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RESUMEN

Al igual que ocurre en mamiferos, los peces
presentan ritmos en un gran nimero de procesos bioldgicos.
El estudio de estos ritmos en peces tiene una gran
importancia en investigacion basica, ya que nos ayuda a
comprender como funcionan sus procesos fisiolégicos y como
han desarrollado adaptaciones a las condiciones cambiantes
en su medio natural. Ademds, tienen un gran interés en
investigacion aplicada, sobre todo relacionada con Ia
acuicultura.

1) RITMOS DE ACTIVIDAD Y ALIMENTACION

Los peces no presentan una actividad sostenida
durante las 24 horas del dia, sino que concentran su actividad
locomotora y alimentaria en una fase concreta, presentando
patrones de actividad diurnos o nocturnos, en funcién de que
esta mayor actividad se produzca durante el dia o la noche,
respectivamente. En el caso de la actividad alimentaria, el
conocimiento de la fase del dia en la que los animales
prefieren alimentarse tiene una implicacion importante en las
piscifactorias, ya que va a permitir a los acuicultores
alimentar a los peces en el momento del dia 6ptimo,
reduciendo el estrés producido por la alimentacién fuera de
la fase de actividad y aumentando la eficiencia del alimento.
Para conocer los ritmos de alimentacién en peces han tenido
gran importancia los alimentadores a demanda desarrollados
por nuestro grupo de investigacion. Estos alimentadores son
operados de forma activa por el pez y el aprendizaje de su
utilizacion estd basado en un condicionamiento operativo
positivo, ya que cada vez que el pez activa el sensor del
alimentador se proporciona una recompensa consistente en
la liberacion de una pequefiia cantidad de comida.

El estudio de los ritmos de alimentacién también nos
permitié describir la existencia de dualismo en varias especies
de peces como la lubina (figura 1). El dualismo se define como
la capacidad de un animal de presentar actividad diurna o
nocturna, pudiendo cambiar de una fase a otra a lo largo de

su ciclo vital. En el caso de la lubina, en condiciones naturales,
estas inversiones en su fase de actividad estan relacionadas
con la época del afio, de modo que las lubinas tienen un
comportamiento diurno durante la primavera, el verano y
parte del otofio, y cambian a un comportamiento nocturno
durante el invierno. Estas inversiones estacionales parecen
estar ligadas a la reproduccién, como veremos mds adelante.

2) RITMOS DE REPRODUCCION

La mayoria de las especies de peces presentan ritmos
estacionales de reproduccion, de modo que se reproducen en
una época del afio determinada que va a ser especifica para
cada especie. Por ejemplo, la dorada y la lubina se
reproducen en invierno, mientras que el lenguado se
reproduce durante la época de primavera y principios de
verano. Desde un punto de vista evolutivo, los ritmos
estacionales de reproduccién proporcionan una gran ventaja
adaptativa a estas especies ya que se van a reproducir en el
medio natural en una época del afio donde las condiciones
sean mas optimas para la supervivencia de las crias. El caso de
la lubina es ademas muy interesante porque estos ritmos
estacionales de reproducciéon coinciden con otros ritmos
estacionales como son las inversiones de su comportamiento,
como comentabamos anteriormente (Figura 1). En las lubinas
en el medio natural, ademas, también coinciden con las
migraciones estacionales de esta especie. La lubina, en
primavera y verano, suele encontrarse en lagunas costeras,
donde hay una gran abundancia de alimento. Durante el
otofo, estas lubinas migran a mar abierto, donde se van a
reproducir durante los meses de invierno. En esta época se
produce la inversién en sus patrones de comportamiento,
pasando de diurnas a nocturnas. Después de la reproduccion,
a finales de invierno, las lubinas migrardn de nuevo a la costa,
volviendo a invertir su comportamiento de nocturno a diurno.
En acuicultura, el conocimiento de los ritmos estacionales y la
época de reproduccion de las especies tiene una gran
importancia ya que nos va a permitir disefiar protocolos de
manipulacién del fotoperiodo y la temperatura del agua para
optimizar su reproduccidon en cautividad, un proceso que
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normalmente constituye uno de los “cuellos de botella” mas
importantes.
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Figura 1. Ritmos estacionales e inversiones en el comportamiento

alimentario de la lubina. El comportamiento alimentario se registré6 mediante
comederos a demanda operados por los animales. El actograma de la
izquierda de la grafica (A) representa las demandas de alimento de las lubinas
durante un afio completo. El actograma se representa de forma doble (escala
de 48 horas), de modo que el eje de ordenadas progresa en dias sencillos
pero cada dia se representa dos veces en la grafica (el dia 1 a la derecha de la
grafica se repite en el dia 2 a la izquierda). La actividad alimentaria se registré
cada 10 minutos, de modo que la altura de cada punto indica el nimero total
de demandas de alimento durante cada intervalo de 10 minutos. A la
derecha (B) se han representado unas ondas medias con la media diaria de
actividad alimentaria (media + D.E.) para cada estacién del afio (de arriba
hacia abajo: verano, otofio, invierno y primavera). Las barras representan la
actividad media cada hora, la linea continua indica las variaciones diarias
medias de temperatura del agua. Las barras blancas y negras encima de cada
onda media representan la duraciéon media para cada estacion del dia (barras
blancas) y la noche (barras negras). Figura modificada de Sanchez-Vazquez et
al., Chronobiology International (1998).

Junto con los ritmos estacionales, los peces también
presentan ritmos diarios de reproduccién. El ejemplo mas
claro son los ritmos de puesta. En general, la puesta de los
huevos y la fecundacion en peces se produce en la primera
mitad de la fase de actividad. Como se puede observar en la
figura 2, en el caso del pez cebra la puesta se produce en las
primeras horas de la fase de luz, mientras que en el lenguado,
la lubina y la dorada se produce durante la fase de oscuridad.
Estos ritmos diarios de reproduccién y puesta de huevos
estan controlados por la presencia de ritmos diarios en las
hormonas del eje reproductor como la GnRH (hipotalamo), la
FSH y LH (hipd&fisis), y los esteroides sexuales (producidos en
las génadas). Los ritmos diarios de todas estan hormonas son
modulados por las condiciones ambientales de luz y
temperatura. En las especies con reproduccién nocturna
como el lenguado vy la lubina, la hora a la que se produce la
puesta tiene una especial relevancia ya que son especies de
gran interés comercial, que se reproducen en cautividad en
las empresas de acuicultura. El hecho de conocer el momento

de la puesta de huevos va a permitir una recogida inmediata
de las puestas, evitando que los huevos permanezcan durante
mucho tiempo en los sistemas de recoleccion, lo que podria
afectar a la calidad.

Sparaning (ml'1hj
=

.

b 12 W B M 1 4 B B 0
Tima of day (h) B
100
i oo
% + B0 ]
@ 170 E
b ! . o
] 1 B 0 £
EI ¥ + 40 -]
E b L i, D ! ]
o o I ED + 20
20000 g i o b
o (Y - D H‘!.‘_h:d.ﬂ
1) e AL o L) El -
15 18 4 B 14
Time of day (hours)
C
i 1
"F: LIE
)
=
= mf
E mn-
o \
P I i Ij-\I-.I'.L:-I-.I-T-'I_L'I_-i_ s
IHER 1500 P00 [SEF 21000 2MED OME 0N O3 (G [EEE | ME
Ve of iy | boiars)
D
E
E
g
1)

Time of day (hours)

Figura 2. Ritmos de puesta en varias especies de peces teledsteos: dorada
(A), lubina (B), lenguado (C) y pez cebra (D). Las barras blancas y negras
encima de cada grafica representan la fase de luz y de oscuridad,
respectivamente. El eje de abscisas indica la hora del dia. El eje de ordenadas
indica la cantidad de la puesta en ml/h (A, D), nimero de huevos (B), o
gramos de huevos/h (C). Figura modificada de Meseguer et al.,
Chronobiology International (2008) (dorada); Villamizar et al., Aquaculture
(2012) (lubina); Oliveira et al., Journal of Fish Biology (2009) (lenguado); y
Blanco-Vives & Sanchez-Vazquez, Physiology & Behavior (2009) (pez cebra).

3) DESARROLLO TEMPRANO (EMBRIONARIO Y LARVARIO)

Los embriones de peces presentan capacidad
fotorreceptora, es decir, capacidad de sentir y transducir la
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iluminacién exterior, desde los primeros estadios del
desarrollo. Ademas, debido a que son animales ectotermos,
su desarrollo estda muy influenciado por la temperatura del
agua. En condiciones naturales, esa temperatura externa va a
presentar variaciones diarias, conocidas como termociclos, de
modo que por el dia el agua presenta una temperatura mas
alta que por la noche.

Los embriones y las larvas de pez presentan ritmos
diarios de desarrollo y eclosién, de modo que su desarrollo es
mas rapido en una fase del dia determinada, y la eclosion se
produce en una fase concreta del dia. Estos ritmos van a estar
modulados por las variaciones diarias de luz y temperatura.
En el caso de los ritmos de eclosién, por ejemplo, en el pez
cebra la eclosidn se produce a lo largo de la primera mitad de
la fase de luz, mientras que en el lenguado se produce al final
de la fase de oscuridad (Figura 3 A-B). Si analizamos el
desarrollo de los estadios embrionarios, veremos que
también aparecen diferencias en funcién de la hora del dia.
En el pez cebra, el desarrollo se produce fundamentalmente
durante el dia, produciéndose una reduccién en la tasa de
desarrollo durante la fase de oscuridad. En el caso del
lenguado ocurre al contrario, apareciendo un desarrollo mas
rapido durante la fase de oscuridad. Hay que tener en cuenta
que el pez cebra es una especie diurna mientras que el
lenguado es nocturna, por lo que estos resultados sugieren
que los ritmos de desarrollo y eclosion estarian muy
relacionados con la fase de actividad de la especie.

En otra serie de experimentos, nuestro laboratorio
también ha puesto de manifiesto la importancia de las
condiciones de iluminacién y la composicién de la luz sobre el
desarrollo. Como hemos comentado anteriormente, los
embriones presentan capacidad fotorreceptora desde los
primeros estadios de desarrollo, por lo que se van a ver muy
influidos por las caracteristicas de la luz que reciben. Si
analizamos la tasa de crecimiento de larvas de lubina bajo
diferentes condiciones de iluminacién vemos que las
longitudes de onda cortas (azul) son mas eficaces e inducen
una tasa mayor de crecimiento que las longitudes de onda
largas (rojo) (Figura 3C). Esto tiene una explicacidn evolutiva
evidente, ya que sobre todo en los océanos las longitudes de
onda corta del visible son las que penetran a mayor
profundidad y los peces presentan sobre todo fotopigmentos
que captan estas longitudes de onda corta como Ia
melanopsina.

La existencia de un ciclo de luz-oscuridad es también
muy importante para un correcto desarrollo. Si sometemos a
las larvas de lubina a condiciones de iluminacidn constantes
van a aparecer problemas en el desarrollo. Por ejemplo, las
larvas de lubina, lenguado y pez cebra presentan tasas de
mortalidad muy elevadas cuando crecen en condiciones de
oscuridad constante. En el caso de la luz constante, la tasa de

mortalidad va a ser baja, similar a la que aparece con un ciclo
de luz-oscuridad, pero las larvas van a presentar una tasa de
aparicion de malformaciones mucho mas elevada en luz
continua que en condiciones normales de luz-oscuridad
(Figura 3D).
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Figura 3. Ritmos de eclosion en larvas de pez cebra (A) y lenguado (B); y
efecto de diferentes condiciones de iluminacidn sobre el crecimiento (C) y la
aparicion de malformaciones (D) en larvas de lubina). La eclosion (A-B) se
representa como porcentaje de nuevas larvas eclosionadas cada 2 horas, a lo
largo de los primeros dias de desarrollo (expresado en el eje de abscisas
como hpf, horas post-fertilizacién). Los ritmos de eclosion se analizaron en
embriones mantenidos en un ciclo de luz-oscuridad y una temperatura del
agua constante. Para cada especie el experimento se realizd utilizando tres
temperaturas diferentes: 24, 28 y 329C para pez cebra; 18, 22 y 24°C para
lenguado. Para el estudio de lubina, las larvas se dividieron en cinco grupos
bajo condiciones diferentes de iluminacion: tres grupos se mantuvieron en un
ciclo luz-oscuridad, con una luz de diferente composicion para cada grupo, luz
azul (LDB), luz roja (LDR) y luz blanca (LDW); otro grupo se mantuvo en
condiciones de luz continua (LL) y el dltimo grupo en condiciones de
oscuridad continua (DD). A los 40 dias de edad se midi6 la longitud y el peso
(C) y la aparicion de malformaciones (elongacion de la mandibula) (D). Figura
modificada de Villamizar et al., Aquaculture (2009), y Villamizar et al.,
Chronobiology International (2013).

Actualmente, en las empresas de acuicultura, es
comun la utilizacién de protocolos de mantenimiento de
larvas que implican wunas condiciones constantes de
iluminacién. Por ejemplo, las larvas de lubina se mantienen
en oscuridad constante los primeros 8-10 dias de vida. Para
otras especies de peces como por ejemplo el bacalao, se
utiliza una iluminacién continua. En todos los casos de
especies en cultivo, la temperatura del agua se mantiene
constante. Por lo tanto, las larvas de peces en acuicultura se
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van a desarrollar en unas condiciones ambientales constantes
qgue no tienen nada que ver con lo que ocurre en el medio
natural, lo que podria tener un impacto negativo importante
sobre las funciones fisioldgicas de estos animales cuando son
adultos. El caso mas claro probablemente sea el del lenguado.
Los lenguados adultos capturados del medio natural cuando
son juveniles se reproducen en cautividad con relativa
facilidad. Sin embargo, los lenguados que nacen en cautividad
y se desarrollan en la empresa de acuicultura presentan
muchos problemas en su reproduccion, lo que parece estar
relacionado con las condiciones ambientales constantes
presentes durante su desarrollo. Por lo tanto, es muy
importante concienciar a las empresas de la importancia de
simular las variaciones naturales de luz temperatura.

4) RITMOS DE ESTRES

Un problema importante en el cultivo de peces es el
del estrés y el bienestar animal. Este estrés puede estar
producido por diversos procesos rutinarios en las empresas
como la clasificacién por tamano de los peces, el traslado de
jaula o la vacunacién. Al igual que ocurre con otros procesos,
los marcadores fisioldgicos de estrés y su respuesta en peces
esta condicionada por la hora del dia a la que se produce
dicho estrés. Por ejemplo, centrémonos en lo que ocurre con
el cortisol. Esta es una hormona producida en peces por las
células interrenales (en mamiferos es producida en las
glandulas suprarrenales), que en condiciones normales juega
un papel muy importante en procesos de metabolismo,
crecimiento, regulacion energética y del equilibrio
hidromineral. En condiciones de estrés, el cortisol forma
parte de la respuesta primaria del organismo, de modo que se
utiliza como uno de los marcadores fisiologicos mas
importantes de estrés en peces. En condiciones normales, los
vertebrados presentan ritmos diarios de secrecion de cortisol,
con maximos de producciéon al comienzo de la fase de
actividad. Estos picos de cortisol en condiciones normales
estan muy relacionados con una de las funciones de la
hormona, que es la de inducir el despertar y preparar el
organismo para afrontar la fase de actividad diaria. Por lo
tanto, animales diurnos como los humanos presentan un
ritmo de cortisol en sangre con un pico al final de la noche y
principio del dia, mientras que animales nocturnos como la
rata presentan el maximo de cortisol al final del dia y
comienzo de la noche.

Estos ritmos de cortisol también aparecen en peces y,
al igual que en los mamiferos antes descritos, en condiciones
normales (sin estrés) estdan muy relacionados con la fase de
actividad de la especie. Por ejemplo, como se puede ver en la
figura 4, una especie nocturna como el lenguado presenta los
valores mds altos de cortisol durante la primera mitad de la
noche. Ademads del cortisol, la glucosa y el lactato se utilizan
frecuentemente como marcadores de estrés en peces. Estos

dos metabolitos forman parte de la respuesta secundaria al
estrés y, al igual que el cortisol, muestran ritmos diarios en
sangre en condiciones normales (figura 4). Por lo tanto,
cuando tomamos muestras de sangre para evaluar si los
animales estan en un estado de estrés o no, hay que tener
muy en cuenta los ritmos de los marcadores que vamos a
analizar (cortisol, glucosa o lactato) y la hora del dia a la que
se recogen las muestras. Ademas, en peces, la respuesta en la
secrecion de estos marcadores a un estrés agudo por
manipulacién presenta diferencias en funcién de la hora del
dia a la que se aplica dicho estrés. Por ejemplo, en el
lenguado, la respuesta es mucho mayor durante el dia (fase
de reposo) que durante la noche (fase activa) (figura 4D-F).
Por lo tanto, otro punto importante a tener en cuenta, sobre
todo cuando vamos a aplicar algun procedimiento a los peces
gue puede ser potencialmente estresante, es intentar realizar
ese procedimiento a una hora del dia a la que los animales
son menos sensibles y el estrés va a ser menor.
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Figura 4. Ritmos de marcadores de estrés e influencia de la hora del diaen la
respuesta al estrés en lenguado. En un primer experimento, en lenguados
mantenidos en condiciones normales (no estresados), se analizo la existencia
de ritmos diarios de marcadores de estrés en sangre: cortisol (A), glucosa (B)
y lactato (C). Después de constatar la existencia de ritmos en estos
marcadores, en un segundo experimento se estudié el efecto de la hora del
dia a la que se aplica un estrés sobre la respuesta de cortisol (D), glucosa (E) y
lactato (F). En la segunda parte del experimento se utilizd un estrés
consistente en la exposicion al aire de los animales durante 30 segundos. Una
hora después del estrés se midieron los marcadores tanto en animales
estresados como no estresados (control). El estrés se aplicéd a diferentes
grupos de lenguados a dos horas distintas del dia: 1 hora después del
encendido de las luces (ZT 1) y 1 horas después del apagado de las luces (ZT
13). En las gréficas de los ritmos diarios (A-C), las barras blancas y negras
sobre las gréficas indican la fase de luz y de oscuridad, respectivamente.
Todos los valores estan expresados como la media + D.E. Las diferentes letras
indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos, dentro de la
misma grafica. Figura modificada de Lépez-Olmeda et al., Chronobiology
International (2013).
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5) CRONOTOXICIDAD DE ANESTESICOS Y PRODUCTOS

TERAPEUTICOS USADOS EN ACUICULTURA

En acuicultura los peces se exponen con frecuencia a
un gran numero de compuestos empleados tanto en
procedimientos rutinarios como en la prevencion vy
tratamiento de enfermedades, para preservar la salud y el
bienestar de los peces en las instalaciones acuicolas. Entre
estas sustancias estdn los antibidticos, antifungicos,
antiparasitos, desinfectantes, vacunas y anestésicos.
Normalmente estos compuestos se administran a los peces
mediante bafos puntuales o también afiadidos a la dieta. En
ambos casos, los peces se exponen al compuesto activo en un
momento preciso del dia. Sin embargo, a diferencia de lo que
ocurre en mamiferos, existe muy poca informacién acerca de
las variaciones temporales en los efectos de estas sustancias,
tanto a nivel de su efectividad como en su toxicidad para el
pez. No obstante, conocer la hora del dia en la que el
compuesto terapéutico tenga una efectividad éptima pero los
efectos secundarios sean minimos permitiria mejorar el
bienestar de los peces y reducir los costes econdmicos que se
derivan de la toxicidad de estas sustancias para los animales
expuestos a ellas. Estos ritmos diarios de toxicidad se deben a
su vez a la existencia de ritmicidad en varios sistemas de la
fisiologia del pez. Por un lado la captacidn de las sustancias
disueltas en el medio acuatico puede diferir dependiendo de
la hora del dia, lo que determina la dosis final absorbida a
través de las branquias y por lo tanto una mayor absorcién
causard unos efectos secundarios mas severos. Por otro lado
los sistemas encargados del metabolismo y detoxificacion de
estos compuestos téxicos también presentan ritmos diarios y
circadianos, lo que afecta al intervalo temporal transcurrido
entre la absorcidon y la neutralizacion y/o eliminacion. Y
finalmente, los mecanismos de excrecion también pueden
estar sujetos a ritmos diarios.

Los primeros trabajos sobre cronotoxicidad en peces
llevados a cabo en nuestro grupo de investigacion se
realizaron con anestésicos. Estas sustancias se emplean con
mucha frecuencia en acuicultura, con el objetivo de minimizar
el estrés de los peces durante numerosos procesos rutinarios,
tales como el transporte, la clasificacion y la vacunacion,
entre otros. Por lo tanto, la determinacion de la dosis
apropiada necesaria en casa situacion es una cuestidn
importante y los efectos de la hora del dia no deberian ser
menospreciados. En nuestro estudio se investigaron las
diferencias en la efectividad y la toxicidad de dos anestésicos,
el MS-222 (metanosulfonato de tricaina) y el aceite de clavo
(eugenol). La efectividad del MS-222, o tiempo necesario para
inducir la anestesia, fue significativamente menor durante el
dia que durante la noche, tanto en dorada como en pez
cebra. En cuanto a la toxicidad de este anestésico,
comprobamos que las diferencias dia-noche eran paralelas a

las observadas en la efectividad, es decir, para una misma
concentracion la tasa de mortalidad registrada durante el dia
era significativamente superior a la observada por la noche.
Asi, en pez cebra, la exposicién durante 15 minutos a 0.73
mM (190 mg/L) de MS-222 causé la mortalidad del 82% de los
peces durante el dia, mientras que cuando esta exposicidn se
llevd a cabo por la noche la tasa de mortalidad descendié al
14% (Figura 5). En el caso del aceite de clavo se obtuvo
resultados similares en pez cebra. Ademas, en dorada, estas
variaciones dia-noche se alteraron cuando se manipuld el
horario de alimentacion de los peces, lo que sugiere que la
imposicion de un ciclo de comidas periddicas podria ser
utilizado para modular los ritmos de efectividad y toxicidad
de estos anestésicos.
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Figura 5. Tasa de mortalidad del pez cebra tras una exposicion de 15 min a
MS-222 en mitad del dia (circulos blancos) o en mitad de la noche (circulos
negros). Cada punto representa la media de seis réplicas independientes (8
peces/réplica). Figura modificada de Sdnchez-Vazquez et al., Chronobiology
International (2011).

Actualmente se estan llevando a cabo trabajos
similares con otros productos terapéuticos empleados en
acuicultura, siendo el objetivo final de estas investigaciones la
optimizacién de los procedimientos en acuicultura. La
aplicacién de estos estudios permitira disefiar y modificar los
protocolos de manejo diario de los peces, en funcién de la
hora del dia a la que la efectividad del compuesto de interés
es optima pero teniendo en cuenta la hora del dia en que la
toxicidad para el pez es minima y por tanto la tolerancia al
tratamiento es mayor.
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