ubicacion del polen (Manning y Dawkins,
1992). También ciertas especies de primates presentan coloraciones rojas
brillantes en sus rostros o genitales que indican su disponibilidad para

aparearse (Snowden y cols, 2012).

Xenotoca variata es una especie de pez viviparo de agua dulce de la
subfamilia goodeinae (Parenti, 1981). Los machos de esta especie se
caracterizan por poseer escamas iridiscentes de colores diversos. A este
respecto, estudios recientes han revelado que probablemente perciben colores
(Juarez, 2015). Sin embargo, se desconoce la naturaleza de los mecanismos
gue producirian tal percepcion de colores. En la siguiente seccion del texto
explicaré como se podria descubrir, mediante pruebas de aprendizaje, los

mecanismos que permiten a X. variata ver colores.

2.1. Fisiologia de la vision

La luz esta conformada por radiacion electromagnética que se propaga
por distintos medios como el aire o el agua en forma de ondas que varian en su
longitud. La luz entonces se puede caracterizar como longitudes de onda que
varian del espectro ultravioleta al infrarrojo. Al conjunto de estas ondas se le

conoce como el espectro electromagnético (Goldstein, 2010) (Fig. 1).
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Figura 1. El espectro electromagnético. Imagen que muestra el espectro electromagnético, enfatizando la parte
gue es visible por el ojo humano (Frank, 2007)

La luz pasa a través del globo ocular y llega a la retina, una red de células
fotorreceptoras y neuronas que transforman el estimulo luminoso en
potenciales de accion. Estas sefales luego son procesadas por estructuras del
cerebro para producir las sensaciones visuales que experimentamos los

animales.

Los fotorreceptores son las células especializadas sensibles a la luz,
aunque solo son capaces de responder a longitudes de onda especificas. Lo
hacen gracias a la presencia de proteinas transmembranales llamadas
rodopsinas, también conocidas como pigmentos visuales. Estas se conforman
de una parte proteica, la opsina, y una parte no proteica, el 11-cis retinal. El 11-
cis retinal cambia su conformacion al exponerse a la luz (Fig. 2), lo que
desencadena una serie de cambios quimicos y eléctricos que inician el

procesamiento del estimulo visual que se detalla a continuacion (Boron, 2015):

i) Cuando el fotoreceptor no esta expuesto a la luz ocurre un flujo de iones
de sodio que entran a la célula y otro de iones de potasio que salen de

ella, generando una "corriente oscura,

i) La rodopsina cambia su conformacion cuando un foton la activa. Las
rodopsinas estan acopladas a proteinas G, de tal manera que cuando

cambian su conformacion inician una “cascada” de sefalizacion;

iii) Esta cascada de sefalizacion culmina con el cierre, dependiente de
GMPc, de los canales de sodio de la membrana del fotoreceptor. El

resultado es que la célula se hiperpolariza (Fig. 3);



iv) La hiperpolarizacion detiene la liberacion del neurotransmisor glutamato a
través de las subsecuentes células de la retina, lo que provoca que el

fotoreceptor detecte un cambio de iluminacion.

11-cis retinal
H3CCH3H CH3 H

Todo-trans retinal
H3CCH3H CH3 H CHj /O

Figura 2. Retinal. Figura que muestra la conformacion del 11-cis retinal y su cambio de conformacion al estado
todo-trans retinal cuando entra en contacto con la luz. (Boron y Boulpaep, 2015).
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Figura 3. Fototransduccidn. Figura que muestra el estado de los canales de sodio dependientes
de GMPc como resultado de la respuesta a la oscuridad (primera figura) y a la exposicion del baston
a la luz (segunda figura) (Boron y Boulpaep, 2015).

La opsina determina la longitud de onda a la que pueden responder estos
pigmentos visuales, nombrados en los vertebrados como, SWS1, SWS2, MWS
y LWS (Hunt y cols. 2014). La opsina deriva de la accion de 4 genes que



determinan a los residuos de aminoacidos participantes confiriéndole

caracteristicas distintivas (Uturbia, 1999).

Los fotorreceptores de los vertebrados se dividen en dos clases, los
conos y los bastones. Cada tipo esta especializado para responder a
condiciones luminicas especificas. Asi, los bastones responden a la intensidad
baja de la luz (i.e., luz crepuscular y de la noche) conocida como escotdpica.
Los bastones responden muy bien a las diferencias entre los cambios de
luminosidad, ya que su pigmento visual recupera rapido su estado basal
(Goldstein, 2010). Los conos por su parte son menos y estan especializados en
responder a la luminosidad brillante o fotopica. También son menos sensibles a
los cambios de luminosidad, y son los responsables de la vision de color
(Rodieck, 1998).

2.2.Vision del color

Los conos pueden tener distintos pigmentos visuales, por lo que difieren
en su sensibilidad a las distintas longitudes de onda (Fig. 1). Por esta razon los
conos se clasifican como conos de onda larga (L), media (M), corta (S), y muy
corta (VS) (Rodieck, 1998). El rango de las longitudes de onda a las que un
cono particular puede responder se conoce como sensibilidad espectral. El
espectro visible es el rango de las longitudes de onda que los organismos de

una especie pueden percibir.

El color se puede definir como el aspecto de la percepcion visual por el
cual un observador puede distinguir diferencias entre dos estructuras o0 campos
visuales, del mismo tamafio y forma, con base en la composicion espectral de

la luz que reflejan (Kelber y cols, 2003).

Hay dos teorias que explican como la luz al mezclarse forma colores
distintos. Si mezclamos una luz azul (formada por longitudes de onda corta)
con una luz amarilla (formada por longitudes de onda largas y medias), se
obtiene una luz blanca. La teoria aditiva de la luz explica este resultado
asumiendo que las longitudes de onda que forman esas dos luces se suman.
Si mezclamos pintura azul y pintura amarilla, obtendremos pintura verde. La

teoria substractiva explica este resultado proponiendo que el pigmento de la



pintura absorbe ciertas longitudes de onda y refleja otras; sdlo las longitudes de
onda que no son absorbidas por el pigmento son las que se pueden percibir.
Por eso, si el pigmento absorbe todas las longitudes de onda, el color percibido
es el negro (Goldstein, 2010).

Para caracterizar al color se usan tres propiedades: la luminosidad o
brillo, la saturacion y el tono o matiz (Kelber y cols, 2003):

1) La luminosidad es el valor que tiene un color en una escala que cambia

del oscuro al claro.

ii) La saturacion se refiere a la similitud que un color tiene con un gris

neutral o el blanco.

i) El tono se refiere a las diferencias de color que no incluyen la
saturacion o brillo, y comunmente es lo que denotamos por términos

como rojo, amarillo, verde, etc.

Por lo general, la cantidad de colores que un animal puede distinguir esta
relacionada con la cantidad de tipos distintos de conos que tenga en su retina.
Si un animal tiene un solo tipo de cono en su retina, solo puede detectar la luz
en un rango limitado de longitudes de onda. Pero si tiene dos tipos de conos,
no solo puede detectar un rango de longitudes de onda mas amplio, sino que
también puede comparar la informacién de cada tipo de cono, y percibir las
diferencias entre las longitudes de onda como colores distintos. Generalmente,
cuanto mas tipos de conos haya, mejor se percibiran las diferencias entre dos
longitudes de onda, y como consecuencia, ocurrira la distincion de mas colores
(Kelber y cols, 2003).

La vision del color, entonces, puede clasificarse con base en el nUmero de
conos de distintas sensibilidades espectrales que los animales tienen en sus
retinas. Asi, hay animales con visién dicromatica, como las ardillas
(Spermophilus sp.) (Kelber y cols, 2003); animales con vision tricrobmatica como
los humanos (Goldstein, 2010) y las abejas (Apis mellifera) (Kelber y cols,
2003), y animales con visién tetracromatica como muchas aves y peces (Kelber
y cols, 2003).



3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes generales

3.1.1_Estudios sobre la vision a color en animales

A pesar de la aparente riqueza de colores del ambiente de muchos
animales, el estudio de la vision de color empezé en los humanos. En el siglo
XIX se propuso que la vision de color en los humanos se debia a tres tipos de
sensores (Uturbia, 1999). Esta hip6tesis se fundamenté con los experimentos
psicofisicos de igualacién de color que realiz6 Hermann von Helmholtz
(Goldstein, 2010). En ellos un observador mezclaba luces de distintos colores
para tratar de igualar el color que se le presentaba como modelo. Para los
observadores fue mas sencillo empatar el color correcto con el del modelo
cuando usaban 3 luces en vez de 2. Asi fue como surgio la teoria tricromatica
para explicar la vision de color. En 1979 James Bowmaker y Herbert Dartnall
corroboraron la teoria tricromatica por medio del uso de técnicas de
microespectrofotometria, y describieron con precision la sensibilidad espectral

de los conos en la retina humana (Bowmaker y Dartnall, 1980).

Se descubri6 luego que la deficiencia en la visidén a color se asocia con
uno de los tres tipos de conos. Al trastorno asi producido se le conoce como
daltonismo (Goldstein, 2010) en alusion a su descubridor, John Dalton, quien
en 1794 describi6 su propia deficiencia. (Hunt y cols, 1995). En 1918 Shinobu
Ishihara publicé una prueba para detectar deficiencias congénitas en la vision
de color en humanos. La prueba consiste en una serie de placas de papel;
cada placa consiste de un conjunto de circulos que varian de 1 a 5 mm de
didmetro, acomodados a su vez en un circulo de 19 cm de diametro (Fig. 4).
Con los circulos pequefios se pueden formar nimeros que una persona sin
daltonismo puede distinguir sin problemas. Los circulos que forman los
numeros estan coloreados con tonos que una persona con daltonismo percibe
como si fueran iguales a los de los circulos que forman el fondo. (Ishihara,
1987).
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Figura 4. Placa de Ishihara. Placa que muestra el nimero “74”. Una persona con daltonismo no
puede distinguirlo. (Ishihara, 1987)

Conforme se adquirié mas informacion sobre los procesos visuales en los
humanos, comenzaron a surgir preguntas sobre la posibilidad de que otros
animales también percibieran colores. El estudio de la visién de color en
animales comenzo por la demostracion de su existencia antes de estudiar sus
mecanismos neurofisiologicos (Kelber y cols, 2003). Algunos de los primeros
experimentos para demostrar la vision a color incluyen a los realizados por
John Lubbock quien en 1888 describid, utilizando filtros para luz, la preferencia
de Daphnia sp. por la luz amarilla (Kelber y cols, 2003), fenébmeno conocido

como fototaxis.

En la mayoria de los casos se utilizan pruebas conductuales para estudiar
la vision de color en los animales (Kelber y cols, 2003), ya que el
comportamiento éstos es una manifestacién de como perciben los estimulos
provenientes de las distintas modalidades sensoriales. Sin embargo, tal tipo de
pruebas solo permite conocer el grado de percepcion del estimulo, pero no los

mecanismos internos participantes.

En 1914 Karl von Frisch estudié el comportamiento de busqueda de
alimento en las abejas europeas (Apis mellifera). En uno de sus experimentos
entrend a abejas para alimentarse de una solucion azucarada que él vertia en

cajas de Petri que ponia sobre una tarjeta azul o amarilla. Encontrd, luego del

11



proceso de entrenamiento, que las abejas reconocian el color—entre 30

tonalidades diferentes de grises—asociado con las cajas de alimento.

Otro ejemplo es el trabajo de investigacién de Christa Neumeyer (1992)
quien concluy6 que el pez dorado (Carassius auratus) probablemente era
tetracromatico. Lo consiguié haciendo experimentos en los que utiliz6 mezclas
de luces de colores, también llamadas mezclas aditivas de luz, un
procedimiento similar al utilizado por Helmholtz. Entrené a los peces para que
discriminaran entre dos estimulos luminicos: una luz blanca contra una mezcla
de varias longitudes de onda. Cuando la mezcla era de cuatro luces, los peces
no podian discriminar entre los dos estimulos; parecia que los percibian como

si fueran la misma luz.

Para estudiar los mecanismos internos por los cuales se procesa la
informacion visual del color hay otras técnicas que pueden usarse para tal fin.
Estas se basan en el estudio directo de los pigmentos visuales, lo que permite
saber cuantos tipos de conos hay en la retina de los animales. Un ejemplo de
estas técnicas es la microespectrofotometria, que mide la respuesta (la
absorcion) de los pigmentos visuales de los conos a la estimulacién de un haz
luminoso fino (Uturbia, 1999). Otro ejemplo es el uso del electroretinograma,
gue registra la actividad eléctrica de la retina por medio de electrodos puestos
en el ojo del animal (Uturbia, 1999). Y en el campo de la biologia molecular se
pueden estudiar a los genes que codifican la expresion de las opsinas, y con
ello saber incluso como los pigmentos visuales evolucionaron en las distintas

especies. (Kelber y cols, 2003).

12



3.2 Antecedentes especificos

3.2.1 Xenotoca variata y su vision de color

Xenotoca variata (Foto 1) es un pez endémico de México de la subfamilia
Goodeinae. Los individuos de esta especie se caracterizan por poseer
escamas iridiscentes (Fitzsimons, 1972); los machos las usan para atraer a las
hembras, quienes las poseen en mucho menor cantidad (Moyaho y cols, 2004).
Algunas poblaciones de X. variata viven en cuerpos de agua turbia, como la
laguna de Yuriria, Guanajuato, donde una vision eficiente podria ser crucial
para identificar a los miembros de la especie, encontrar alimento y detectar a
los depredadores potenciales.

Foto 1. Xenotoca variata (macho). Fotografia obtenida en el Laboratorio de Ecologia de la conducta.

Juarez Mora (2015) encontr6 que el brillo reflejado por sefiuelos
decorados con estructuras iridiscentes similares a las escamas iridiscentes de
X. variata atrapaban la atencion de las hembras. Puesto que la respuesta vario
con los colores que las estructuras reflejaban, pudo concluir que posiblemente
los peces de esta especie percibian colores. Estudios recientes (Olmos-
Santiago, 2018) refuerzan esta hipétesis e indican que las escamas iridiscentes
de X. variata tienen la capacidad de reflejar no solo la luz en el espectro visible

sino también la ultravioleta.

13



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En conjunto, los estudios realizados en los peces de X. variata sugieren
gue estos peces poseen algun tipo de vision de color, aunque por ahora se
desconocen las caracteristicas que tendria tal visién de color. Saberlo
permitiria tener un conocimiento mas profundo acerca de su biologia, lo que
podria contribuir al disefio e implementacion adecuados de programas de

preservacion.

Por lo tanto, en esta tesis propongo abordar la siguiente pregunta de
investigacion:

¢, Cuantos tipos de conos tendrian los peces de Xenotoca variata?

4.1. Hipotesis y predicciones
Hipotesis 1
Los peces de Xenotoca variata tienen una vision tricromatica (i.e. 3 tipos

de conos diferentes).

Si la hipotesis es cierta, esperaria que se cumplieran las siguientes

predicciones:

i) Un pez entrenado para discriminar diferentes colores diferenciara todos

los contrastes de color;
i) Un pez no pudiera reconocer diferencias en colores idénticos.
Hipotesis 2

Xenotoca variata tiene una vision dicromatica (i.e. 2 tipos de conos

diferentes)

Si la hipoétesis es cierta, esperaria que se cumplieran las siguientes

predicciones:

i) Un pez entrenado para discriminar diferentes colores diferenciara solo

algunos de ellos;

i) Un pez no pudiera reconocer las diferencias de colores idénticos.

14



Hipotesis 3
Xenotoca variata tiene una vision monocromatica (i.e. no posee conos)

Si la hipétesis es cierta, esperaria que se cumpliera la siguiente
prediccion:

1) Un pez entrenado para discriminar diferentes colores no diferenciara

ninguno de ellos.

15



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Encontrar el tipo de vision de Xenotoca variata mediante pruebas de

discriminacion de colores.

5.20bjetivos especificos

1) Crear un programa de entrenamiento apropiado para los peces de
Xenotoca variata,;

ii) Crear ldminas tipo Ishihara apropiadas para poner a prueba la
capacidad de contrastar colores;

iif) Medir a los peces su capacidad de aprendizaje de colores usando
placas tipo Ishihara.

16



6. MATERIAL Y METODOS

Para poner a prueba las predicciones hice una serie de experimentos
donde los peces aprendieron a discriminar entre un estimulo objetivo y otros
estimulos distractores que variaban en tono o brillo. Para ello utilicé una prueba
anéloga a las pruebas de Ishihara aplicadas a humanos (Cheney y cols, 2018).

A los peces les mostraba una lamina con un patron tipo Ishihara. La
lamina consiste en circulos coloreados de distintos tamafios y brillos, llamados
estimulos distractores y de un circulo de un color diferente al resto (llamado
estimulo objetivo; Fig. 5), debajo del cual ponia una recompensa (i.e. alimento).
Entrenaba a cada pez del estudio para que aprendiera a escoger el estimulo
objetivo (i.e. el circulo de un color distinto), romperlo y obtener el alimento.
Seleccionaba el estimulo objetivo de manera aleatoria de entre todos los
circulos, siendo el tono del color lo Unico que diferenciaba al estimulo objetivo
de los estimulos distractores. Generé las laminas con patrones tipo Ishihara
con una funcion de Matlab (Version 9.0.0.321247; Cheney y cols, 2018).

SR S0 R
e Sive 020 ‘8.:.".?

Figura 5. Ldmina con un patrén tipo Ishihara. Dibujo que muestra una lamina con circulos de distintos brillos,
tamafios v tonalidades. Los estimulos distractores son azules v el estimulo obietivo es verde.

17



6.1 Peces experimentales

Para los experimentos utilicé a 16 hembras y 16 machos de Xenotoca
variata que se mantuvieron en peceras en el Laboratorio de Ecologia de la
Conducta. Los seleccioné de manera aleatoria de una poblacién de 30
hembras y 53 machos adultos de una poblacion criada en las instalaciones del
Instituto de Fisiologia. El agua de las peceras (25 x 50 x 30 cm) en que fueron
alojados los peces se mantuvo a temperatura ambiente (aproximadamente
21°C) y bajo un fotoperiodo de 12 horas (las luces se encienden a las 07 hrs).
Los peces eran alimentados dos veces al dia con alimento disponible

comercialmente.

6.2 Pecera experimental

Para hacer los experimentos utilicé ocho peceras de vidrio (25 x 50 x 30
cm). Cada una tenia dos compartimentos, uno en el que los peces hacian las
pruebas (15 x 11 x 30 cm) y otro en el que habitaron el resto del tiempo. Entre
los dos compartimentos habia una division opaca hecha de acrilico (25 x 20
cm) con una compuerta removible de 6 x 20 cm. La compuerta, que estaba
colocada en medio de la division, permitia a los peces pasar de un

compartimento al otro durante las pruebas (Fig. 6).

A B

Figura 6. Pecera experimental. El espacio donde los peces hicieron las pruebas esta marcado
con la letra “A”, y el espacio donde vivieron esta marcado con la letra “B”. En medio se
encuentra la division opaca coloreada de azul y de verde la compuerta removible.
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6.3 Alimento de recompensa

Como recompensa utilicé varios lotes de croquetas de alimento hechas en
el laboratorio. Para hacer cada lote mezclaba 1.5 g de hojuelas de alimento
comercial para peces con 0.3 g de grenetina en 3 mL de agua. Con esta
mezcla formaba una pasta que extendia sobre una superficie plana y cortaba
en circulos de tamafio similar. De cada circulo moldeaba pequefas croquetas
gue ponia a secar durante 30 min debajo de un foco de luz incandescente. Las

croquetas secas eran almacenadas en un recipiente a 4°C.

6.4 Placas para entrenamiento vy discriminacion

Entrené a los peces antes de aplicar las pruebas de discriminacion. Para
ello utilicé placas de entrenamiento, cada una formada por una lamina de
polipropileno de color gris (10.5 x 14 cm), una malla de plastico (10 x 14 cm) y
una lamina de acrilico transparente (10 x 14 cm); sobreponia a las tres y las

mantenia unidas con dos bandas elasticas (Fig. 7).

Figura 7. Placa de entrenamiento. La placa de entrenamiento esta formada por una lamina
de polipropileno gris, una malla de plastico y una ldmina de acrilico transparente.

Las laminas de polipropileno estaban perforadas con 1 6 6 agujeros de 8
mm de didmetro por donde cada pez podia acceder al alimento. Cubria cada
agujero con papel por la parte de abajo para que el pez tuviera que romperlo.
Usé dos tipos de laminas de polipropileno que llamé “A” y “B” (Fig. 8). La placa

“A” esta perforada con un solo agujero, mientras que la “B” con 6 agujeros
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Figura 8. Placa de condicionamiento A y B. Se muestran los dos tipos de placas y el nimero de
perforaciones que tiene cada tipo.

La malla de plastico estaba perforada en los mismos sitios que las
laminas de polipropileno. En los espacios asi formados se pueden colocar las
croquetas de alimento para que no se muevan, y siempre queden debajo del
agujero deseado. Por ultimo, la lamina de acrilico transparente sirve como una
base para la malla y la lamina de polipropileno; el arreglo permite ver si el

alimento se encuentra en su sitio, antes y después de las pruebas (Fig. 7).

Para las pruebas de discriminacion utilicé una placa similar a las placas
de entrenamiento, excepto que sustitui la placa de polipropileno por una de
papel con una impresion de un patron tipo Ishihara. (Fig. 5). Los agujeros de la
malla de plastico también estaban alineados con los circulos de los estimulos
objetivos, para que el pez rompiera la lamina de papel y encontrara la

recompensa.

Imprimi las placas en papel (80 g/m?; 8 x 11.5 cm) con un margen blanco
de aproximadamente 1cm. Generé las placas usando el programa Matlab, y
disefié cada una para poner a prueba la capacidad de los peces para
diferenciar el contraste entre dos colores. En el caso del estimulo distractor
escogia un color y hacian 4 estimulos mas brillantes y 4 mas oscuros, lo que
resultaba en 9 colores en total para los estimulos distractores. El programa
generaba 1017 circulos de 7 tamafios distintos (0.14, 0.25, 0.31, 0.41, 0.54,

0.64 y 0.71 cm). Asignaba aleatoriamente alguno de los 9 colores a los circulos

20



de la placa. Por ultimo, el programa elegia al azar un circulo al cual yo

asignaba el color del estimulo objetivo.

6.5 Diseno experimental

Utilicé un disefio cruzado, donde cada unidad experimental (i.e. cada
pecera) recibioé en un orden aleatorio los 10 tratamientos (cada una de las
laminas; Tabla 1) en cada una de 3 ocasiones. (Tabla 2). Hice las pruebas
correspondientes a 5 ldminas por dia y por pecera. Por lo tanto, hacia 30

pruebas en 6 dias por cada pecera. Conté la proporcién de aciertos de cada

prueba y consideré la longitud estandar del pez como una covariable (Tabla 3).

Cada tratamiento consistio en que los peces contrastaran dos colores;
escogi los contrastes con base en los utilizados en las pruebas de Ishihara
(Ishihara, 1987).

Tabla 1.- Tratamientos

Numero del Color de los Color del Tipo de cono (color)
tratamiento estimulos estimulo gue prueba el
distractores objetivo contraste de colores

1 Gris Azul Azul

2 Azul Verde Azul

3 Verde Azul Azul

4 Gris Magenta Verde

5 Amarillo Verde Verde

6 Verde Amarillo Verde

7 Gris Naranja Rojo

8 Naranja Rojo Rojo

9 Rojo Naranja Rojo

10 Gris Gris NA
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Tabla 2.- Disefio Cruzado

Pecera Sexo Tratamientos
Ocasiones
2 10
1 Machos 1
(n=4) 5
3
4 Machos 1
(n=4) 5
3
1 Hembras
(n=4)
4 Hembras
(n=4)
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Tabla 3.- Variables presentes en el estudio

VARIABLES INDEPENDIENTES

Nombre de la Tipo de variable Definicién

variable

Contrastes de Variable categodrica Dos colores distintos

colores escogidos para poner a
prueba la existencia de
un cono.

Sexo del pez Variable categoérica

VARIABLES DEPENDIENTES

Nombre de la Tipo de variable Definicion
variable
Proporcién de Variable continua Es el resultado de la
aciertos siguiente relacion:
(aciertos/ (aciertos +
errores)).
COVARIABLES
Longitud estandar Variable continua La distancia en

centimetros que hay de la
boca del pez a su
pedunculo (donde inicia
su aleta caudal); es un
indicador de su edad.
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6.6 Programa de entrenamiento

El entrenamiento previo a la ejecucion de las pruebas de discriminacion
estaba formado por 6 etapas, cada etapa consistio en varias sesiones. El
namero de sesiones no fue el mismo para todas las etapas y peceras, ya que
algunos peces avanzaban mas que otros. En un dia en particular realizaba una
sesion por pecera, y cada sesion consistia en 4 pruebas consecutivas. Hacia
ensayos experimentales 5 dias cada semana (Fig.9).

ETAPA
SESION

uesa [ 1 |[ 2 ][ 3 ][ 4 |[ve)

| ]

Figura 9. Programa de entrenamiento. Cada etapa consistié en un nimero variado de
sesiones, cada sesion se hacia en un dia y consistia en 4 pruebas consecutivas que duraban
3 minutos cada una.

Etapa 0: Puse a los peces en las peceras experimentales donde
permanecieron de 3 a 7 dias para que se aclimataran. Dejaba la
compuerta abierta a la vispera del inicio de la etapa 1 para que se
familiarizaran con los compartimentos. Ademas, alimentaba a los

peces con las croquetas que utilizaria como recompensa.

Etapa 1: Entrené a los peces para que comieran las croguetas
alcanzandolas desde la parte de arriba de la placa de entrenamiento
“A”. Esto ayudd a que aprendieran a asociar la recompensa con la
presencia de las placas. Para facilitar la tarea a los peces, pegaba
un trozo de papel delgado (20 gr/m?) debajo del agujero de la placa
de entrenamiento. Ponia la recompensa arriba del papel, a la vista
de los peces. Una vez que los peces completaban una sesion
comiendo de la placa en cuatro pruebas seguidas, los pasaba a la

siguiente etapa.
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Etapa 2: Para que los peces aprendieran a rasgar el papel
delgado, dejaba de poner la croqueta encima de €l y ahora lo ponia
debajo. El color del papel delgado (rosa y azul) cambiaba
indistintamente en cada prueba para que el pez no lo asociara con
la recompensa. Una vez que los peces completaban una sesion
rompiendo el papel delgado, en cuatro pruebas consecutivas, los
pasaba a la etapa siguiente.

Etapa 3: Cambiaba la placa de entrenamiento “A” por la “B”.
Ahora habia seis circulos con papel delgado, cinco de ellos del
mismo color y el restante de un color distinto con la recompensa
debajo. Todos los circulos tenian dos capas de papel delgado para
gue el pez aprendiera a rasgar papel cada vez mas grueso. Una vez
gue los peces aprendian a rasgar el circulo objetivo en cuatro

pruebas consecutivas, pasaban a la etapa 4.

Etapa 4: En esta etapa aumentaba a tres el nUmero de capas
de papel delgado. Cuando rasgaban el circulo objetivo cuatro

pruebas consecutivas, los pasaba a la etapa siguiente.

Etapa 5: Con el objetivo de que el pez aprendiera a rasgar
papel grueso, segui usando la placa de entrenamiento “B” pero
sustitui el papel delgado por uno para impresién (80 gr/m?), con los
colores amarillo, magenta y azul. Una vez que los peces aprendian
a romper el papel, y lo hacian durante cuatro pruebas consecutivas,

los pasaba a la etapa final.

Etapa 6: Sustituia la placa de entrenamiento por las de
discriminacion, las que contenian a los patrones tipo Ishihara.
Cuando los peces habian roto el papel de al menos seis laminas, los

pasaba a las pruebas de discriminacion.
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6.7 Pruebas de discriminacion

En cada prueba de discriminacion utilizaba una lamina con un patron tipo
Ishihara con dos colores, el del estimulo objetivo y el de los distractores. Usé
10 laminas distintas (Tabla 1) para cada pecera; las presenté a los peces en un
orden aleatorio, y en cada caso anotaba las veces que el pez intentaba romper
un estimulo distractor antes de romper el estimulo objetivo. Asi obtuve el
namero de errores en cada prueba. Cada una de éstas duraba 3 minutos. Si el
pez no encontraba el estimulo objetivo en ese tiempo, le presentaba a la
siguiente lamina. Repeti en tres ocasiones cada prueba de discriminacién, en
total hice 30 pruebas por pecera. Videograbé las pruebas para futuros analisis.

Utilicé como control una lamina donde el color de los estimulos
distractores y el objetivo eran grises. Este procedimiento permitié asegurar que

el pez no estuviera utilizando otro tipo de pistas para encontrar el alimento.

6.8 Mediciéon de la longitud estandar

Al finalizar las pruebas de discriminacion medi la longitud estandar de
cada pez. Primero anestesiaba a cada pez y luego lo ponia en un arreglo para
tomarle las fotografias (Fig.10). Finalmente, media la longitud estandar de cada

pez usando las fotografias y el programa ImageJ.

i

Figura 10. Arreglo para latoma de fotografias. Para tomar las fotografias ponia al pez,
anestesiado, en una caja de Petri con papel milimétrico de fondo. La camara estaba justo arriba de
la caja de Petri y una lampara que irradiaba una iluminacion difusa.

26



6.9 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias entre tratamientos, incluido el control, apliqué

modelos lineales generalizados mixtos (GLMMSs, por sus siglas en inglés). Por

las caracteristicas de las respuestas evaluadas (acierto o fallo) los datos no
siguieron una distribucion normal, por lo que consideré usar una distribucion
binomial. Ademas Inclui a la identidad de la pecera como variable de efectos
aleatorios, y consideré a las tres réplicas de cada pecera como pseudo-

réplicas.

También apliqué pruebas binomiales exactas para cada tratamiento,
teniendo como hipétesis nula a la probabilidad de que los peces hubieran
encontrado el estimulo objetivo solo por casualidad. Procedi asi para
determinar si otra pista pudiera haber sido la razon por la cual los peces
acertaban la prueba.
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7. RESULTADOS

7.1 Entrenamiento

Durante el entrenamiento registraba si los peces hacian las tareas
esperadas durante cada etapa y si lograban comer el alimento de recompensa.
Los peces no lograban obtener su recompensa en todas las pruebas; analicé si
esto afectaba al nimero de veces que los peces intentaban hacer la prueba (su
motivacion para hacerla). El andlisis estadistico no identific6 un efecto
significativo (p>0.05). Asi pude inferir que su motivacion a hacer la prueba no
cambioé mucho durante las pruebas de discriminacion, aunque si vario entre

peceras durante el entrenamiento.

El entrenamiento para los peces de cada pecera requirio tres meses. En
la tabla 4 se muestra el nUmero de sesiones que tomo a los peces de cada
pecera completar cada etapa. Tomo a los peces 40 sesiones en promedio

completar el entrenamiento.

Tabla 4.- NOmero de sesiones totales de entrenamiento por peceray etapa

P ETAPA DEL ENTRENAMIENTO
E E1 E2 E3 E4 E5 E6 TOTAL
E P1 QH 14 5 2 3 4 10 38
i P2 PH 3 4 9 1 14 5 36
P3 M 3 20 13 5 6 3 50
P4 QH 12 3 4 5 6 5 35
Ps AM 2 5 4 1 17 10 39
P6 M 4 7 16 5 3 8 43
P7 QH 4 7 13 3 7 1 35
P8 M 6 11 20 0 4 5 46
TOTAL 48 62 81 23 61 47 322
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La etapa 3 fue la que tomo a los peces mas sesiones de entrenamiento,
mientras que la etapa 4 fue la mas corta (tabla 4). Como puede observarse en
la misma tabla, las peceras con las hembras (P1, P2, P4 y P7) tardaron menos
en completar el entrenamiento que las peceras con los machos (P3, P5, P6y
P8).

Durante el entrenamiento hubo peceras cuyos peces tardaron mucho en
pasar de una etapa a otra. A pesar de lograr realizar la tarea en repetidas
ocasiones, no lograron hacerlo en 4 pruebas consecutivas. En estos casos,
tomé la decision de pasar a los peces a la etapa subsiguiente. Por ejemplo, en
el caso de la pecera 8, después de que los peces estuvieron 4 semanas en la

etapa 3, los pasé a la etapa 5.

7.2 Laminas tipo Ishihara

Para la prueba final de discriminacion imprimi 240 placas unicas,
correspondientes a la aplicacion de los 10 tratamientos con 3 repeticiones en
cada una de las 8 peceras. Imprimi en una hoja de papel una muestra de los
colores usados en los experimentos y medi su reflectancia (porcentaje) con un
espectroradiometro (Ocean Optics HR4000). Los resultados de dichas
mediciones para la placa 5 se muestran en la figura 11; Las mediciones para

cada una de las 10 placas se encuentran en el apéndice 3.
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Figura 11. Medidas de reflectancia de la placa 5. En la grafica se muestran las medidas de
reflectancia de cada uno de los estimulos utilizados en la placa 5. La reflectancia se midié como un
porcentaje a partir de un material de referencia (estandar). La linea punteada muestra la reflectancia
del papel utilizado para imprimir las placas. En la tabla se muestran los valores en codigo RGB que
utiliza el programa informatico para cada uno de los colores usados en la placa.
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7.3 Pruebas de discriminacién

Una vez finalizado el entrenamiento, los peces de cada pecera hicieron
30 pruebas de discriminacidn, las que correspondian a las 3 veces de cada uno
de los 10 tratamientos. En cada caso conté los aciertos obtenidos en cada uno
de los contrastes usados. Estas pruebas se realizaron para cada pecera en el

transcurso de dos semanas.

Promedié los resultados de las tres repeticiones de cada tratamiento de
cada pecera. La figura 12 muestra a la proporcién de aciertos en funcion de
cada tratamiento. El analisis estadistico mostr6 que todos los tratamientos
fueron significativamente diferentes del control (p<0.05). Las respuestas a las
laminas variaron en el promedio de la proporcion de los aciertos, asi como
también en la varianza. Esto sugiere que la proporcion de los aciertos vario
entre contrastes que probaban el mismo tipo de cono. Aun asi, los peces
encontraron el estimulo objetivo en todos los tratamientos, excepto en el

control, lo cual sugiere que poseen los fotorreceptores propuestos.

El andlisis estadistico también revel6 la presencia de un efecto
significativo del sexo (p<0.01), los machos tuvieron una menor proporcion de
aciertos para todos los tratamientos (Fig. 13). Sin embargo, no hubo una
interaccion que fuera significativa entre el tratamiento y sexo (p>0.05) (Fig. 14).
Esto sugiere que hembras y machos poseen una sensibilidad visual

comparable, aunque las hembras respondieron con mayor intensidad.

La prueba de tipo Ishihara tiene una ventaja sobre las pruebas
dicotdmicas (donde se comparan solo dos estimulos entre si) donde la
probabilidad de acertar por casualidad es de 1:2, y en las pruebas de tipo
Ishihara es de 1:1017. Esto debido a que la recompensa en alimento esta en
solo uno de los 1017 estimulos (circulos en las placas). Esto se ve reflejado en
el control ya que ningun pez en ninguna prueba de discriminacion pudo
encontrar su recompensa solo por casualidad o algun otro tipo de informacién
(e.g. pistas olfativas, etc.). La proporcion de aciertos de los tratamientos fueron
comparadas con el control por medio de pruebas binomiales exactas y
mostraron en todos los casos que la proporcion de aciertos fue

significativamente diferente a la del control.
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Figura 12. Resultados de la prueba de discriminacion. La gréafica de cajas muestra la
proporcion de los aciertos de todos las peceras (n=8) en funcion de los diferentes tratamientos
(placas tipo Ishihara) . La linea horizontal en cada caja representa a la mediana, los bordes inferior
y superior de la caja corresponden al primer y tercer cuartil respectivamente. Los bigotes se
extienden a £ 1.5 veces el rango intercuatrtilar. Los tratamientos fueron comparados con el control
gue representa la probabilidad de que los peces hayan encontrado al estimulo objetivo solo por
casualidad. Los colores de las cajas representan la agrupacion de los tratamientos por el tipo de
cono que probaban (azul, cono de tipo azul; verde, cono de tipo verde; rojo, cono de tipo rojo).
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proporcion de los aciertos (promedio + desviacion estandar del promedio) de las peceras con peces
machos (n= 4) y las peceras con peces hembras (n=4) para todos los tratamientos.
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Figura 14. Comparacion de la proporcion de aciertos de las hembras contra los machos
agrupados por tratamientos. La grafica de barras muestra la proporcién de los aciertos (promedio +
desviacion estandar del promedio) de las peceras con peces machos (n= 4) y las peceras con peces
hembras (n=4) con respecto a los tratamientos y el control, agrupados por el tipo de cono que

probaban.
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8. DISCUSION

8.1 Condicionamiento

El tipo de entrenamiento que apliqué resultd efectivo para que los peces
aprendieran a discriminar colores. Este tipo de tarea, asociar una recompensa
oculta por un objeto con un color especifico, ha sido utilizado en otras especies
de peces de agua dulce, como los guppies (Poecilia reticulata). Sibeaux y cols
(2019) entrenaron a un grupo de estos peces para resolver una prueba de
discriminacion de color que consistié en realizar una tarea por etapas
sucesivamente complejas. En el presente trabajo segui un procedimiento
similar, pues entrené a los peces para que discriminaran colores a traves de

etapas sucesivamente mas demandantes.

El aislamiento social en los vertebrados en general y en los peces en
particular, causa estrés lo que hace dificil aplicar programas de entrenamiento.
En pruebas piloto observé que los peces no respondieran a las pruebas que les
aplicaba al trasladarlos de manera individual a la pecera de pruebas. Por eso
decidi mantener a los peces en grupos de cuatro en cada pecera, y someterlos
a las pruebas en un compartimento contiguo; asi logré mantener la condicion
social y a la vez la experimental sin crear mayores alteraciones al arreglo
experimental. Este tipo de inconvenientes son comunes en pruebas de
entrenamiento en otras especies (Agrillo y cols. 2012). Las pruebas piloto
revelaron que la condicion social favorecia el aprendizaje de los peces, ya que
si uno de ellos hacia exitosamente la tarea con la consecuente recompensa, el
resto de los peces lo imitaban. De igual manera, una vez que un pez

encontraba el estimulo objetivo los demas lo emulaban y rompian mas rapido el

papel.

Las hembras terminaron el entrenamiento mas rapido que los machos, a
guienes tomé un promedio de 30 sesiones completar el entrenamiento; las
hembras en cambio tardaron 24 sesiones. Un resultado similar se ha
encontrado en otros estudios. Por ejemplo, Lucon-Xiccato y Bisazza. (2014)
hallaron que las hembras eran mas faciles de reentrenar que los machos. En el
presente estudio los machos probablemente tardaron mas en encontrar el

estimulo correcto porque, al menos en algunos casos, se distraian
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perseguiéndose dentro del area de pruebas, lo que evitaba que pudieran
resolver la tarea en el tiempo limite. Esto podria explicar las diferencias entre
los machos y las hembras respecto del nimero de sesiones que les tomo

avanzar en el entrenamiento.

8.2 LaAminas ishihara y pruebas tipo Ishihara

El uso de la prueba de las placas tipo Ishihara en peces es
relativamente nueva. Cheney y cols. (2019) demostraron que es Util para medir
exitosamente algunos de los aspectos de la discriminacion visual en los peces.
En este estudio usamos esta prueba para encontrar el tipo de conos que los
peces podrian tener. Y en efecto, la prueba fue apropiada para observar la
capacidad de los peces para aprender a diferenciar entre diferentes colores.

El brillo de los estimulos usados en las pruebas de discriminacion de
colores es una variable cuyos efectos indeseable deben tomarse en cuenta
(Kelber y cols, 2003), ya que un animal podria discriminar dos estimulos por su
brillo. Para contrarrestar este efecto, las laminas tipo Ishihara emplean
estimulos distractores con brillos distintos (Fig. 11). Si el pez estuviera
discriminando los estimulos por su brillo, entonces tendria dificultades para
encontrar el estimulo objetivo, pues su brillo se pareceria mucho al de otros

estimulos en la misma placa.

Otra ventaja en este tipo de placas es que se puede evitar que el pez
aprenda a encontrar la recompensa por su ubicacion en la placa, pues se
determina aleatoriamente. Por otra parte, pude determinar indirectamente que
0.14 cm es la agudeza visual de estos peces, pues detectaban circulos de este

tamafo a una distancia de 2 cm aproximadamente.

Las pistas visuales no son las Unicas que los peces podrian usar para
encontrar una recompensa; las croquetas de comida podrian ser encontradas
por su olor o apariencia a través del papel. Por esta razon inclui un grupo
control en el estudio (la placa 10; Tabla 1), donde el estimulo visual no era
distinto de los estimulos distractores (Apéndice 3, placa 10). En ninguna de las
pruebas los peces lograron encontrar la recompensa en estas placas. La

probabilidad de encontrar casualmente el estimulo correcto entre los estimulos
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distractores es de 1/1017. Esto indica que los peces solo tenian la pista visual
del color del estimulo objetivo.

8.3 Pruebas de discriminacién

Los tratamientos fueron disefiados para caracterizar la vision de color de
Xenotoca variata, cada uno de ellos ponia a prueba la existencia de un cono
especifico. Los tratamientos 1, 4 y 7 (Tabla 1) ponian a prueba que los peces
no tuvieran una visiébn monocromatica. Si los peces lograban diferenciar los
estimulos objetivos de los distractores de color gris, entonces se podia concluir
gue tenian una vision en colores. En efecto, los peces lograron diferenciar

estos contrastes.

Por otra parte, los contrastes de colores de los tratamientos 2, 3, 5, 6,8,
y 9 tuvieron como finalidad determinar los tipos de conos presentes en los
peces. Cada par de tratamientos sirvio para poner a prueba la presencia de
uno de los tres tipos de conos (rojo, verde y azul). Si no lograban identificar
alguno de los pares, se podia concluir que su vision seria dicromatica, y
ademas anticipar el tipo de cono ausente. Por el contrario, si lograban
identificar todas las diferencias entre los contrastes, se podia decir que los

peces tenian una vision tricromatica.

Hubo diferencias entre los contrastes que ponian a prueba la existencia
del mismo tipo de cono, por ejemplo entre los tratamientos 5y 6 (Fig. 12), lo
gue resulto interesante ya que indica que otros aspectos podrian estar
involucrados en la vision de color de estos peces. Una razén para explicar
estas diferencias es que los tratamientos fueron disefiados con base en las
pruebas de Ishihara, que fueron hechas para determinar deficiencias en la
vision de color en los humanos. Aunque los animales pudieran tener la misma
cantidad de conos, ello no significa que sus conos estén sintonizados en la
misma longitud de onda (Kelber y cols. 2003). Esto quiere decir que la longitud
de onda a la cual ocurre la absorbancia maxima de los conos no es idéntica, lo
gue sin duda causaria diferencias en la percepcién de los colores. Por lo tanto,
X. variata podria tener los tres tipos de conos sintonizados en longitudes de
onda distintas a la de los humanos, y entonces percibir estos contrastes de

forma también distinta.
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Como mencioné antes, habia evidencia de que estos peces podrian
tener al menos una vision tricromatica (Juarez. 2015, Olmos-Santiago. 2018), lo
gue es comun a otros peces de agua dulce (Neumeyer. 1992, Sibeaux. 2019,
Kelber. 2003). La vision a color podria ser importante en X. variata, por ejemplo
para realizar actividades como encontrar alimento, identificar depredadores, o
de lo que se tiene més evidencia, reproducirse. X. variata tiene en su cuerpo
manchas negras, una franja amarilla en la aleta caudal, y escamas iridiscentes.
Estas marcas podrian tener una funcién en su comportamiento social. Los
machos en particular utilizan estas escamas iridiscentes para atraer a las
hembras; lo consiguen por medio de una serie de pautas de cortejo que
podrian servir para aprovechar el brillo de las escamas (Fascinetto-Zago.
2018). Ademas, trabajos recientes llevaron a confirmar que estas escamas
brillan en distintas longitudes de onda (Olmos-Santiago. 2018), por lo que la
existencia de una vision de color seria indispensable para identificar las

diferencias de colores producidas por las escamas.

Olmos-Santiago también encontré que las escamas iridiscentes de esta
especie pueden reflejar luz ultravioleta, lo que lleva a anticipar que estos peces
poseen una vision tetracromatica; es decir que tienen un cuarto tipo de cono.
La vision ultravioleta es comun en algunos peces de agua salada (Marshall y
cols. 2015) y en muchos peces de agua dulce (Neumeyer, 1992; Kelber, 2003).
Sin embargo, esta capacidad es dificil de identificar usando solo pruebas como
las que utilicé en este trabajo. Una fuente de luz ultravioleta y otros colores en
lugar de los estimulos pintados con pigmentos comerciales, serian necesarios
para llevar a cabo dicha investigacion. Experimentos futuros con
procedimientos diferentes podrian emplearse para conocer mas este aspecto

de la vision de X. variata.
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9. CONCLUSION

Se puede concluir que Xenotoca variata posee al menos una vision de color
tricromética cuyos conos podrian no coincidir con la absorbancia maxima de los
conos de los humanos. Estudios futuros son necesarios para determinar las
caracteristicas de cada tipo de cono, y de la existencia de un cuarto tipo
responsable probable de la vision UV.
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11. APENDICES

Apéndice 1. Hojas de registro utilizadas en el entrenamiento y las pruebas

de discriminacion

Entrenamiento:

1 PECERA: FECHA:/ /19

HORA PLACAY CQLOR COMER
PAPEL ESTIMULO ARRIBA
PA CH1
PA CH1
PA CH1
PA CH1

PECERA: FECHA: / /19

PA CH1

PA CH1

PA CH1

PA CH1

HORA  PLACAYPAPEL COLORESTIMULO ROMPER ESTIMULO COMER ABAJO

ETAPA
3 PECERA:

PLACAY
PAPEL

HORA
PB CH3
PB CH3
PB CH3

PB CH3

COLOR
ESTIMULO

COLOR
FONDO

FECHA:/ /19

ROMPER
ESTIMULO

COMER
ABAJO

ERROR
ES
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ETAPA
4 PECERA:

FECHA:/ /19
o PLACA Y COLOR COLOR ROMPER COMER ERRORE
PAPEL ESTIMULO FONDO ESTIMULO ABAJO S
PB PAPEL
PB PAPEL
PB PAPEL
PB PAPEL
ETAPA
5 PECERA: FECHA: / /19
. PLACA Y TRATAMIENT ROMPER COMER ERRORE
PAPEL o ESTIMULO ABAJO S
ISHIHARA
ISHIHARA
ISHIHARA
ISHIHARA
Pruebas de discriminacion:
DISCRIMINACIO
N PECERA: FECHA: / /19
. TRATAMIENT ROMPER ERRORE COMER
ESTIMULO S ABAJO
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PLACA 2

PLACA 1

Apéndice 2. Muestra de los 10 tratamientos utilizados
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PLACA 6

PLACA S5

PLACA 8

PLACA 7
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PLACA 9
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Apéndice 3. Medidas de reflectancia para las 10 placas utilizadas

380
|

PLACA 1
COLOR RGB
0,0,255

300
|

280
|

200
|

25.5,25.5,25.5
51,51,51
76.5,76.5,76.5
102,102,102
127.5,127.5,127.5
i 153,153,153

o 178.5,178.5,178.5

350 400 450 500 550 600 650 700 204,204,204

Reflectancia

100 150
| |

50
1

Longitud de onda (nm) 229.5,229.5,229.5

PLACA 2
COLOR RGB

350
1

0,255,0

300
1

280
1

0,0,51
0,0,102
0,0,153
0,0,204
0,0,255
51,51,255
102,102,255

Reflectancia
200
1

150
|

I T I I T I T I
350 400 450 500 550 600 650 700 153,153,255

Longitud de onda (nm} 204,204,255
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Reflectancia

Reflectancia

100 150 200 250 300 350

50

350

300

T T
500 550

Longitud de onda (nm)

600

650

700

350

400

450

500 550

Longitud de onda (nm)

600

650

700

PLACA 3

COLOR RGB

0,0,255

10.2,51,0
35.7,102,0
86.7,153,0
137.7,204,0
188.7,255,0
201.45,255,51
214.2,255,102
226.95,255,153
239.7,255,204

PLACA 4

COLOR RGB

- 255,0,255

25.5,255,25.5
51,51,51
76.5,76.5,76.5
102,102,102
127.5,127.5,127.5
153,153,153
178.5,178.5,178.5
204,204,204
229.5,229.5,229.5
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Reflectancia

Reflectancia

100 150 200 250 300 350

50

100 150 200 250 300 350

50

PLACA S

COLOR RGB
0,255,0

1

51,51,0
102,102,0
153,153,0
204,204,0
255,255,0
255,255,51
255,255,102
255,255,153
255,255,204

PLACA 6

COLOR RGB

350 400 450 500 550 600 650 700
Longitud de anda (nm)
T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700

Longitud de onda (nm)

255,255,0

0,51,0
0,102,0
0,153,0
0,204,0
0,255,0
51,255,51
102,255,102
153,255,153
204,255,204
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Reflectancia

Reflectancia

PLACA 7

g 1 o COLOR RGB
: 255,153,0

25.5,25.5,25.5
51,561,51
76.5,76.5,76.5
102,102,102
127.5,127.5,127.5
153,153,153
178.5,178.5,178.5

\ T T T T T T T 204,204,204
350 400 450 500 550 600 650 700
229.5,229.5,229.5

Longitud de onda (nm)

PLACA 8

g COLOR RGB
S - - 255,0,0
] 51,7.65,0
g 102,33.15,0
o 152,58.65,0
" 204,84.15,0
e 255,109.65,0
S 255,135.15,51

o i = 255,160.65,102
o | . : 255,186.15,153

350 400 450 500 550 600 650 700 255,211.65,204

Longitud de onda {(nm)
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Reflectancia

Reflectancia

200 250 300 350

150

300 350

280

500 550

Longitud de onda (nm)

600

650

700

350

400

450

500 550

Longitud de onda (nm)

600

650

PLACA 9

COLOR RGB

255,153,0

51,0,0
102,0,0
153,0,0
204,0,0
255,0,0
255,51,51
255,102,102
255,153,153
255,204,204

PLACA 10

COLOR RGB

127.5,127.5,127.5

255,255,255
51,51,51
76.5,76.5,76.5
102,102,102
127.5,127.5,127.5
153,153,153
178.5,178.5,178.5
204,204,204
229.5,229.5,229.5
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