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Resumen
La coloracion estructural es una caracteristica de muchas especies animales. La interaccion
fisica entre la luz y nanoestructuras, localizadas sobre el integumento, es responsable de tal
coloracion. Esta resulta de la interferencia, refraccion o dispersion de un haz de luz
incidente que sintoniza a la luz reflejada en un color o subconjunto de colores. De acuerdo
con la conformacion espacial que exhiben, las nanoestructuras que producen coloracion
estructural se han clasificado en i) interferencia de capas finas, ii) reflectores multicapas,
iii) rejillas de difraccion, iv) arreglos multidimensionales y v) de dispersion incoherente.
Las cuatro primeras conformaciones producen iridiscencia, fenémeno definido como el
cambio de color de una superficie como resultado de la variacion del &ngulo de observacion
o de la luz incidente. Espectralmente, una superficie iridiscente se caracteriza por tener uno
o varios picos de reflectancia maxima. En este trabajo estudié las propiedades dpticas y
fisicas de las escamas iridiscentes del pez Xenotoca variata. Puse a prueba algunas de las
predicciones que se derivan de la clasificacion mencionada arriba con el objetivo de
identificar la estructura responsable de generar la iridiscencia que muestran estos peces, y el
angulo éptimo de su reflectancia maxima. Con este propdsito usé un espectroradiometro en
un arreglo experimental en el que varié el &ngulo de incidencia de un haz de luz emitido por
una fuente luminosa a través de una fibra éptica. La misma fibra envia la reflectancia
capturada en cada escama iridiscente a una computadora donde la reflectancia maximay el
brillo de las escamas son analizados. Utilicé una muestra de 16 hembras y 16 machos y
seleccioné aleatoriamente dos escamas iridiscentes de cada pez. Los resultados que obtuve
indican que los machos y las hembras no difieren en la reflectancia maximay el brillo de
las escamas iridiscentes, aunque los machos mostraron mucha mas variacion en las dos

mediciones que la mostrada por las hembras. La longitud de onda de la reflectancia maxima



(Amax) alcanzada y el brillo capturados a 90 grados difirieron de los otros angulos. Asi
mismo, el pico maximo de reflectancia se sintonizo a diferentes longitudes de onda al variar
el &ngulo de incidencia de la luz, lo cual coincide con la definicion de iridiscencia. Ademas,
encontré que Amax Se sintoniza entre 300 y 400 nm cuando la luz incide sobre las escamas a
25°, 35° y 45°, lo cual sugiere la existencia de un sistema de sefiales basado en el uso de luz
ultravioleta (UV). También encontré que Amax crece con el &ngulo de incidencia de la luz,
como se espera que ocurra cuando las nanoestructuras funcionan como reflectores
multicapa. Finalmente, analicé las escamas brillantes de X. variata bajo el microscopio
confocal, con lo cual logré determinar el tipo de escama que presentan. También encontré
que las escamas brillantes muestran autofluorescencia bajo diferentes longitudes de onda
(408, 488 y 561 nm). Sin embargo, no realicé el analisis bajo el microscopio electronico lo
que me ha impedido determinar el tipo de nanoestructura responsable del color iridiscente
de estas escamas. No obstante, con base en el analisis de los espectros de reflectancia

obtenidos puedo anticipar que la nanoestructura es un reflector multicapa, y no otro tipo.
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1. INTRODUCCION

1.1. El color

En la naturaleza existen patrones complejos de color cuya funcion en los animales que los
poseen es comunicar un mensaje a conespecificos (i.e. animales de la misma especie) y/o a
los individuos de otras especies. Los colores exhibidos por tales animales pueden ser de tres

tipos: pigmentarios, fluorescentes y estructurales.

Los colores pigmentarios se originan porque hay compuestos quimicos cuyas
moléculas ocasionan una absorcion y reflexién selectiva de las longitudes de onda de la
porcion visible de la radiacion electromagnética (Bradbury y Vehrencamp, 2011). La
fluorescencia ocurre cuando una substancia absorbe selectivamente radiacion
electromagnética de energia elevada y longitud de onda corta (e.g., luz UV, invisible al ojo
humano), y emite radiacion electromagnética de energia baja y longitud de onda larga. Este
tipo de radiacion electromagnética puede percibirse en el espectro visible como luz
brillante. La diferencia de energia resultante entre la radiacion excitadora y la emitida es

disipada en forma de calor (Arnold et al., 2002).

La coloracidn estructural ocurre por la reflexion selectiva de longitudes de onda del
espectro visible de la radiacion electromagnética. Este fendmeno es producido por
estructuras bioldgicas cuyo tamafio se ubica en el orden de los nanémetros localizadas en el
integumento —la cobertura mas externa del epitelio de los animales. Dichas estructuras
estan conformadas por laminas de materiales con una estructura cristalina, intercaladas con
citoplasma, material extracelular o aire, lo cual genera arreglos con diferentes indices de

refraccion (i.e. el grado de deflexién que un medio produce a un rayo de luz que ingresa en



él; Osorio y Ham, 2002). EI color se percibe cuando un haz de luz incide en un angulo para
el cual el arreglo de la nanoestructura produce una reflectancia 6ptima determinada por sus
propiedades fisicas, y al ser reflejada la luz se sintoniza en una longitud de onda particular.
La variacion en el angulo de incidencia de la luz o del angulo de observacion produce un
cambio en el color que se percibe, ya sea como reflejo especular —fenémeno producido
cundo el angulo de la luz incidente es igual al reflejado—o iridiscencia (Parker, 1998). En
ambos casos se puede identificar el matiz y brillo, cualidades del color que se refieren a la
variacion del tono y a la cantidad de luz emitida y reflejada, respectivamente (Bradbury y

Vehrencamp, 2011).

1.2. Mecanismos que producen color estructural

Las diferentes configuraciones espaciales de las nanoestructuras que generan coloracién
estructural han sido descritas usando técnicas de microscopia electrénica. A continuacion

describo los distintos tipos de arreglos espaciales identificados hasta el momento.

a) Capas finas
Este tipo de arreglo, posiblemente el mas sencillo, se refiere a una estructura
iridiscente que consiste en una lamina delgada de material transparente, con un
indice de refraccion diferente al del substrato subyacente (Kinoshita y Yoshioka,
2005; Prum, 2006). Cuando un haz de luz es proyectado a un medio con un indice
de refraccion mayor, el movimiento de la luz es ralentizado, sus ondas se vuelven
mas pequefias en su longitud y la distancia recorrida a lo largo de la lamina crece.
La luz se refleja y regresa al mismo ritmo lento al tocar el borde inferior de la

lamina. Cuando la luz finalmente se reincorpora con la luz reflejada en la superficie,



estara fuera de fase (Figura 1). El grado de desfase dependera del grosor de la
lamina y el angulo de la luz al chocar contra la superficie (Simon, 1971).

Si la diferencia de fases entre los haces reflejados alcanza una longitud de
onda completa o un maltiplo de una longitud de onda en particular, ésta sera
reforzada y el color serd mas puro. El refuerzo sera mayor si las ondas tienen la
misma amplitud mientras que las longitudes de onda restantes quedaran eliminadas.
Esto resultara en la sintonizacion de un solo color. Pero, si la diferencia de fases
entre los haces reflejados de este color en particular es uno o la mitad de esta
longitud de onda, se neutralizaran y seran invisibles. Como resultado, las ondas se
sintonizaran en otro color. Cabe destacar que este hecho ocurre solo para colores
compuestos, es decir aquellos gque no sean monocromaticos (Kinoshita y Yoshioka,

2005; Prum, 2006; Kinoshita et al., 2008; Simon, 1971).
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Figura 1. a) Configuracion de interferencia de capas finas. En la figura se muestran el angulo con el que la
luz incide en la superficie 05; el angulo resultante de la refraccion 0y el grosor de la lamina d y los diferentes
indices de refraccién que intervienen en la descomposicion de la luz: 1]a, Ip y T]c. ESquema tomado de
Kinoshita y Yoshioka (2005). b) Espectro de reflectancia producido por un arreglo de capa fina en tres puntos
diferentes (indicado con los colores) de un ala iridiscente de mosquito. Imagen tomada de Stavenga (2014). c)
Micrografia de una pluma del ave Sturnus vulgaris, donde se puede observar la estructura de capa fina. Figura

tomada de Bradbury y Vehrencamp (2011).



b) Reflector multicapa
Este mecanismo resulta de la formacion de pilas de laminas intercaladas entre si con
materiales de diferentes indices de refraccion. El espesor de las laminas y la
separacion entre ellas debe ser uniforme para que se produzca una dispersion
coherente y como consecuencia se aprecie iridiscente (Figura 2). Para producir
colores dorados, el grosor de las laminas debe disminuir cuanto méas profundas en la
pila estén. En cambio, para generar una reflectancia plateada, lo cual ocurre en
muchos peces, se ha reportado que el arreglo debe consistir en varias series de pilas
regulares. Cada serie estara sintonizada a una frecuencia diferente, logrando un
espectro amplio que resulta en la produccion de una reflectividad elevada en todos

los angulos de observacion (Simon, 1971; Kinoshita y Yoshioka, 2005).
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Figura 2. a) Configuracion de reflectores multicapa. Este arreglo consiste de una pila de laminas Ay B con
grosor ax; y axz e indice de refraccion I]a y I]s, del espacio incidente y transmisor, respectivamente. 0, y 0y
son los angulos de refraccion. b) Espectro de reflectancia resultante de un arreglo multicapa con una
diferencia pequefia entre ellos (a la izquierda) y una diferencia grande entre los indices de refraccion grande
(derecha). Figuras tomadas de Kinoshita y Yoshioka (2005). ¢) Micrografia del integumento del escarabajo
Chrysochroa fulgidissima, donde se muestra una nanoestructura reflector multicapa. Imagen tomada de
Kinoshita y Yoshioka (2005).



Los reflectores multicapa varian en el nimero de laminas, las cuales suelen
tener un espesor éptico—el grosor de cada lamina multiplicado por su indice de
refraccion—de un cuarto de longitud de onda. En su espectro de reflectancia se
apreciaran picos de magnitud menor que los que aparecen en el arreglo de capas
finas (Parker, 2000; Prum, 2006; Bradbury y Vehrencamp, 2011). En los peces se ha
encontrado que dichas pilas estan formadas de ld&minas de guanina y citoplasma con
indices de refaccion de I1=1.83 y I]=1.33 respectivamente (Schartl et al., 2016).
Rejillas de difraccién
Este es un arreglo periddico de hendiduras o surcos que refracta y divide la luz en
varios haces que viajan en diferentes direcciones. Asi, la luz se dispersa formando
un espectro de varios colores. La caracteristica fisica fundamental de una rejilla de
difraccion es la modulacion espacial del indice de refraccion. La interferencia
constructiva—superposicion de dos o mas ondas de frecuencias iguales que al
interferir superponen sus crestas y generan un nuevo patron donde sus efectos
sumados originan una onda de mayor amplitud—ocasiona un espectro de primer y
segundo orden, cuando las longitudes de onda dispersas en las superficies de las
crestas y los surcos se encuentran en fase (Figura 3). El color reflejado depende de
la distancia entre las crestas, cuando ésta sea igual a una longitud de onda particular
o0 algun multiplo integral de la misma la luz de las ranuras adyacentes estara en fase
produciendo una interferencia constructiva. En todos los otros angulos las ondas que
se originan del surco interferirdn de manera destructiva. En el espectro de
reflectancia se observan picos de magnitud mas pequefia que los generados por el
arreglo de capas finas (Parker, 2000; Lowen, 2005; Prum, 2006; Bradbury y

Vehrencamp, 2011).
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Figura 3. a) Representacion de la reflexion por rejillas de difraccion. En el esquema se muestran rayos de luz
incidentes a una ranura de separacion determinada (d) y los angulos de incidencia y dispersion. Figura tomada
de Lowen (2005). b) Micrografia de una antena del crustaceo Azygocypiridina lowryi donde se muestra la

nanoestrcutura tipica de las rejillas de difraccion. Figura tomada de Parker (1996).

d) Arreglos multidimensionales
Este tipo de arreglo genera una dispersion coherente de la luz en varias direcciones.
Lo consigue con base en matrices de dos o tres dimensiones con niveles o planos
equidistantes formando estructuras tipo esponja o un espacio de rejilla.
Generalmente no producen colores iridiscentes, aunque si especulares o difusos
(Bradbury y Vehrencamp, 2011). La variacion en el &ngulo de luz incidente o en la
distancia entre los planos puede producir cambios en el color apreciado. Esto sucede
cuando la luz choca con este tipo de estructuras y una porcion es reflejada por la
superficie y otra es refractada a través de las capas subyacentes donde es refractada
y reflejada nuevamente, siguiendo este comportamiento una y otra vez. Cuantos
mas niveles haya, mas pura y monocromatica sera la luz reflejada por la estructura.
Asi, el factor mas importante en la produccién del color mediante este mecanismo
es el mantenimiento de distancias iguales entre los niveles, mas que la posicién de
las particulas que la formen (Simon, 1971). Se ha observado que las plumas de
algunas aves presentan arreglos unidimensionales o bidimensionales de pilas de

laminillas de melanina o varillas de queratina, s6lidas o rellenas de aire. Estas



pueden aumentar la reflectancia total por capa produciendo dispersion coherente, lo
que resulta en una iridiscencia muy brillante (Prum, 2006). En la naturaleza este
arreglo genera a menudo despliegues de destellos de luz. Generalmente el angulo al
que se puede apreciar el color es muy estrecho (menos de 40°). En el caso de los
arreglos bidimensionales el color se puede percibir en un rango de angulos mas
amplio los cuales generalmente producen iridiscencia metalica como la encontrada
en la cola de los pavorreales (Figura 4) (Parker, 2000; Bradbury y Vehrencamp,

2011).

a)

Figura 4. a) Esquema que muestra los arreglos uni, bi y tridimensional que pueden producir coloracién
estructural. Las flechas indican la direccidn del vector con variacion periddica. Esquema tomado de Bradbury
y Vehrencamp (2011). b) Micrografia que muestra la nanoestructura tridimensional encontrada en las escamas
de las alas de la mariposa Teinopalpus imperialis. Imagen tomada de Bradbury y Vehrencamp (2011).
e) Dispersion difusa
Esta se logra con cualquier arreglo desorganizado de material coloidal disperso en
forma de laminillas con diferentes indices de refraccién. También es posible que la

dispersion ocurra con capas desordenadas de material incoloro relativamente

gruesas, lo que producira una coloracion brillante blanca. En un sistema coloidal,
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las particulas son mas grandes que la longitud de onda de la luz, y entonces pueden
ser consideradas como espejos orientados en todas las direcciones (Figura 5)

(Parker, 2000; Bradbury y Vehrencamp, 2011).

Figura 5. Micrografia del exoesqueleto del escarabajo Lepidiota stigma donde se muestra una nanoestructura
sin un orden aparente. Las flechas rojas indican la dispersion de la luz en direcciones multiples. Imagen

tomada y modificada de Burresi et al., 2014.

Las caracteristicas de los espectros de reflectancia pueden sugerir el tipo de la
nanoestructura que los origina. Las estructuras laminares generalmente producen coloracion
direccional (i.e. espectros con picos de reflectancia estrechos), mientras que las estructuras
tipo esponja producen coloracion difusa originando espectros con picos de reflectancia
amplios (Osorio y Ham, 2002; Prum, 2006). Cuando la luz incide sobre las nanoestructuras
el color que originan puede ser producido por 1) dispersion de la luz por particulas con alto
indice de reflectancia, 2) reflexion de la luz por una superficie delgada que actia como una
rejilla de difraccidn e, 3) interferencia ocasionada por estructuras hechas de materiales de
alto y bajo indice de refraccion (Land, 1972). En el caso de la iridiscencia se espera que sea
producida por interferencia ya que su sintonizacion espectral es dependiente de la manera
en la que la luz es reflejada después de atravesar el espacio de las estructuras laminares, lo

cual varia con el angulo de incidencia de la luz (Land, 1972; Osorio y Ham, 2002).



1.3. Integumento en peces

El integumento o el sistema tegumentario es la capa mas externa de los animales, incluye la
piel y todas las estructuras derivadas o asociadas a ella como el pelo, las setas, plumas,
escamas o los cuernos. En la mayoria de los animales es flexible y resistente, y entre sus
funciones se encuentran la proteccion mecéanica contra las abrasiones y la proteccion
bacteriana. En los vertebrados el integumento esta compuesto de la epidermis, derivada del
ectodermo, y subyacente a ésta, se encuentra la dermis que es de origen mesodérmico
(Hickman et al., 2001). En los peces el integumento recubre a todo el pez incluyendo las
aletas, provee comunicacion con el ambiente y debido a todos los procesos que se llevan a
cabo en el sistema integumentario, ayuda a mantener la homeostasis de los peces. El
integumento ademas proporciona proteccion mecanica y contra agentes externos, y posee

una gran capacidad de regeneracion y cicatrizacion (Noguera et al., 2015).

La primera barrera de proteccion que poseen los peces teledsteos y primera porcion
del integumento es la capa cutanea o cuticula, de aproximadamente 1 um de espesor. La
cuticula esté constituida por mucopolisacaridos y es secretada por células mucosas y
algunas células protoplasmaticas. Subyacente a la cuticula se encuentra la epidermis, ésta
varia su grosor entre especies, y en la misma cambia en funcién de factores como la edad,
el sexo, la maduracién y época del afio. Se compone de dos capas: una externa formada
principalmente por células de Malpighi, y otra basal. La capa basal se denomina generatriz
ya que produce células epiteliales que reemplazan a las de la capa superficial. Ademas, en
la epidermis pueden encontrase células mucosas, quimio-sensoriales y macrofagos. Por
debajo de la epidermis hay una capa basal acelular que la separa de la dermis (Figura 6;

Sierra et al., 2011; Noguera et al., 2015).



La dermis estd compuesta por dos capas: i) stratum espongiosum, formada por
fibras de colageno y reticulares. Contiene células pigmentarias, leucocitos
polimorfonucleares baséfilos, células cebadas y escamas y, ii) stratum compactum, de
menor tamafo que la capa suprayacente. Esta formado por fibras que generan una matriz

colagena que dan un soporte firme y flexible al integumento (Figura 6; Sierra et al., 2011).

Las escamas son estructuras ¢seas dermicas flexibles, calcificadas, que se
encuentran orientadas hacia la parte posterior del cuerpo y que pueden actuar como una
fuente de calcio. Algunos peces carecen de escamas Yy otros pueden solo presentarlas
modificadas (Hickman et al., 2001; Noguera et al., 2015). Las escamas de los peces
teledsteos pueden presentar dos formas: i) cicloides, con el margen posterior liso, de gran
espesor, y con forma eliptica o de rombo. Tienen una cubierta de esmalte brillante y suelen

presentarlas los peces mas primitivos, ii) cicloideas, escamas delgadas con forma

Cuticula

Epidermis

Stratum
spon giosum
Escama

Dermis

Stratum
compactum

Figura 6. Micrografia del integumento de un pez tele6steo donde se muestran las diferentes partes que
componen al integumento. Con flechas rojas se muestran la cuticula, la capa basal y un cromat6foro. Ademas,
se sefialan escamas y diferentes partes del stratum spongiosum donde pueden encontrarse. Imagen tomada y

modificada de Noguera et al. (2015).
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eliptica que presentan el margen posterior con proyecciones en forma de espina o peine;
suelen encontrarse en peces menos primitivos (Figura 7; Hickman et al., 2001; Sierra et

al., 2011; Noguera et al., 2015).

_—— Margen anterior

___—— Circulos~—~—___ = '\‘\
-~

m i 1 p %

= -— Radios - & & oy
R -y o
= O ?‘ ) = &S
= ] L
g8 Circulos anuales— wy o

o

Organo sensorial

Poro externo

Parte
expuesta
A

Dientes

Y
ejsandxa
ajeqd

- —

Escama ctenoide

Margen posterior

Escama cicloide

Figura 7. Tipos de escamas en peces. La imagen muestra los tipos de escama que los peces teledsteos pueden
presentar: ctenoide (izquierda) y cicloideas (derecha). Con flechas rojas se sefialan sus partes y con llaves las
partes que se encuentran embebidas en la dermis y expuestas. Imagen tomada y modificada de Pandey y
Mathur (2018).

Ademas de las escamas, los cromatoforos son otros de los componentes importantes
en el sistema integumentario. Los cromatéforos y en algunos casos, su cambio como
respuesta a estimulos ambientales o internos, son responsables del patron de coloracién de
los peces (Noguera et al., 2015). El color integumentario puede ser producido por
pigmentos o por la modulacion de la reflexion y absorcion de la luz (i.e. coloracién
estrcuctural; Hickman et al., 2001). Con base en esta clasificacion se pueden encontrar
diferentes tipos de células en la dermis de los peces que generan los patrones de color: i)
células pigmentarias como los melanoforos, xantoforos, eritréforos y cianéforos; ii) células
que reflejan luz como los irodéforos y leucoforos vy iii) células dicromaticas, que son los
eritro-iridoforos y los eritro-cian6foros (Schartl et al. 2016). Esta clasificacion se explica a

detalle a continuacion.
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1.4. Células que producen color

De acuerdo a Schartl et al. (2016) una célula pigmentaria es aquella que genera organelos
unidos a la membrana, los cuales producen color por medio de sustancias o estructuras. Una
célula pigmentaria primaria es aquella que sintetiza pigmentos (e.g. melanina) o ensambla
estructuras (e.g. cristales de guanina), mientras que, una célula pigmentaria secundaria es la
que adquiere pigmentos por transferencia de organelos pigmentarios desde otra célula (e.g.

queratinocitos).

A raiz de las discusiones sobre la falta de definiciones y caracterizaciones claras de
las células pigmentarias surgidas en la 72 reunién de la Sociedad Europea de Investigacion
de Células Pigmentarias en Ginebra en 2012, Schartl et al. (2016) propusieron usar la

siguiente clasificacion:

Melanocitos. Son el tipo de célula pigmentaria mas comdn en la naturaleza. Se caracterizan
por la presencia de eumelanina negra o feomelanina amarillenta. Pueden clasificarse con
base en su capacidad de transferir o no transferir melanina. Asi, los melanocitos que
transfieren melanina pueden encontrarse en la piel de las aves y los mamiferos. Estos
grupos de animales secretan melanocitos, los cuales son tomados por queratinocitos vecinos
gue generan el color. Los melanocitos que no secretan melanina se encuentran en la dermis
y en partes no cutaneas de los mamiferos, las aves, los reptiles, anfibios y peces. Existe un
tipo especial de transferencia de melanina en los vertebrados inferiores que es parte de una
respuesta adaptativa a la luz del sol. Sucede cuando los melanosomas son dirigidos hacia la
periferia del melanocito o cuando son concentrados perinuclearmente, lo que permite una

absorcion de la luz méas extensa o reducida (Tabla 1).
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Células pigmentarias sin melanina. Este tipo de células son encontradas cominmente en
animales poiquilotermos. Se clasifican en células que reflejan la luz y en las que la
absorben. En la primera categoria se encuentran los iridéforos (iridiscentes o blancos) y los
leucdforos (laminas reflectantes o leucosomas). Los iridoforos contienen laminas
reflectantes de cristales de purinas y se aprecian iridiscentes cuando las laminas forman
arreglos organizados o blancos cuando presentan un arreglo desorganizado. Los leucoforos
contienen &cido Urico empaquetado en organelos redondos y pequefios denominados
leucosomas. Respecto a la segunda categoria, las células pigmentarias sin melanina que
absorben la luz son del tipo de los xantéforos, eritroforos (amarillos y rojos
respectivamente, debido a pterinosomas y/o carotenoides contenidos en vesiculas) y
cianoforos (azul intenso, debido a cianosomas que contienen un pigmento azul
desconocido). Este tipo de células se encuentran en zonas cutaneas y no cutaneas y estan
involucradas en cambios de color, debido al movimiento de los organelos en el

citoesqueleto a lo largo del citoplasma (Tabla 1).

Células pigmentarias policromaticas. En esta categoria se encuentran aquellas células de
algunas especies de peces (Pseudochromis diadema y Synchiropus splendidus) que no
encajan en la clasificacion anterior. Son: i) eritro-iridéforos que contienen laminas
reflectoras de la luz y carotenoides, Y ii) eritro-cian6foros, cromat6foros policromaticos que

absorben la luz y que contienen cianosomas, pterinosomas y carotenoides (Tabla 1)
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Tabla 1. Clasificacion y caracteristicas de las células pigmentarias. Tabla tomada y modificada de Schartl et

al., 2015.
Célula Precursor Pigmento Organelo Distribucion en la
pigmentaria contenedor de naturaleza
pigmento
Absorbe luz
Melanocito Melanoblasto Eumelanina, Melanosoma Todos los vertebrados
Feomelanina
Xantoforo Xantoblasto Pteridinas, Pterinosoma, Aves, reptiles,
carotenoides granulos de anfibios, peces
carotenoide
Eritroforo Eritoblasto Pteridinas, Pterinosoma, Reptiles, anfibios,
carotenoides grénulos de peces
carotenoide
Ciand6foro Cianoblasto Desconocido Cianosoma Peces
Refleja luz
Iridéforo Iridoblasto Cristales de Laminas Aves, reptiles,
purinas o reflectantes anfibios, peces
pteridinas
Leucdforo Leucoblasto Cristales de Leucosoma Aves?, reptiles,
purinas o (Pterinosoma, anfibios, peces
pteridinas otros)
Dicromaética
Eritro-iridéforo  Eritro-iridoblasto  Cristales de Laminas Peces
purinas o reflectantes
carotenoides? (otros?)
Eritro-cianéforo  Eritro-cianoblasto  Pteridinas, Pterinosomas, Peces
carotenoides, grénulos de
desconocido carotenoides,
cianosomas

1.5. Iridiscencia

De acuerdo a Prum (2006) la iridiscencia es un subconjunto de colores estructurales

producidos por la organizacion estratificada o cristalina de estructuras pticas de tamafio

pequefio (nandmetros). Dicha organizacion hace que las longitudes de onda de la luz que

interfieren constructivamente varien con la geometria de la visualizacion. Es decir, esta
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determinada por la relacion espacial entre la luz incidente, el espectador y el objeto
iridiscente. Por eso, los aspectos de la coloracion percibida, incluido el tono y el brillo, son

modificables.

Muchos animales poseen colores iridiscentes que muestran comunmente con mas
intensidad durante las interacciones sociales (e.g. cortejo). El reporte mas antiguo que se
tiene de la presencia de este tipo de coloracion data del Eoceno. Vinther et al. (2010)
documentaron el hallazgo de fosiles de plumas que aparentemente presentaban una
nanoestructura con un arreglo de capas finas de queratina. En la actualidad la presencia de
iridiscencia se puede encontrar en diferentes animales como las aves, los insectos,
cefalopodos y peces (Meadows et al., 2009). La exhibicion de iridiscencia en los animales
tiene diferentes funciones que varian de especie a especie. Sin embargo, su funcion

principal parece estar asociada con despliegues de cortejo (Keyser y Hill, 2000).

1.5.1. Iridiscencia en Xenotoca variata

Xenotoca variata (Bean, 1887) es un ejemplo de una especie animal que posee colores
estructurales, y que posiblemente sean iridiscentes. X. variata es una especie de pez
dulceacuicola perteneciente a la subfamilia Goodeinae, nativa de México y endémica de la
meseta central. Las hembras son de color marrén grisaceo, ligeramente mas oscuro en la
parte posterior del cuerpo y manchas obscuras distribuidas en una banda medio lateral a los
lados; las manchas difieren en forma, tamafio y numero. Los machos se distinguen por tener
un namero mayor de escamas brillantes que las hembras. Estas Gltimas tabién presentan

escamas brillantes, aunque en cantidad menor que los machos y aparentemente poca
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variacion en color. Estas escamas reflejan colores que parecen variar del plata, al verde y
violeta (Fitzsimons, 1972).

Se ha reportado que las escamas iridiscentes en X. variata podrian tener para los
machos una funcion en el cortejo, pues parece que las ocupan como reflectores durante los
movimientos elaborados que hacen para llamar la atencion de la hembra y conseguir
copulas (Moyaho, 2002; Moyaho et al., 2004), o bien para amedrentar a machos rivales
(Bautista, 2016). También se sabe que el brillo es la caracteristica colorimétrica de las

escamas brillantes que atrae la atencion de las hembras (Juarez, 2015).

2. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

Aun cuando se ha reportado que las escamas iridiscentes son utilizadas por los machos de
X. variata para cortejar, y que las hembras prefieren a los machos mas brillantes, entender
la morfologia fisica de las escamas iridiscentes de X. variata es esencial para un analisis
completo de su funcidn. Las siguientes son preguntas cuyas respuestas ayudarian a
conseguir este objetivo.

¢Las escamas brillantes en el pez Xenotoca variata son iridiscentes?

¢ Cudl es el angulo 6ptimo de la luz incidente para alcanzar la reflectancia maxima de las
escamas iridiscentes de Xenotoca variata?

¢ Cudl es la composicidn estructural probable que produce iridiscencia en las escamas de los

machos de Xenotoca variata?

3. HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Como describi anteriormente, se han encontrado diferentes conformaciones espaciales de

materiales alternados cuya variedad de formas y arreglos podria incluir y explicar la

16



presencia del color estructural iridiscente en los machos de X. variata. Con la obtencion de
espectros de reflectancia se puede corroborar la existencia de picos de reflectancia Unicos o
maultiples que pueden asociarse al tipo de arreglo de la estructura que los produce. Con base
en la informacion que presento arriba y lo que se puede inferir a partir de la apariencia
visual de las escamas brillantes, propongo poner a prueba experimental las siguientes
hipétesis:

HIPOTESIS 1. Coloracion direccional. Este tipo de coloracion es producida por

estructuras laminares.
Si esta hipotesis fuese correcta, se esperaria observar:

1. Un espectro estrecho de reflectancia con un solo pico;

2. Un espectro de reflectancia estrecho con maltiples picos.

HIPOTESIS 2. Coloracion difusa. Este tipo de coloracion es producido por

estructuras tipo esponja.
De ser cierta esta hipotesis, se esperaria obtener:

1. Un espectro de reflectancia amplio con un solo pico;
2. Un espectro de reflectancia amplio con un pico maximo y uno 0 mas picos cortos.
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivos generales

1. Determinar el angulo al cual las escamas iridiscentes producen una reflectancia
maxima;
2. Describir algunos aspectos de la morfologia de las estructuras que producen la

coloracion estructural y el efecto de iridiscencia de las escamas de Xenotoca variata.
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4.2. Objetivos particulares

1. Obtener muestras viables de las escamas iridiscentes de X. variata para medir su
reflectancia;

2. Variar el angulo de luz incidente sobre las muestras de las escamas iridiscentes y
realizar mediciones de su espectro de reflectancia;

3. Realizar observaciones de las escamas iridiscentes de X. variata bajo el microscopio
estereoscopico y optico;

4. Obtener micrografias de las escamas iridiscentes de X. variata por medio de
Microscopia Electrénica de Barrido.

5. MATERIAL Y METODO

5.1. Peces de estudio

Para medir la reflectancia de las escamas brillantes usé 32 peces adultos, 16 hembras y 16
machos, elegidos aleatoriamente de una poblacion establecida en el Instituto de Fisiologia.
Los peces provinieron de una poblacion originaria de la laguna de Yuriria, Guanajuato. Los
peces fueron mantenidos en el laboratorio de Ecologia de la Conducta en peceras de 51 x
26 x 30 cm. Los peces fueron alimentados con alimento comercial dos veces al dia. Las
peceras con los peces se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 horas (las luces del acuario
se encienden a las 7 horas) y una temperatura ambiental promedio de 21 °C

aproximadamente.

5.2. Diseno experimental

Para los experimentos utilicé un disefio de efectos anidados con 4 bloques. Los tratamientos

(i.e. variacion de la geometria de la luz a 5 angulos diferentes) estan anidados en cada una
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de dos escamas. Cada par de escamas a su vez proviene de cada uno de los 32 peces. Estos
a su vez estan divididos en 16 machos y 16 hembras anidados en el factor sexo. Elegi

aleatoriamente 8 peces (4 machos y 4 hembras) cada semana (bloque).

Elegi aleatoriamente a las dos escamas brillantes de las partes laterales de cada pez.
Cada escama fue sometida a un tratamiento que consistio en variar el angulo de la luz
incidente 10 grados a la vez (i.e. 25°, 35°, 45°, 55°) mas un angulo que sirvié como control
(90°). La variacion del angulo se realizé con respecto a la horizontal. El orden de la
variacion de los angulos fue establecido aleatoriamente y cada medicidn se repitio 3 veces.
Solo se aplicé un tratamiento por dia a todos los peces de cada bloque, lo que tomaba cinco
dias. El orden en el que los peces fueron sometidos a tratamiento dentro de cada bloque fue

aleatorio (Tabla 2).

Tabla 2. Disefio experimental para medir la reflectancia de las escamas iridiscentes.

Género Pez Escama Angulo de incidencia Repeticiones
Machos 1 1 25°, 35, 45°, 55°, 90° 12,3
2 25°, 35, 45°, 55°, 90° 12,3
16 1 25°, 35, 45°, 55°, 90° 1,2,3
2 25°, 35, 45°, 55°, 90° 1,2,3
Hembras 1 1 25°, 35, 45°, 55°, 90° 12,3
2 25°, 35, 45°, 55°, 90° 12,3
16 1 25°, 35, 45°, 55°, 90° 1,2,3
2 25°, 35, 45°, 55°, 90° 1,2,3
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5.3. Procedimiento experimental

El procedimiento experimental se dividié en dos partes: 1. La medicion de la reflectancia
de las escamas iridiscentes; 2. Las observaciones de las escamas iridiscentes bajo el

microscopio.

5.3.1. Medicién de la reflectancia

a) Anestesia

Con base en la literatura acerca de los procedimientos de anestesia para peces de agua dulce
(Keene et al., 1998; Sladky et al., 2001; Jayathilake et al., 2003; Cooke et al., 2004;
Vazquez et al., 2013) decidi usar anestesia por inmersion en agua con aceite esencial de
clavo, ya que segun los reportes proporciona a los peces una recuperacion rapida y no tiene
efectos secundarios. Puse a prueba el efecto de varias dosis en machos y hembras con la
finalidad de hallar una dosis 6ptima para cada sexo, pues el efecto podria depender del
tamafo y peso corporal de los peces. Elegi de manera arbitraria 3 hembras y 3 machos,
aunque el orden en el que serian sometidos a la anestesia se eligié de manera aleatoria.
Preparé por dia una solucion stock 2:1 de etanol: aceite esencial de clavo (1 ml de etanol al
99%:500 pl de aceite esencial de clavo). Posteriormente calculé concentraciones por litro

recomendadas para peces pequefios y ajusté las dosis para 300 ml.

Primero usé aceite de clavo disponible en el laboratorio. Las concentraciones que usé
para las hembras fueron 30, 40 y 50 uL/L. Ninguna hembra alcanzo la fase 5 de la anestesia
en una escala de 0 a 6 (Tabla 3) sugerida por Cooke et al. (2004). Posteriormente probé
concentraciones de 60, 70 y 80 uL/L; nuevamente ninguna de las hembras alcanz6 el estado

de anestesia deseado. Finalmente utilicé las concentraciones 200, 210 y 220 uL/L y
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tampoco alguna hembra llego a tener pérdida de reflejos, por lo que decidi usar aceite
esencial de clavo. Las mismas hembras usadas en el experimento previo fueron sometidas a
concentraciones de 90, 100, 110 y 120 uL/L. Esta vez las tres hembras alcanzaron la fase 5
de anestesia en cinco minutos y luego tuvieron una recuperacién completa (hado normal,
cierre y apertura de opérculos). Decidi utilizar la concentracion minima con la cual las
hembras alcanzaban el estado de sedacion deseado: 90 uL/L. Cuando probé el efecto de las
mismas dosis con los tres machos, éstos presentaron una actividad motriz mayor, menor
tiempo de recuperacién y no alcanzaron pérdida de reflejos por lo que probé
concentraciones mayores: 140, 150 y 160 pL/. Con las ultimas dos concentraciones los
machos alcanzaron la fase 5 de anestesia en cinco minutos, por lo tanto, decidi que la
concentracion que se utilizaria para anestesiarlos seria de 150 uL/L. Aun asi, ponia
anestesia en la tina anodizada donde colocaba a los peces para la medicion de la
reflectancia como describo més adelante. Esto con la finalidad de mantener la inmovilidad

de los peces durante los tratamientos.

El procedimiento de anestesia consistio primero en tomar a cada pez su ritmo opercular
(i.e. apertura y cierre de opérculo por minuto), medida que sirve como una indicacion del
estado basal de alerta en condiciones de agua “normal”. Después, cada pez era puesto en un
vaso de precipitado con 300 ml de agua de garrafon y la dosis de anestesia diluida a probar.
Luego media el tiempo que el pez pasaba por las diferentes fases de anestesia hasta
alcanzar la fase 5 (Tabla 3). Finalmente pasaba a cada pez a una pecera de recuperacion
(solo contenia agua purificada y un difusor) y volvia a medirle el ritmo opercular al inicio y
término del periodo de recuperacion. Cada pez tuvo un seguimiento continuo para descartar

efectos secundarios que pudieran surgir en dias posteriores a la aplicacion de la anestesia;
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ningun pez resulté muerto o con algun tipo de dafio fisico o fisiologico aparente (i.e. no

presentaron heridas ni sintomas de enfermedad).

Tabla 3. Estados de induccion de anestesia. Tabla tomada y modificada de Cooke et al., 2004.

Fase Estado de anestesia Descripcion

0 Normal Reactivo a estimulos externos; ritmo opercular y tono muscular normales.

1 Sedacion ligera Ligera pérdida de la respuesta a estimulos; ligera disminucion del ritmo
opercular; equilibrio normal.

2 Sedacién profunda Pérdida total de reactividad a estimulos externos; ligera disminucién del
ritmo opercular; equilibrio normal.

3 Pérdida parcial del equilibrio Pérdida parcial de tono muscular; nado erratico; incremento en el ritmo
opercular; reactivo solo a estimulos tactiles o vibratorio.

4 Pérdida total del equilibrio Pérdida total del tono muscular y equilibrio; ritmo opercular lento.

5 Pérdida de reflejos Pérdida total de respuesta a estimulos; ritmo opercular lento e irregular;
pérdida de todos los reflejos.

6 Colapso medular Cese del ritmo opercular.

b) Arreglo experimental para la medicion de la reflectancia

El arreglo (Figura 8) consistié en un sensor optico (fibra ptica de 400 um de diametro,

que registra la reflectancia) que era sujetado a una pinza colocada en un soporte universal a

una altura de 20 cm. La pinza era desplazada hasta ajustar la fibra Optica al &ngulo deseado

(25°, 35°, 45°,55° 0 90°). La fibra Optica utilizada es bifurcada: una punta se conecta a la

fuente de luz (l&mpara de halégeno y deuterio DT-MINI-2 GS) y la otra a un

espectroradiometro (HR4000) cuyo rango espectral es de 300 a 800 nm. El

espectroradiometro envia la sefial a una computadora (MacBookPro A1278) donde los

registros son grabados usando el programa Spectra Suit. El espectroradiémetro fue

colocado en una caja estabilizadora del ambiente (SteadiQ-UV) para mantener la

temperatura constante y evitar alteraciones que pudieran ser introducidas al registro.
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Una vez anestesiado, el pez era colocado en una tina anodizada que contenia
anestesia mas diluida (10 ml de agua de garrafon: 10 ml de anestesia preparada), para
prolongar el estado de sedacion del pez mientras tomaba las mediciones de reflectancia.
Esta tina fue colocada en un gato mecanico que la elevaba hasta que la luz iluminaba la
escama a medir sin mover alguna otra parte del arreglo; de esta manera se evitaban

alteraciones a los registros que pudieran ser introducidas por el movimiento.

Figura 8. Arreglo experimental que muestra la disposicién espacial del equipo para la medicion de la
reflectancia de las escamas iridiscentes de X. variata. a) Lampara de hal6geno y deuterio DT-MINI-2 GS. b)
Fibra éptica bifurcada. c) Sensor de la fibra 6ptica. d) Tina anodizada. e) Gato mecanico. f) Soporte
universal. g) Pinzas. h) Caja estabilizadora de ambiente que contiene al espectroradiometro (HR4000),

sensible en un rango espectral de 300 a 800 nm. i) Computadora MacBookPro.

c) Series experimentales

Medi la reflectancia de cada escama brillante (seleccionada aleatoriamente) variando el angulo
de luz incidente. Los ocho peces de cada semana fueron sometidos a un tratamiento por dia (i.e.
incidencia de la luz a alguno de los angulos: 25°, 35°, 45°, 55° 6 90°); el orden de la aplicacién

de los cinco tratamientos se eligio de manera aleatoria para cada blogue. Procedi de esta
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manera (i.e. un &ngulo por dia para todos los peces) con la finalidad de que cada pez fuera

anestesiado solo una vez por dia y asi la medicion fuera més practica.

Tres dias antes de empezar el bloque correspondiente, cada pez era anestesiado y
fotografiado con una cdmara Reflex Nikon modelo D200 con una lente adaptada para tal fin
(AF Micro-Nikkor 105mm /2.8 D). En las fotografias digitalizadas cada escama era numerada
usando el programa Adobe Photoshop CS6 version 13.0 x 64. Elegi aleatoriamente dos escamas
brillantes, una de cada lado de cada pez para medirles la reflectancia. Las hembras presentan un
numero mucho menor de escamas brillantes que los machos; algunas veces solo una. Cuando
esta situacion se presentaba la hembra era descartada y se elegia a la siguiente en la lista inicial
(las 16 hembras disponibles por blogque). Cuando una hembra presentaba suficientes escamas
brillantes (al menos una por lado) era incluida en el bloque y se media la reflectancia a las

escamas disponibles.

Hice las mediciones de la reflectancia en un cuarto que fue obscurecido para tal fin. En
el cuarto colocaba en una mesa una pecera con un difusor para poner a los peces después de la
medicion para su recuperacion, dos vasos de precipitado de 500 ml con la anestesia para los
machos y las hembras respectivamente y una lampara que proveia iluminacion al pez antes de
anestesiarlo. La luz de la computadora y lampara era blogueada hasta donde era posible hacerlo
para evitar que interfirieran con la medicién. Usé como referencia para la medicion de la

reflectancia un estandar blanco de Spectralon Ocean Optics (WS-1-SL).

Cada pez era sacado de su pecera habitual y llevado al cuarto obscuro. Las condiciones
de experimentacion eran preparadas y el pez pasado al vaso con la anestesia (anestesia por
inmersion). Cuando el pez presentaba la pérdida de sus reflejos y reactividad a estimulos

tactiles era trasladado a la tina anodizada, previamente colocada en el gato mecanico. El gato
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era elevado y la tina acomodada hasta que el sensor iluminaba la escama elegida. Una persona
ajena al proposito del estudio tomaba tres registros de la reflectancia de cada escama. Luego el
pez era volteado y acomodado para que el sensor entonces iluminara la escama elegida de ese
lado, y nuevamente se tomaban tres registros de la reflectancia de la escama previamente
seleccionada. Cada registro se guardo en la computadora. Posteriormente el pez era cambiado a
la pecera de recuperacion donde permanecia al menos 10 minutos. Finalmente, el pez era
regresado a su pecera habitual en una bolsa con agua donde permanecia por 30 minutos para

que se acostumbrara a la temperatura del agua de la pecera antes de ser liberado.

5.3.2. Microscopia

Aprovechando la muerte casual de un pez macho de X. variata realicé el analisis de su
integumento. Retiré la superficie (ya fragmentada en escamas) mas externa del
integumento, la cual tiene una consistencia rigida. Con ayuda de una lupa separé aquellas
escamas que presentaban brillo e iridiscencia de las que no los presentaban y las puse en
frascos con etanol al 70% para su posterior analisis. Cabe destacar que, al retirar esta capa,

el brillo y color iridiscente metalico presentes en algunas de las escamas desaparecieron.

Posteriormente, las escamas guardadas fueron analizadas sin ningun tratamiento o
tincion previos bajo un microscopio confocal Nikon C2 Plus invertido. Se tomaron
micrografias de dos de las escamas con los lentes 10x, 20x y 60x. Se realizaron 82 cortes en
el plano focal de 2.5 um de grosor, en campo claro con el lente 20x, a una de las escamas
con la finalidad de reconstruir su forma tridimensional. Durante este proceso la escama se
dafo y tuvo que ser reemplazada. A la segunda escama se le realizaron 148 cortes de 1.5
pm de grosor cada uno en campo claro con el lente 10x. Ademas, se obtuvieron

micrografias en campo claro con el lente 60X, y bajo longitudes de onda de excitacion de
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405, 488 y 561 nm con los lentes 20x y 60x. Para todos los casos las muestras de las

escamas fueron puestas en una caja Petri con fondo 0.17 mm y fueron hidratadas con agua.

5.4. Analisis estadistico

Una persona voluntaria y ajena al estudio realizd lo registros de los espectros de
reflectancia durante todos los experimentos. Se instruyo a la persona en el manejo del
programa Spectra Suit. La persona desconocio en todo momento el objetivo de la

aplicacion de los tratamientos.

Las variables independientes angulo de incidencia de la luz y sexo de los peces
fueron consideradas como variables de efectos fijos en los modelos estadisticos, y el bloque
como de efectos aleatorios. Las variables dependientes manipuladas fueron: i) El pico de
reflectancia maxima medida respecto a un material estandar, ii) La longitud de onda a la
cual se alcanzaba la reflectancia maxima y iii) El brillo de las escamas al alcanzar su
reflectancia maxima. Este fue medido como el &rea bajo la curva de la distribucién de

reflectancia utilizando la ecuacion:

Amax

Bi= [, Ri =X Ri (1)

Para el analisis estadistico de los datos utilicé modelos lineales mixtos (LMM por
sus siglas en inglés) en las tres variables dependientes ya que sus distribuciones se ajustaron
a una log-normal. En los tres casos una parte de las variables explicativas se consideraron
como de efectos fijos y otra como de efectos aleatorios. Utilicé el procedimiento conocido
como simplificacion del modelo de acuerdo con el principio de parsimonia (Crawley,

2002). El procedimiento consiste en obtener el modelo minimo adecuado a través de ir

removiendo sucesivamente términos del modelo que no contribuyen significativamente a la
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explicacion de la varianza. La determinacién de conservar o no un modelo con un nimero
menor de términos se consiguié aplicando pruebas de méxima verosimilitud. Es decir, la
prueba indica si el modelo reducido modifica o no la cantidad de varianza explicada por el
modelo completo. Ademas, realicé una regresion lineal entre el logaritmo de la longitud de
onda a la cual se sintoniza Amax €n funcion a los angulos de incidencia de la luz. También
apligué una prueba F para comparar la varianza de las 3 variables dependientes entre los
machos y las hembras.

Los analisis se realizaron con el programa R Version 3.3.1 (2016-06-21).

6. RESULTADOS

6.1. Medicion de la reflectancia

A continuacion, presento un analisis estadistico cualitativo de los datos obtenidos en los
experimentos. Posteriormente, describo el analisis estadistico que usé para poner a prueba
hipotesis estadisticas especificas. Utilicé un rango espectral de 300 a 750 nm para hacer el
analisis de las distribuciones espectrales a los diferentes angulos de incidencia de la luz.
Este rango espectral incluy6 una parte del espectro UV (300 a 400 nm). Los espectros de
reflectancia obtenidos de las escamas brillantes de X. variata presentan en la mayoria de los
casos un pico estrecho en el rango UV y uno amplio en el rango del espectro visible, el cual
parece estar formado por la combinacién de todas las longitudes de onda. También puede
observarse que la reflectancia tendié a disminuir a longitudes de onda mayores,

aproximadamente a partir de 600 nm (Figura 9).

Este patron de la distribucion espectral lo compartieron machos y hembras. En el

rango espectral UV las similitudes entre machos y hembras son méas evidentes ya que
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comparten un pico de reflectancia estrecho. Sin embargo, los machos mostraron
consistentemente un pico amplio de reflectancia entre 500 y 600 nm (Figura 10). Este
resultado sugiere que las caracteristicas colorimétricas de las escamas brillantes difieren, al
menos cualitativamente, entre machos y hembras. Una de esas caracteristicas es el brillo

que resulté en promedio 30.13% mas intenso en los machos que en las hembras.
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Figura 9. Espectro tipico de la reflectancia medida a 90°en dos escamas brillantes de un macho de X. variata.
Se muestran los porcentajes de reflectancia de 3 registros tomados en cada una de las dos escamas brillantes,
una de cada lado del pez (a'y b) en funcidn de la longitud de onda. Las dos escamas presentaron una
distribucion espectral similar, aunque con intensidades de reflectancia diferentes en los dos picos: 1)
aproximadamente en 345 nm (UV, flechas rojas); 2) aproximadamente entre 500 y 600 nm (espectro visible,

flechas azules). Como puede observarse, este segundo pico esté ligeramente desfasado entre las dos escamas.
Los datos de las reflectancias maximas alcanzadas a los diferentes angulos de
incidencia de la luz, asi como los del brillo y la longitud de onda a la cual las escamas
sintonizaron su Amax podrian seguir una distribucion gamma, ya que son una variable

continua y presentan un sesgo positivo. Sin embargo, fue suficiente transformar los datos a

una escala logaritmica para que los datos de la reflectancia maxima se pudieran tratar como
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una distribucion log-normal. Confirmé este hecho a traves de un procedimiento grafico
usando el paquete car (Fox y Weisberg, 2011). Aunque los datos de la longitud de onda a la
cual las escamas brillantes alcanzan su reflectancia maxima y del brillo no siguieron
fielmente el mismo patron de distribucion (Ver apéndice A. Figuras A1-Al2), la
evaluacion de los modelos estadisticos aplicados muestra que el ajuste usando una
distribucion log-normal seguia siendo una opcion valida (Ver Apéndice A. Figuras Al3,
Al4y Al5). Por lo tano usé una distribucion log-normal para las 3 variables de prediccion

(i.e. variables independientes).

— Hembras
— Machos

Reflectancia (%)
10

b 5 T T T T
300 400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

Figura 10. La figura muestra los espectros promedio de la reflectancia de las escamas brillantes de machos
(negro) y hembras (gris) de X. variata en funcion de las longitudes de onda. Aun cuando en ambas
distribuciones pueden observarse picos idénticos en el rango UV, los dos sexos muestran porcentajes

diferentes en el rango de 450 a 700 nm, siendo mayor en los machos que en las hembras.

Para hacer el andlisis estadistico del comportamiento de las tres variables de

prediccién en funcién al angulo de incidencia de la luz, primero calculé el promedio y error
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estandar de los datos de cada variable para cada angulo. Los célculos fueron hechos tanto

para todos los peces, independientemente de su sexo, como para machos y hembras por

separado (Tabla 4). Puede observarse a partir del resumen en esta tabla que en general las

mediciones de los machos variaron mas que las de las hembras, sobre todo en el caso del

brillo de las escamas.

Tabla 4. Resumen estadistico que muestra los promedios y la desviacion estandar del promedio (+) de las

variables dependientes: 1) reflectancia maxima (Amax) alcanzada por las escamas brillantes de X. variata, 2) la

longitud de onda (nm) a la cual las escamas alcanzaron su reflectancia maximay 3) el brillo total de las

escamas (i.e. area bajo la curva del espectro de reflectancia), para cada angulo de luz incidente. El analisis

fue hecho para todos los individuos y para machos y hembras por separado.

Angulos de incidencia de la luz

25° 35° 45° 55° 90°
Amax (%0)
Todos 17.54 + 1.56 1575+ 1.01 15,55 + 1.57 17.37+1.74 44,43 £5.58
H 17.66 + 2.57 15.97 £ 1.68 14,41+ 1.66 16.01 £ 2.07 37.14+731
M 17.43+£1.83 1553 +1.17 16.68 + 2.69 18.73 £2.82 51.72+8.35
nm
Todos 391.88 £ 12.26 355.12+3.1 362.23 £7.17 406.45 £ 10.74 421.17+£11.78
H 384.91+15.34 360.57 +5.68 367.69+12.27 393.61+12.18 402.24 +13.69
M 398.85+19.31 349.68+2.21 356.78 + 7.51 419.28 +17.6 440.1+18.8
Brillo
Todos 2639.79 + 248.5 2315.2+233.96  3150.25+ 385.7 4562.72 + 13488 +
538.97 1941.46
H 2549.75 + 389.74  2308.15 + 314.19 2994.27 + 3906.64 + 10971.88 +
457.49 572.42 2474.74
M 2729.83+313.96  2322.26+351.8 3306.22 + 5218.79 £ 16004.12 +
627.54 908.45 2964.38

Los valores mas altos de la reflectancia se registraron en 2 machos, cuando el

angulo de incidencia de la luz fue de 45° (69.04%) y 90° (246.33%). La longitud de onda a



la cual se alcanzaron estos valores fueron 385.82 nm y 641.09 nm, respectivamente. Los
valores mas elevados de brillo también fueron registrados en estos mismos peces: 18916.39

y 88889.73, respectivamente.

6.1.1. Analisis de la reflectancia maxima alcanzada por las escamas brillantes

La aplicacion del modelo lineal general mixto reveld la ausencia de una interaccion
significativa entre el sexo de los animales y el angulo de incidencia de la luz en la
reflectancia méxima (£ = 2.88, g.l. = 4; p = 0.58). Tampoco hubo un efecto significativo
del sexo de los animales (£ = 2.11, g.Il. = 1; p = 0.15). En contraste con estos resultados, la
variacion en el angulo de incidencia de la luz si tuvo un efecto significativo (£ = 50.86, g.l.
=4; p <0.001). Por lo tanto, el modelo minimo adecuado contiene al logaritmo de la
reflectancia maxima en funcion del tratamiento (dngulos de incidencia de la luz) como
efecto fijo; el bloque, los peces y las escamas formaron los efectos aleatorios (Ver
apendice A. Tabla Al, Figura 13). Con respecto a los efectos aleatorios, las cinco
mediciones provenientes de la misma escama mostraron una correlacion baja (0.17). La
misma correlacion ocurrio entre las mediciones provenientes de las escamas del mismo pez.
La correlacion de las mediciones de los peces provenientes del mismo bloque fue
practicamente nula (0.05). En suma, la posible dependencia (i.e. correlacion) entre las

mediciones obtenidas es insignificante.

Un analisis comparativo puntual de los efectos de la variacion del angulo de
incidencia de la luz, indica que la reflectancia maxima disminuyé en promedio un 168.58%
en los angulos 25, 35, 45y 55 grados en comparacion con la alcanzada en la condicién

control (90°). Esta diferencia fue la Unica que resulté estadisticamente significativa (Figura
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11; Tabla 5). En la figura se muestran los datos combinados de hembras y machos, ya que

no hubo diferencias entre ellos que sugiriera presentarlos separados.

log Reflectancia Maxima

<

35

25

25°

35°

45°

55°

Angulo de incidencia

90°

Figura 11. Logaritmo promedio de la reflectancia maxima promedio + intervalos de confianza alcanzada por

las escamas brillantes de los peces X. variata en funcion a la variacion del angulo de luz incidente.

Tabla 5. Modelo minimo adecuado del efecto de la variacidn del angulo de incidencia de la luz (efecto fijo) y

también de la variacion debida al bloque, a los peces y las escamas (efectos aleatorios) en la variacion de la

reflectancia maxima medida en las escamas brillantes de X. variata.

Efectos aleatorios

Desviacion estandar

Bloque 0.19

Pez 0.13

Escamas 0.1

Efectos fijos

Angulos de Coeficiente Error g.l. Valor de t Valor de p
incidencia estandar

90° 3.320671 0.14 284 23.64 <0.001
25° -0.70 0.13 284 -5.19 <0.001
35° -0.72 0.13 284 -5.39 <0.001
45° -0.79 0.13 284 -5.88 <0.001
55° -0.78 0.13 284 -5.78 <0.001




Aun cuando no hubo diferencias entre machos y hembras en la reflectancia maxima,
vale hacer notar que los machos mostraron porcentajes mayores de reflectancia, sobre todo
en los angulos de 45, 55 y 90 grados. Lo que si difirié entre machos y hembras fue la
variacion que mostraron en la reflectancia méxima (F1s9,150=0.68, p=0.01; Figura 12). La
varianza de los machos (754.03) fue aproximadamente 0.5 veces mas grande que la de las

hembras (509.5).

Varianza Reflectancia Maxima

400 500 600 700 800 900 1000 1100

Sexo de los peces

Figura 12. Varianza de los datos de la reflectancia maxima medida en las escamas brillantes de hembras (H)

y machos (M) + desviacion estandar de la varianza.

6.1.2. Analisis de la longitud de onda a la cual las escamas brillantes alcanzan

su reflectancia maxima

La aplicacion del modelo lineal general mixto no indico una interaccion entre el sexo de los
peces y el angulo de incidencia de la luz que fuera significativa (£ =5.22,g.l. =4; p =
0.26). Tampoco hubo un efecto significativo del sexo de los peces (£L=1.32,g.l.=1;p =
0.25). En contraste, la variacion en el angulo de incidencia de la luz si tuvo un efecto
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significativo (£ = 37.46, g.l. = 3; p < 0.001). Por lo tanto, el modelo minimo adecuado
contiene al logaritmo de la longitud de onda a la cual sintonizan su Amsx COmo efecto fijo; el
bloque, los peces y las escamas constituyeron a los efectos aleatorios (Tabla 6). El proceso
de simplificacion del modelo se puede consultar en el apéndice A (Tabla A2, Figura
Al4). En cuanto a los efectos aleatorios, la correlacion dentro de cada nivel de anidacion
fue préacticamente nula. Asi, las tres mediciones provenientes de la misma escama
mostraron una correlacion de 0.04. En el caso de las escamas que provenian del mismo pez
y de las mediciones de los peces provenientes del mismo bloque presentaron una
correlacion fue de 0.05. Por lo tanto, puede afirmarse que la posible dependencia entre las
mediciones obtenidas es insignificante, lo que hace mas confiable el resultado del modelo

estadistico.

El anélisis puntual comparativo de los efectos de la variacion del angulo de luz
incidente, indica que los angulos a los que la Amax Se sintoniza en el rango UV (< 400 nm)
difieren significativamente del control (Tabla 6; Figura 13). También hay diferencias
significativas entre 35 y 45 grados respecto de 25° (Figura 13). De igual manera, la
longitud de onda a la cual la Amax Se encuentra sintonizada a 55° difiere significativamente

de la alcanzada a 35° y 45° (Figura 13).
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Figura 13. Logaritmo promedio * intervalos de confianza de la longitud de onda a la cual las escamas de X.

variata alcanzan su reflectancia maxima en funcién a la variacion del angulo de luz incidente.

Tabla 6. Modelo minimo adecuado del efecto de la variacion del angulo de incidencia de la luz (efecto fijo) y

de la variacion debida al blogue, a los peces y las escamas (efectos aleatorios) en la variacion de la longitud

de onda a la cual se alcanza la reflectancia maxima en las escamas brillantes de X. variata.

Efectos aleatorios

Desviacion estandar

Bloque 0.03

Pez 5.02 x 10

Escamas 4.03 x 10°®

Efectos fijos

Angulos de Coeficiente Error g.l. Valor de t Valor de p
incidencia estandar

90° 6.02 0.02 284 216.65 0

25° -0.07 0.02 284 -2.51 0.0125
35° -0.15 0.02 284 -5.19 0

45° -0.13 0.28 284 -4.75 0

55° -0.03 0.02 284 -1.11 0.26
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En relacion a la variacion del angulo de incidencia de la luz, existe una relacion
lineal positiva entre ésta y Amax (F1,3 = 26.02, p = 0.014; R? = 0.89; Figura 14). Es decir,

Amax crece con el angulo de incidencia de la luz.

6.05

5.95

log Lambda
5.9

5.85

5.8

i i i 1 1 i ' )

32 34 36 38 4 42 44 46
Log Angulos

Figura 14. Regresion lineal del logaritmo promedio de la longitud de onda a la cual se alcanza la reflectancia
méaxima en funcién del incremento del &ngulo de incidencia de la luz. La linea sélida representa los valores

ajustados del modelo y las lineas punteadas los limites de confianza al 95 %.

A pesar de que no se encontraron diferencias significativas entre machos y hembras
en cuanto a Amax, la varianza de esta medicion en los machos (8084.33) fue 63.23 % mas
que la de las hembras (4952.48), siendo tal diferencia significativa estadisticamente

(F159,159 = 0.61, p = 0.0021) (Figura 15).
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Figura 15. Varianza de la longitud de onda a la cual las escamas brillantes de hembras (H) y machos (M)

alcanzan su reflectancia maxima + la desviacion estandar de la varianza.

6.1.3. Analisis del brillo de las escamas brillantes

La aplicacion del modelo lineal general mixto no mostro un efecto estadisticamente
significativo (£ = 2.8, g.Il. = 4; p = 0.59) de la interaccion entre el sexo de los animales y el
angulo de incidencia de la luz. Tampoco se encontrd un efecto significativo en el caso del
sexo de los peces (£ =2.52, g.I. = 1; p =0.11). Sin embargo, la variacion en el angulo de
incidencia de la luz si mostré un efecto estadisticamente significativo (£ =2.52,9.l. =4; p
< 0.001). Por lo tanto, el modelo minimo adecuado contiene al angulo de luz incidente
como efecto fijo, en tanto que el bloque, los peces y las escamas quedaron incluidos como
efectos aleatorios (Tabla 11). La simplificacion y ajuste de bondad del modelo pueden

revisarse en el apéndice A (Tabla A3, Figura Al5).
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Los valores de correlacion entre las mediciones provenientes de cada nivel de
anidacion revelan que la dependencia entre ellas es practicamente inexistente. En el caso de
las mediciones provenientes de la misma escama la correlacion es casi nula (0.01). De
manera similar, las mediciones de las escamas provenientes del mismo pez y las de los

peces provenientes del mismo bloque mostraron una correlacion baja (0.33).

Una comparacion especifica entre las diferentes variaciones del angulo de
incidencia de la luz revela que el brillo total medido a 90 grados mostrado por las escamas
brillantes fue alrededor de 325.92 % superior al mostrado cuando la luz incide sobre las
escamas a los otros angulos (25, 35, 45 y 55 grados; Tabla 4; Figura 16). Ademas, el
analisis estadistico mostro que el brillo medido a 55° fue 97 % mas intenso que el medido a

35° (Figura 16).
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Figura 16. Logaritmo promedio + intervalos de confianza del brillo medido de las escamas de X. variata en

funcidn a la variacion del angulo de luz incidente.
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Tabla 7. Modelo lineal mixto minimo adecuado ajustado a los datos del brillo de las escamas brillantes de X.

variata en funcién a diferentes angulos de incidencia. El tratamiento (angulos de incidencia de la luz) es el

efecto fijo, y el bloque, los peces y las escamas los efectos aleatorios. La comparacion es entre los angulos de

25 a 55 grados contra el de 90°.

Efectos aleatorios

Desviacion estandar

Bloque 0.15

Pez 0.17

Escamas 0.12

Efectos fijos

Angulos de Coeficiente Error .l Valor de t Valor de p
incidencia estandar

90° 8.87 0.16 284 54.28 >(0.001
25° -1.3 0.19 284 -6.83 >(0.001
35° -1.51 0.19 284 -7.98 >(0.001
45° -1.21 0.19 284 -6.38 >(0.001
55° -0.98 0.19 284 -5.14 >0.001

Como en los casos anteriores, encontré que la varianza en el brillo de las escamas de

los machos (0.000032) super6 (68 %) a la mostrada por las hembras (0.000019). Esta

diferencia es estadisticamente significativa (Fise150 = 0.59, p = 0.0011; Figura 17). Los

datos de brillo se muestran normalizados a 1.
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Figura 17. Gréfica que muestra la varianza del brillo de las escamas brillantes en hembras (H) y machos (M)

de X. variata + la desviacién estandar de la varianza. Los datos se muestran normalizados a 1.

6.2. Microscopia

El anélisis del integumento de un pez recientemente muerto (Figura 18a) revelo que las
nanoestructuras que producen la iridiscencia y el color brillante de las escamas
probablemente se encuentran en la porcion mas superficial del stratum spongiosum. Al
retirar la primera capa del integumento, ésta se desprendié y fragmentd en escamas. Las
escamas que se apreciaban con brillo poseian una estructura blanca con bordes irregulares
que bajo la luz presentaba iridiscencia, y las que no presentaban brillo carecian de dicha
estructura (Figura 18b). Esta diferencia sugiere que esta estructura blanca podria ser la que
produce el color brillante e iridiscencia en las escamas de X. variata. Al retirar esta primera
capa, se seguia apreciando color en la piel del pez y diferenciacidn de escamas, pero ya
ninguna presentaba brillo o iridiscencia. Es posible, entonces, que aun quedara la porcion

mas profunda del stratum spogiosum pero con otro tipo de cromatéforos (Figura 18c).
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Figura 18. a) Fotografia de un pez macho Xenotoca variata, muerto. Con un circulo rojo se muestra a una
escama sin brillo y con uno negro una brillante. b) Escamas extraidas de la primera capa del integumento del
mismo ejemplar en a. Escamas brillantes (flecha roja) y no brillantes (flecha azul). ¢) Mismo ejemplar sin la

primera capa del integumento.

El andlisis posterior de dos de estas mismas escamas con la estructura blanquecina
mencionada arriba reveld con observaciones bajo el microscopio confocal, que la
morfologia que presentan es caracteristica de las escamas conocidas como ctenoidea. Es
una escama redonda, con un margen posterior y proyecciones en forma de peine. Ademas,
se pueden observar los clenios, el foco, los radios, los circulos y el margen anterior (Figura
19). La primera escama se dafid con el analisis realizado; con la segunda escama se
completd el andlisis satisfactoriamente y se halld que las escamas pueden tener un grosor de

220 pm aproximadamente
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Figura 19. Micrografia de una escama de X. variata observada bajo el microscopio confocal. Se muestran sus
partes principales con flechas naranjas y con llaves azules las porciones que se encuentran embebidas y

expuestas en el integumento del pez.

Al observar la escama en el microscopio confocal bajo diferentes longitudes de
onda de excitacion (405, 488 y 531 nm) pudo verse que las escamas fluorecen
naturalmente. Emitiendo luz en un rango de 417-477 nm, 505-550 nm y 570-mas de 800
nm, respectivamente a las diferentes longitudes de onda de excitacién. Posiblemente esta
fluorescencia sea producida por diferentes organelos o proteinas en la escama. La mayor
proporcién de fluorescencia que se aprecia en la escama es de color azul (417-477 nm),
mientras que la roja (505-550 nm) y verde (570-mas de 800 nm) disminuyen a lo largo del

plano horizontal de la escama (Figura 20).
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Figura 20. Micrografia de una porcion del margen posterior de una escama de X. variata tomada con un

microscopio confocal con un lente 60x bajo diferentes longitudes de onda excitatoria.

7. DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivos determinar el &ngulo al cual las escamas
iridiscentes de los peces de Xenotoca variata producen una reflectancia méxima, y describir
algunos aspectos de la morfologia de las estructuras que la producen. Para cumplir con
estos objetivos puse a prueba las predicciones derivadas de las dos hipotesis que planteé: i)
La obtencidn de espectros de reflectancia con uno o mas picos estrechos producidos por
una coloracion direccional basada en nanoestructuras laminares o, ii) la obtencién de
espectros de reflectancia con picos amplios producidos por una coloracién difusa basada en
nanoestructuras tipo esponja. Obtuve los espectros de reflectancia de 64 escamas brillantes
de 32 peces (16 machos y 16 hembras) bajo cinco diferentes angulos de incidencia de la luz
(25, 35, 45, 55 y 90 grados). Medi a partir de los espectros, la reflectancia maxima en cada

uno de ellos y la longitud de onda a la cual fue alcanzada (Amax), asi como el brillo.
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Los resultados que obtuve indican que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre los machos y las hembras en ninguna de las tres mediciones. Sin
embargo, los machos mostraron mucha mas variacion en esas mediciones que la que
mostraron las hembras. Ademas, encontré que Amax Yy €l brillo capturados a 90 grados
difirieron de los otros angulos. En éstos, excepto 55° y 90°, la Amax Se sintoniza entre 300 y
400 nm. Respecto a este punto, también corroboré la naturaleza iridiscente de las escamas
brillantes ya que, al variar ¢l angulo de incidencia de la luz, la Amax Se sintonizé a diferentes

longitudes de onda.

Finalmente, analicé las escamas iridiscentes bajo el microscopio confocal, con lo cual
pude determinar que el tipo de escama de X. variata es ctenoidea. Con este mismo analisis
encontré que las escamas brillantes muestran autofluorescencia bajo diferentes longitudes
de onda. Sin embargo, no pude profundizar el analisis y llevarlo hasta la realizacién de
observaciones bajo el microscopio electronico. Esto me ha impedido determinar el tipo
especifico de nanoestructura responsable del color iridiscente metéalico. No obstante, con
base en los espectros de reflectancia obtenidos puedo anticipar que la nanoestructura muy

probablemente es un reflector multicapa.

7.1.Medicion de la reflectancia

La iridiscencia es el cambio de matiz o color en funcién a la geometria de la iluminacién o
vision (Osorio y Ham, 2002). Es esto precisamente lo que hallé con las escamas iridiscentes
de Xenotoca variata, pues las mediciones que realicé indican que la variacion en el angulo
de incidencia de la luz produjo Amax Sintonizadas a distintas longitudes de onda.

Especificamente, cuando la luz incide sobre la escama a 90° la Amax Se sintoniza a 421 nm,
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cuando incide a 25° y 55° la Amax Se sintoniza a 341 y 406 nm respectivamente, y cuando
incide a 35° y 45° la Amax Se sintoniza a 355 y 362 nm, respectivamente. Estos datos
corroboran que las escamas brillantes son iridiscentes y que la asociacion—Ilongitud de
onda y angulo de incidencia de la luz—es mas 0 menos lineal. Este fendmeno, coloracion
iridiscente, se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza (White, 2018). Por
ejemplo, Yin et al., (2006) reportaron la presencia de iridiscencia en las plumas del ave
Columba livia domestica en la cual las barbulas verdes cambian a purpura al variar el
angulo de observacion de normal a oblicuo, mientras que las barbulas parpura se tornan
verdes al variar el angulo de observacion en el sentido opuesto. Ademas, la relacion
también parece ser lineal, lo que sugiere que podria tratarse de una caracteristica inherente

a las estructuras iridiscentes.

La iridiscencia es un subconjunto de los colores estructurales (Prum, 2006),
pudiendo ser direccional o difusa. Las distribuciones espectrales que se obtuvieron de las
escamas iridiscentes de machos y hembras de X. variata presentan un pico de reflectancia
estrecho en el rango UV (300-400 nm), mientras que en el rango del espectro visible la
reflectancia se mantiene casi invariable hasta los 600 nm aproximadamente, longitud de
onda a partir de la cual se aprecia una disminucion del porcentaje de la reflectancia. Estos
resultados indican que las escamas iridiscentes reflejan la luz en todas las longitudes de
onda en el espectro visible y al menos una parte de las del espectro UV (315-400 nm). El
pico de reflectancia en UV es casi idéntico en porcentaje y sintonizacion entre machos y
hembras, lo que sugiere que los peces de X. variata pueden percibir la luz ultravioleta, y
que posiblemente la usen en algun sistema de sefiales. Tal es el caso de los peces de la

especie Girardhynichthys multirradiatus, en los cuales se encontrd que las hembras
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preferian a los machos cuya coloracion no habia sido bloqueada en el rango ultravioleta
(Macias y Burt, 2002). Es probable que los machos de X. variata también usen ese rango
del espectro de luz para emitir sefiales, aunque en un sistema intraespecifico (i.e. entre
individuos de la misma especie), pues tanto machos como hembras mostraron brillo y

sintonizacion espectral semejantes en el rango ultravioleta.

El sistema visual de los peces es uno de los primeros en desarrollarse y desde las
primeras etapas de vida adquiere una funcion critica para llevar a cabo comportamientos
como la alimentacion, el reconocimiento de conespecificos, heteroespecificos y también en
aspectos de comunicacion (Siebeck, 2014). Los peces teledsteos en particular muestran una
gran diversidad de pigmentos visuales relacionada con el ambiente y estilo de vida locales.
Por ejemplo, en especies diurnas de aguas poco profundas donde un espectro amplio de luz
se encuentra disponible, muchas especies de peces suelen tener al menos 4 tipos de conos
incluyendo los sensibles a violeta y UV (V/UVS), ademas de los bastones. Como
consecuencia de tal conformacién tetracromética (Bowmaker, 1988), el espectro de
sensibilidad visual varia de 320 a 700 nm. Esta capacidad de emitir reflectancia en el rango
UV es una caracteristica presente en otras especies de peces en las que se han obtenido
espectros de reflectancia similares a los reportados aqui para X. variata (Losey G, 2001;
Rick y Backer, 2008; Sabol et al., 2017). Se desconoce el conjunto de conos que X. variata
posee, pero los resultados presentados sugieren que al menos presentan 4 con los cuales
estos peces podrian estar percibiendo longitudes de onda muy cortas (320-400 nm), cortas

(400-500 nm), medianas (500-590 nm) y largas (590-700 nm).

Entre las funciones que puede tener esta capacidad se sabe que los peces que la

presentan la pueden utilizar en comunicacion social de corto alcance (Losey, 2001), como
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un atractivo visual durante el cortejo tanto para machos como para hembras (Rick y Backer,
2008) y también en interacciones intrasexuales ya que los peces que la usan asi distinguen
la familiaridad, identidad y sexo de sus conespecificos (Sabol et al. 2017). Puesto que se ha
demostrado que X. variata usa las escamas brillantes en el contexto de la eleccion de pareja
y en interacciones territoriales (Moyaho, 2002; Moyaho et al., 2004; Salazar-Bautista et al.,
2018), podria decirse que el hecho de que al menos en tres angulos de incidencia de la luz
(25°, 35° y 45°) la Amax alcanzada se sintoniza en el rango UV sugiere que la iridiscencia
UV de estas escamas podria también participar en la exhibicion de algunas pautas de

cortejo.

La similitud en el rango UV mostrada por machos y hembras no sucede en el rango
visible (400-750 nm) donde los machos exhiben en promedio un pico amplio de
reflectancia cuyo porcentaje es en promedio mayor al que exhiben las hembras. Parece
entonces que, en este caso la iridiscencia en el rango visible podria estar siendo usado por
los machos para generar sefiales para atraer a las hembras. A este respecto se sabe
(Moyaho, 2018, comunicacion personal) que en condiciones de cautiverio los machos de X.
variata cortejan al atardecer. En condiciones silvestres la luz incidiria sobre un cuerpo de
agua a 70° respecto de la normal a esa hora del dia. Segun la ley de Snell con este angulo la
luz incidiria sobre el cuerpo de un pez bajo el agua aproximadamente a 45°. Mas aun,
Fascinetto-Zago (2018) encontrd que los machos presentan mas pautas de cortejo en un
angulo de incidencia de la luz sobre el agua de 60° y 70° respecto de la normal. En estas
condiciones la luz incidiria sobre el pez a 46 y 40 grados respectivamente. Este resultado
contrasta con lo hallado en este estudio, ya que entre dichos angulos se registra el menor

porcentaje de reflectancia (15.55 %). Parece entonces, que la geometria de la luz que X.
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variata utiliza para cortejar a las hembras no coincide con la hallada a la cual se produce la
reflectancia maxima. Se ha reportado que los machos de pavorreales cortejan a las hembras
cuando el angulo de incidencia de la luz es de 45°; es un angulo que podria considerarse
como Optimo en esta especie. En muchas especies tanto la ubicacion como el momento de
las exhibiciones de cortejo parecen ser seleccionados por la eficacia de la sefial (Dakin y
Montgomerie, 2009). Por ejemplo, se comprobo que la ornamentacion UV en el pez
Xiphophorus nigrensis incrementa el atractivo de los machos hacia las hembras, a la vez
que pasa desapercibido por su depredador principal Astyanax mexicanus (Cummings et al.,
2003). Una adaptacion similar podria estar ocurriendo en X. variata lo cual explicaria la
sintonizacion en UV, aunque también es posible que este tipo de longitudes de onda sean
parte de un sistema de comunicacion intraespecifica. Valdria la pena realizar experimentos

para poner a prueba las predicciones derivadas de estas hipétesis.

Aungue no hubo diferencias significativas entre machos y hembras en ninguno de los
pardmetros medidos en funcién de la variacion del angulo de incidencia de la luz, la
varianza en las tres mediciones (reflectancia maxima, la longitud de onda a la que ésta
ocurrid y el brillo) difirié significativamente entre los dos sexos. Esta diferencia podria
explicarse por la cantidad de brillo y porcentaje de reflectancia alcanzada por los machos
entre 500 y 600 nm. La diferencia hallada también es consistente con lo hallado en otros
casos donde se ha mostrado que las sefiales visuales tanto en UV como en otros rangos del
espectro pueden ser sexualmente dimorficas (Cummings et al., 2003; Sabol et al., 2017).
Ya se conoce que los machos de X. variata tienen méas escamas iridiscentes que las hembras
(Fitzsimons, 1972), y los resultados descritos aqui sugieren que también sus caracteristicas

colorimétricas difieren entre los dos sexos.
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Se ha reportado que las escamas brillantes de X. variata podrian funcionar como
reflectores en los machos durante los movimientos elaborados que hacen para llamar la
atencion de las hembras y conseguir copulas (Moyaho, 2002; Moyaho et al., 2004).
Ademas, los machos carecen de un 6rgano intromitente verdadero por lo que requieren de
la cooperacion de la hembra para copular mediante pautas de cortejo (Bisazza, 1997). Los
machos también utilizan sus escamas iridiscentes en pautas de amedrentacion de rivales
(Salazar-Bautista et al., 2018). Las funciones que ya se conocen para las escamas
iridiscentes y las diferencias de la varianza de las mediciones entre los sexos concuerdan
con lo que la seleccion sexual predice: deberia existir variacion en el caracter o caracteres

sujetos a eleccion femenina. (Darwin, 1874; Endler, 1983).

El fendbmeno de iridiscencia puede servir para resaltar o amplificar ornamentos o pautas
de comportamiento pues puede producir brillo intermitente creando una coloracion
temporal y haciendo conspicuo un comportamiento o desplante (Meadows et al., 2009). Por
ejemplo, los cangrejos del género Ovalipes habitan en la porcion de la columna de agua
donde permanece el espectro azul (la mas superficial) y presentan iridiscencia paralela a la
superficie del agua. Este mecanismo es fundamental en la comunicacion intraespecifica de
esta especie, ademas de que sus individuos utilizan la reflectancia para mantenerse ocultos
de sus depredadores al camuflarse con los colores reflejados por el agua (Parker et al.,
1998). Conspicuidad y camuflaje simultaneos es algo que también podria estar ocurriendo
durante el cortejo de los machos de X. variata. Por ejemplo, recientemente se ha obtenido
evidencia de que los machos pueden producir destellos de luz durante pautas de cortejo
(Fascinetto-Zago, 2018, datos no publicados). Esta observacion coincide con lo que Juarez

(2015) reporto: el brillo es la caracteristica de las escamas iridiscentes de los machos de X.
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variata que retiene la atencion de las hembras. En el trabajo que aqui presento, encontré
que la reflectancia y el brillo maximos de las escamas iridiscentes de X. variata se alcanzan
cuando la luz incide sobre ellas a un angulo de 90° sobre el cuerpo del pez. Los valores
alcanzados de reflectancia con ese angulo superaron en mas de 165% a los demas angulos,
y aln mas (325%) para los valores del brillo. Entonces, los destellos de luz reportados por
Fascinetto-Zago podrian ocurrir con el pez orientado a este angulo respecto de la fuente
luminosa. Sin embargo, para que la luz incida sobre las escamas en este angulo y alcancen
estos valores, el pez tendria que rotar sobre su eje longitudinal y mostrar uno de sus flancos
directamente a la fuente luminosa. Es lo que parece ocurrir (Azcué, comunicacion personal)
en pautas del cortejo de los machos de X. variata que no se habian descrito previamente por
otros autores (Fitzimons, 1972; Fitzimons 1976; Salazar-Bautista et al., 2018). Después del
angulo de incidencia de la luz a 90° (respecto a la normal), 35° y 45° fueron los angulos
que mas brillo produjeron. En cambio, 75° y 45° (respecto a la normal) fueron los angulos
con los que se logré alcanzar el porcentaje mas grande de reflectancia. Estos resultados
sugieren que la utilizacidn 6ptima de las caracteristicas colorimétricas de las escamas
podria variar dependiendo del contexto en el que se encuentren los peces. Asi, podrian

producir destellos de luz en ciertas pautas, o atenuar su brillo en otras durante el cortejo.

Los espectros obtenidos de las escamas iridiscentes de X. variata muestran
caracteristicas de coloracion direccional en el rango espectral UV y de coloracion difusa en
el rango visible, propiedades comunes de los espectros producidos por reflectores multicapa
(Osorio y Ham, 2002; Kinoshita et al., 2008). Los reflectores multicapa con 5 0 mas
laminas igualmente espaciadas pueden producir espectros con uno o multiples picos con un

porcentaje de reflectancia alto, mientras que un reflector con menos de 5 ldminas puede
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producir picos amplios con un porcentaje de reflectancia bajo (Land, 1972). Esto me lleva a
sugerir que el color iridiscente metalico de las escamas iridiscentes de X. variata,
posiblemente sea producido por un reflector multicapa de mas de cinco laminas, ya que esta
nanoestructura puede producir espectros similares a los reportados anteriormente. La
hipdtesis esta apoyada también por la relacion lineal positiva que encontré entre la longitud
de onda a la cual se alcanza la reflectancia maxima y el angulo de incidencia de la luz,
como la reportada por Land (1972). Ademas, es comin que cuando un espectro presenta un
pico de reflectancia en UV, éste vaya acompafiado de reflexion en longitudes de onda mas
largas (Siebeck, 2014), lo cual concuerda con la clase de espectros de reflectancia
encontrados en las escamas iridiscentes de X. variata. A pesar del apoyo que estos
argumentos pueden dar a la hipétesis que planteo, cabe advertir que la medicion de los
espectros se realizo sobre las escamas de peces vivos; y aunque el color completo del pez es
producido principalmente por cromatoforos, también esta determinado por la suma del
color de sus tejidos y fluidos corporales (Noguera et al., 2015). Por lo tanto, esta hipotesis
acerca de la naturaleza de las nanoestructuras debe tomarse con reserva hasta que un
procedimiento de microscopia electrdnica la corrobore. En este mismo sentido, seria
prudente hacer un analisis comparativo entre las caracteristicas colorimétricas de las
escamas iridiscentes y las que no lo son, asi como evaluar el aporte de los otros

cromatoforos a los espectros de reflectancia obtenidos.

Por otra parte, se sabe que los cambios en el ambiente acuatico como el incremento de
turbiedad inducidos por la actividad humana pueden tener efectos dafiinos en el sistema de
apareamiento de los peces que los habitan. Se conoce que conforme aumenta la turbiedad

disminuye la cantidad de luz que puede penetrar la columna de agua, lo que deteriora el
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ambiente visual. Estas condiciones afectan especialmente a aquellas especies de peces con
un sistema de apareamiento basado en sefiales visuales, pues alteran los caracteres que se
encuentran bajo la fuerza evolutiva de la seleccion sexual (Utne-Palm 2002; Engstrém-Ost
y Candolin, 2007). Algo similar podria estar ocurriendo con los peces X. variata. En uno de
sus ambientes naturales (Laguna de Yuriria, Guanajuato) se ha registrado un incremento
dramatico en el numero de lirio que parece estar asociado con el decremento en el nimero
de individuos en la zona (observacion personal, 2017). Estas condiciones podrian tener un
efecto negativo en la variacion de las caracteristicas del color de las escamas iridiscentes y
en la disminucién poblacional de estos peces. Si asi fuera, cobraria relevancia analizar las
caracteristicas espectrales de individuos de X. variata silvestres y compararlas con los
individuos en cautiverio a lo largo del tiempo. Esta comparacion permitiria saber si las
condiciones adversas del habitat incrementan la presion de seleccion sexual en dicho

caracter.

Como la coloracion mostrada por los animales resulta de un compromiso entre cripsis y
comunicacion (Champ y Vorobyev, 2016), seria interesante profundizar en la
diferenciacion de las caracteristicas colorimétricas que implica el pico de reflectancia
amplio encontrado en el espectro de los machos. Podria aprovecharse la oportunidad para
analizar también otras caracteristicas de los espectros de reflectancia tal como la variacién
del tono, y combinarlos con experimentos de comportamiento donde los peces interactien
con sus conespecificos en condiciones donde las caracteristicas colorimétricas de sus

escamas hayan sido modificadas.
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7.2. Microscopia

El integumento de los peces puede dividirse en epidermis y dermis. La dermis a su vez se
compone por el stratum spongiousum (mas externo) y el stratum compactum. En el stratum
spongiosum se encuentran las escamas y los cromatoforos, los cuales pueden ser de
diferente tipo segun la coloracion y/o los patrones de color del pez. El anélisis que realicé
con la asistencia del Bidlogo José Luis Cordoba a las escamas iridiscentes extraidas de un
pez muerto de X. variata revel6 que el pez perdié su brillo pero no su color al retirar la capa
externa del integumento. Por lo tanto, es posible que exista otro tipo de cromatoforos
debajo de los iridoforos, en capas mas internas del stratum spongiosum, que genere el color
completo del pez y que pueda tener una relacion con las caracteristicas colorimétricas de las
escamas iridiscentes. Por ejemplo, el salmén Oncorhynchus kisutch posee un arreglo de
cromatoforos que le permite un cambio de color de oscuro a brillante cuando cambia de
ambiente (e. g. de aguas profundas a la superficie) cuando alcanza la etapa adulta y migra.
Este cambio de color es producido como una respuesta a las variaciones en las
concentraciones de sodio y potasio que producen agregacion de pigmentos tanto en los
xantéforos como en los melano6foros. De esta forma ocurre el paso selectivo de longitudes
de onda debido a la absorcién y reflexion selectivas de aquellas por los pigmentos al través
de dichos cromatdforos. Posteriormente, la luz atraviesa las estructuras en los iridoforos
originando que el color reflejado se sintonice en funcién de las longitudes de onda que

inciden sobre estas células (Hawkes, 1974).

Un cambio similar ocurre en el caso de Oreochromis niloticus. En esta especie los
pigmentos contenidos en los eritréforos de su integumento se agregan y disgregan en

respuesta a cambios en la longitud de onda que incide en ellos. Con esta transformacion
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logran una coloracion roja en la época de apareamiento durante la cual el nUmero de
eritroforos se incrementa (Oshima y Yokozeki, 1999). En cambio, los calamares de la
especie Doryteuthis opalescens exhiben un mecanismo de iridiscencia sintonizable que, es
producido por reflectores multicapa de laminas de guanina y espacio extracelular. En este
caso el cambio de color ocurre en respuesta al neurotransmisor Acetilcolina, el cual genera
una cascada de sefializacion que provoca la condensacion de las proteinas reflectantes.
Esto, a su vez, provoca una disminucion en el volumen celular y expulsion de agua,
provocando un incremento en el brillo. Este cambio es reversible cuando el efecto del
neurotransmisor cesa, provocando que el brillo disminuya nuevamente. Es probable que
este proceso lo utilicen para camuflarse. En X. variata, los machos exhiben sus escamas
iridiscentes durante desplantes de amedrentacion a rivales (Salazar-Bautista et al., 2018), y
se ha observado que las partes laterales de su cuerpo se tornan mas obscuras durante estos

desplantes. Esta podria ser una estrategia que ellos usan para resaltar su brillo.

Como resultado de la combinacion de cromatdéforos los animales pueden generar
patrones de coloracién que pueden tener caracteristicas brillantes o iridiscentes (Goda et al.,
2013). En el caso de los peces que presentan iridiscencia, son reflectores multicapa las
nanoestructuras que hasta ahora se han reportado como las responsables del fendmeno
(Kuriyama et al., 2017), tal es el caso de Chromis viridis (Fujii et al., 1989) y

Paracheirodon innesi (Oshima y Nagaishi, 1992).

Si bien no me fue posible obtener las micrografias que mostraran la nanoestructura
responsable de la iridiscencia de las escamas brillantes de X. variata, las caracteristicas de
las distribuciones espectrales de la reflectancia indican que un reflector multicapa

posiblemente sea la estructura responsable. Las distribuciones espectrales que obtuve
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ciertamente coinciden con las reportadas para este tipo de estructuras laminares (Osorio y
Ham, 2002). Sin embargo, no sera posible corroborarlo hasta obtener un analisis
morfoldgico con el cual ademas, se pueda determinar si existen otro tipo de cromatéforos
involucrados en la produccion de la iridiscencia y el brillo de estas escamas. Caracteristicas
como el numero de laminas en el reflector, la orientacion, el material y grosor de éstas
determinan las longitudes de onda a las cuales se sintoniza la reflectancia maxima

alcanzada (Fujii, 1993).

No obstante, pude realizar un analisis morfoldgico de las escamas usando el
microscopio confocal del Instituto de Fisiologia. El analisis revel6 que las escamas de X.
variata tienen caracteristicas que corresponden a la morfologia de una escama ctenoidea
(ver mas abajo), con un grosor de 200 um y dientes en forma de peineta en su borde
inferior. En cuanto a su morfologia, existen tres tipos de escamas en los peces: i) Placoidea,
son las mas primitiva, tipicas en tiburones, y compuestas de pulpa dentaria de marfil y
esmalte, lo cual les brinda una textura de lija; ii) Cicloideas, son escamas de espesor grande
con forma de rombo o elipsis y se recubren con un esmalte brillante. Caracteristicas por las
cuales sus portadores las utilizan como una coraza protectora y; iii) Ctenoideas, son
escamas similares en forma a las cicloideas pero presentan “dientes” a modo de peineta en
su borde inferior (Sierra et al., 2011). Este es el tipo de escama mas comun en los peces

(Sierraet al., 2011; Noguera et al., 2015).

El mismo analisis morfoldgico revel6 que las escamas presentan autofluorescencia
al incidir sobre ellas longitudes de onda de 405, 488 y 561 nm, emitiendo luz en rangos de
417-477 nm, 505-550 nm y 570-més de 800 nm, respectivamente. En células de mamiferos

la autofluorescencia cuando se presenta es heterogénea y su intensidad estd determinada por
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el tipo especifico de célula que la presenta (Xiao, 2009). Da costa et al., (2005) encontraron
que la mitocondria y los lisosomas son los organelos de células epiteliales de humanos que
principalmente presentan autofluorescencia. En cuanto a los peces, se sabe que la
composicion quimica de las escamas varia entre especies. Por ejemplo, Tang et al. (1997)
encontraron variacion en la presencia y concentracion de Fe, Mn, Zn, Cu, Ca, Sr, Ni, As,
Br, Be, en diferentes especies. Estos metales podrian estar participando en la produccion de
fluorescencia ya que todos son agentes quelantes que pueden interactuar facilmente con
riboflavinas, compuestos de anillo ciclico y colageno emiten fluorescencia. Estos
compuestos absorben luz en longitudes de onda que varian en un rango de 355 a 488 nmy
emiten un fulgor en un rango de 350-600 nm (Xiao, 2009). Debido a esto, una posible
explicacion de la fluorescencia encontrada es que tales moléculas estén presentes en
algunos organelos o como catalizadores en algunas cadenas metabdlicas en las células del
integumento de X. variata. Como resultado podrian producir fluorescencia sintonizada a
diferentes longitudes de onda dependiendo del elemento particular que estuviese

participando.

Aunque por otra parte, la fluorescencia encontrada en las escamas de X. variata podria
estar funcionando como un tipo de sefial de color. Arnold et al. (2002) encontraron
justamente esto con el plumaje de la corona y mejillas del periquito australiano
Melopsittacus undulatus; estos caracteres funcionan como un tipo de sefializacion sexual
fluorescente que, posiblemente sea un indicador honesto de la calidad del individuo que la
muestra. En machos del camaron mantis Lysiosquillina glabriuscula también se ha
reportado que la presencia de algunos puntos fluorescentes incrementan su fulgor durante

desplantes hacia machos de la misma especie y depredadores, un cambio que hace parecer
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mas grandes a los emisores. Ademas, la intensidad de dicha fluorescencia cambia a
diferentes profundidades lo cual parece indicar que, al menos en esta especie, mejora e
identifica espectralmente la sefial de color (Hazel et al., 2004). Algo asi ocurre en la arafia
Cosmophasis umbratica. Lim et al., 2007 determinaron que la coloracion que presentan
individuos de esta especie en rangos UV y fluorescencia es un componente crucial para el
cortejo, aungue la sefial fluorescente esta presente solo en los palpos de las hembras. Seria
interesante realizar experimentos de comportamiento donde se explore la posibilidad de que

X. variata también esté usando sefiales fluorescentes para comunicar 0 mejorar un mensaje.

8. CONCLUSION

Con base en los resultados presentados en este trabajo puedo concluir que las escamas
brillantes de X. variata presentan iridiscencia, la cual posiblemente es producida por el tipo
de nanoestructura conocida como reflector multicapa. El color de estas escamas puede ser
sintonizado en un rango amplio del espectro UV-VIS y sus caracteristicas colorimétricas

parecen ser sexualmente dimdrficas.
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Figura Al. Histograma de los datos de reflectancia maxima alcanzada por las escamas brillantes de X.

variata.
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Figura A2. Histograma de los datos logaritmicos de la reflectancia maxima alcanzada por las escamas

brillantes de X. variata.
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Figura A3. Grafica cuantil-cuantil que muestra los datos de reflectancia maxima (refmax.t) de las
escamas brillantes de X. variata en funcion a los cuantiles de la reflectancia maxima ajustados a una
distribucion log-normal (Inorm quantiles). Se aprecia que todos los datos permanecen dentro de las
bandas de confianza (lineas punteadas).

250
|

350

200
!

550

150
|

refmax.t

100

50

0 20 40 60 80 100

gamma quantiles

63



Figura A4. Gréfica cuantil-cuantil que muestra los datos de reflectancia maxima (refmax.t) de las

escamas brillantes de X. variata en funcién a los cuantiles de la reflectancia maxima ajustados a una

distribucion gamma (gamma quantiles). Se observa que al menos la mitad de los datos salen de las

bandas de confianza (lineas punteadas).
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Figura AS. Histograma de los datos de la longitud de onda a la cual las escamas brillantes de X. variata

alcanzan su reflectancia maxima.
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Figura A6. Histograma de los datos logaritmicos de la longitud de onda a la cual las escamas brillantes

de X. variata alcanzan su reflectancia maxima.
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Figura A7. Grafica cuantil-cuantil que muestra los datos de la longitud de onda a la cual las escamas
brillantes de X. variata alcanzan su reflectancia maxima en funcién a los cuantiles de los mismos datos
ajustados a una distribucién log-normal (Inorm quantiles). Se aprecia que la mayoria de los datos salen de

las bandas de confianza (lineas punteadas).
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Figura A8. Grafica cuantil-cuantil que muestra los datos de la longitud de onda a la cual las escamas
brillantes de X. variata alcanzan su reflectancia méxima en funcidn a los cuantiles de los mismos datos
ajustados a una distribuciéon gamma (gamma quantiles). Se observa que la mayoria de los datos salen de

las bandas de confianza (lineas punteadas).
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Figura A9. Histograma de los datos de brillo de las escamas brillantes de X. variata.
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Figura A10. Histograma de los datos logaritmicos del brillo de las escamas brillantes de X. variata.
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Figura All. Grafica cuantil-cuantil que muestra los datos del brillo total de las escamas en funcion a los
cuantiles de los datos del brillo total de las escamas brillantes de X. variata ajustados a una distribucion
log-normal (Inorm quantiles). Se aprecia que la mayoria de los datos salen de las bandas de confianza

(lineas punteadas).
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Figura Al12. Gréfica cuantil-cuantil que muestra los datos del brillo total de las escamas brillantes de X.
variata en funcién a los cuantiles de los mismos datos ajustados a una distribucién gamma (gamma

quantiles). Se observa que la mayoria de los datos salen de las bandas de confianza (lineas punteadas).
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Tabla Al. Resumen de la simplificacion del modelo lineal mixto para el anélisis de los datos de la

reflectancia maxima alcanzada por las escamas brillantes de X. variata.

Etapa Simplificacién gl logLik! Valordep
Modelo méaximo gen*ang+blog/pez/esc 14 -365.65

1 Ang+gen+blog/pez/esc 10 -367.1 057

2 ang+blog/pez/esc 9 -368.15 0.1463

3 gen+blog/pez/esc 5 -393.58 <0.0001

YogLik, tasa de maxima verosimilitud.

2gen, género (machos y hembras); ang, tratamientos (angulo de incidencia de la luz: 25°, 35°, 45°, 55° y
90°); blog, bloque; esc, escama. El simbolo (+) representa la inclusion de la variable explicatoria, el
simbolo (*) representa la interaccion entre las variables y el simbolo (/) indica la anidacion de los factores

(i.e. el factor escamas esté& anidado en el factor pez y éste a su vez esta anidado en el factor bloque).
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Figura A13. Residuales en funcion de los valores ajustados del modelo minimo adecuado utilizado para
la evaluacion de las diferencias de la reflectancia maxima alcanzada por las escamas brillantes de X.

variata en funcién a la variacion del angulo de incidencia de la luz. No se aprecia ningin patrén aparente.
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Tabla A2. Resumen de la simplificacion del modelo lineal mixto para el analisis de los datos de la

longitud de onda a la cual las escamas brillantes alcanzan su reflectancia maxima.

Etapa Simplificacién gl logLik! Valordep
Modelo maximo gen*ang+blog/pez/esc 14 -472.73

1 Ang+gen+blog/pez/esc 10 -474.12 0.59

2 ang+blog/pez/esc 9 -475.38 0.1122

3 gen+blog/pez/esc 5 -513.31 <0.0001

YogLik, tasa de maxima verosimilitud.

2gen, género (machos y hembras); ang, tratamientos (angulo de incidencia de la luz: 25°, 35°, 45°, 55° y
90°); blog, bloque; esc, escama. El simbolo (+) representa la inclusion de la variable explicatoria, el
simbolo (*) representa la interaccion entre las variables y el simbolo (/) indica la anidacion de los factores

(i.e. el factor escamas esté& anidado en el factor pez y éste a su vez esta anidado en el factor bloque).
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Figura Al4. Residuales en funcion de los valores ajustados del modelo minimo adecuado utilizado para
la evaluacion de las diferencias de la longitud de onda a la cual las escamas brillantes de X. variata
sintonizan su Amax en funcion a la variacion del &ngulo de incidencia de la luz. No se aprecia ningun

patron aparente.
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Tabla A2. Resumen de la simplificacion del modelo lineal mixto para el analisis de los datos del brillo

total de las escamas brillantes de X variata.

Etapa Simplificacién gl logLik! Valordep
Modelo maximo gen*ang+blog/pez/esc 14 127.45

1 Ang+gen+blog/pez/esc 10 124.83 0.2645

2 ang+blog/pez/esc 9 12417 0.25

3 gen+blog/pez/esc 5 10544 <0.0001

ogLik, tasa de maxima verosimilitud.

2gen, género (machos y hembras); ang, tratamientos (angulo de incidencia de la luz: 25°, 35°, 45°, 55° y
90°); blog, bloque; esc, escama. El simbolo (+) representa la inclusion de la variable explicatoria, el
simbolo (*) representa la interaccion entre las variables y el simbolo (/) indica la anidacion de los factores

(i.e. el factor escamas esté anidado en el factor pez y éste a su vez esta anidado en el factor bloque).
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Figura A15. Residuales en funcion de los valores ajustados del modelo minimo adecuado utilizado para
la evaluacion de las diferencias del brillo total de las escamas brillantes de X. variata sintonizan. No se

aprecia ningun patrdén aparente.
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