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Introduccion

l. INTRODUCCION

1. RITMOS BIOLOGICOS. GENERALIDADES.

El movimiento ciclico de nuestro planeta y de la luna en el sistema solar, provoca
variaciones ambientales periddicas (como las estaciones del afio, los ciclos luz/oscuridad del
fotoperiodo o las mareas). A lo largo de la evolucién, se han desarrollado y mantenido mecanismos
capaces de generar ritmos bioldgicos y una organizacién temporal interna, que confiere a los seres
vivos la capacidad de anticipar estos cambios ciclicos ambientales y adaptar su fisiologia a ellos. De
esta manera, los ritmos bioldgicos sincronizan funciones tales como el reposo y la actividad, la
temperatura del cuerpo, el latido cardiaco, el consumo de oxigeno o la secrecion de glandulas
endocrinas. Su conservacion a lo largo de la cadena evolutiva, desde los organismos unicelulares

hasta los mamiferos, demuestra que son imprescindibles para la supervivencia.

El ritmo biologico podria definirse como la recurrencia de un fenémeno bioldgico en
intervalos regulares de tiempo (Aschoff, 1981). Referencias de la Antigua Grecia demuestran que ya
entonces se tenia consciencia de que estos fendmenos ocurrian como respuesta a factores
ambientales, si bien el primer experimento que sugirié el caracter enddgeno de los ritmos biologicos
se atribuye al astrénomo francés Jean Jacques d’Ortous de Mairan. En 1729, de Mairan describio
en la “Histoire de I'Académie Royale des Sciences”, que los ritmos diarios de extension y
retraimiento de las hojas de una planta heliotropa persistian bajo condiciones de oscuridad
constante. Desde entonces se ha estudiado no sélo la organizacion temporal de los procesos que
ocurren en los seres vivos, sino también los mecanismos que la originan, sus alteraciones y su
distribucion en la biota, constituyéndose asi la Cronobiologia como ciencia de estudio de los ritmos

bioldgicos.

Los ritmos bioldgicos se clasifican en funcion de su frecuencia de oscilacion en ultradianos
(tienen periodos inferiores a 19 h), circadianos (cuyo periodo es cercano a las 24 h) e infradianos
(con periodo superior a 29 h). Un ejemplo de ritmo ultradiano podria ser el sincronizado por las
mareas semidiurnas, de aproximadamente 12 h de periodicidad, que en algunos bivalvos de la zona
intermareal regula la apertura y cierre de sus valvas (Beentjes y William, 1986; Palmer, 1995). Por
otro lado, los ritmos infradianos como los circanuales o los circalunares, suelen estar muy

relacionados con la reproduccion, especialmente en peces (Taylor, 1984).
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En cuanto a los ritmos circadianos, éstos son sincronizados principalmente por los ciclos
diarios de luz y oscuridad y de los que tratara la presente tesis. Los cambios ciclicos diarios son de
gran interés puesto que la presencia o0 ausencia de luz modifica radicalmente las condiciones de
vida ambientales, afectando ademas a la temperatura, a la disponibilidad de alimento, a la presencia

de depredadores, etc.

Debido a la gran importancia de los ritmos circadianos, los organismos han desarrollado
relojes biolégicos enddgenos o marcapasos circadianos que, incluso en ausencia de estimulos
ambientales, oscilan con un periodo proximo a 24h. Para que los organismos puedan adaptar sus
ritmos bioldgicos al entorno, es necesario que exista una entrada de la informacion ambiental a su
sistema circadiano. Estas entradas o estimulos se captan por los transductores (como la retina), que
transmiten la informacién (en este ejemplo, la luminica) hasta el reloj endégeno. A su vez, el reloj
enddgeno puede sincronizarse con estos estimulos, de tal forma que las salidas ritmicas fisiologicas
y los ritmos manifiestos comportamentales que se producen en el organismo, estén en fase con los
ritmos ambientales. Este sistema se autorregula por una retroalimentacion de las variables ritmicas
sobre el propio reloj enddgeno, funcionando alguna de las salidas también a modo de entradas
(Rietveld, 1992).

RITMOS AMBIENTALES
(luz, T3, alimentacion,
interacciones sociales, etc.)

ENTRADAS de informacion:
mediante los transductores

MARCAPASOS CIRCADIANO
DEL ORGANISMO

SALIDAS del marcapasos:
neurales o humorales
(PK2,TGF-a, melatonina,

cortisol, etc.) RITMOS MANIFIESTOS

(ritmos de actividad locomotora,
ritmos de alimentacion...)

Fig. 1. Esquema general de la organizacion del sistema circadiano.
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2. ENTRADAS DEL MARCAPASOS CIRCADIANO: SINCRONIZADORES O ZEITGEBERS

Las sefiales proporcionadas por los sincronizadores ambientales o “zeitgebers”, una vez
captadas por los transductores de los organismos, ajustan los marcapasos enddgenos adelantando

o retrasando sus fases, hasta que los estabilizan o “encarrilan” con el tiempo ambiental.

Los sincronizadores ambientales (o simplemente sincronizadores) se clasifican en abi6ticos
o bidticos, en funcion de si estan relacionados con parametros fisico-quimicos o bioldgicos,
respectivamente. Sincronizadores abidticos son, por ejemplo, la luz o la temperatura; mientras que
el alimento o las interacciones sociales serian sincronizadores bioticos. De todos ellos, la luz parece

ser el sincronizador mas potente en la mayoria de las especies estudiadas.

En ausencia de sincronizadores (bajo condiciones constantes de luz, de temperatura, etc.),
el animal entra en “curso libre”, esto es: su marcapasos circadiano se desajusta ligeramente y oscila
con un periodo endogeno o tau (t) que puede ser ligeramente superior o inferior a 24h,
dependiendo de la especie o del individuo. En esta situacion, el animal mantiene sus ritmos de

actividad y reposo acorde a un dia y a una noche subjetivos.

Un parametro ambiental es considerado como sincronizador cuando, tras varios dias de
exposicion al mismo, aparece una relacion de fase estable entre el ritmo y el zeitgeber. Ademas,
cuando se elimine el sincronizador el animal entrara en curso libre con un determinado tau o periodo

enddégeno (Moore-Ede et al., 1982).

En ocasiones, algunos factores ambientales influyen directamente sobre la expresion del
ritmo circadiano, pero sin actuar sobre el marcapasos circadiano (Aschoff et al., 1982). En tal caso,
no se considera que estén actuando como zeitgebers, sino que estarian ejerciendo un efecto
enmascarante del ritmo bioldgico. Estos factores enmascarantes impiden la transmision de sefiales
desde el marcapasos a las funciones controladas por él y si también son periddicos, podran llegar a
dominar sobre las periodicidades impuestas por el sistema circadiano endégeno. El
enmascaramiento es distinguible del encarrilamiento porque cuando se imponen condiciones de
curso libre, el sujeto muestra un salto subito en su actividad, retomando la fase que mantenia

previamente a la presencia del aparente estimulo encarrilador (Aschoff, 1981).
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2.1. Sincronizadores abiéticos: luz

En la mayoria de las especies estudiadas, la luz del fotoperiodo es el sincronizador

ambiental mas potente.

En mamiferos, la luz ambiental es percibida por la retina, que envia esta informacion al
sistema nervioso central. En peces se ha demostrado que, ademas de la retina, el érgano pineal

posee fotorreceptores que captan las sefiales luminicas (Meissl y Dodt, 1981; Meissl et al., 1986).

Para sincronizar sus ritmos, los animales “miden” la duracion del dia. La forma en que lo
hacen se explica por cuatro posibles mecanismos. En el primero, 0 modelo de duracion, el mensaje
de la fase de oscuridad esta determinado por la duracién de niveles elevados de melatonina que
varian con fotoperiodos cambiantes. La melatonina es la principal hormona del sistema circadiano,
utilizada por los organismos como sefial de oscuridad (véase apartado 1.4.). El segundo modelo o
modelo de amplitud, sugiere que la amplitud del pico nocturno de melatonina “informa” sobre la
duracion de la fase de oscuridad. En el modelo de coincidencia externa, la luz del amanecer
encarrila un ritmo enddgeno de sensibilidad. Si la luz cae dentro de esa fase, es leida como una
sefial de dia largo. En la cuarta hipdtesis o modelo de coincidencia interna, la luz alteraria la
relacion entre las fases de dos osciladores (uno para la mafiana y otro para el atardecer) cuya
relacion de fase es traducida como la sefal fotoperiodica (Madrid et al., 2007; Reiter, 1993). De
estos modelos, el de coincidencia externa cuenta con mas apoyo experimental, basado en
resultados como los de Sundararaj y Vasal (1976). Ellos mantuvieron peces hembras de
Heteropneustes fossilis, que necesitan fotoperiodo largo para su desarrollo gonadal, bajo
fotoperiodo corto LD 7:17, con una escotofase interrumpida por un pulso de luz de 1 h, a diferentes
horas. Solo los grupos que recibieron el pulso 14-18 h tras el encendido de luces, mostraron
desarrollo ovarico. Experimentos con genes reloj en mamiferos, también avalan este modelo
(Lincoln et al., 2002).

Ademas de la duracion del fotoperiodo, otras propiedades de la luz intervienen en el
mecanismo circadiano, como por ejemplo el espectro luminico (Pohl, 1999; Ziv et al., 2007). En este
sentido, se ha comprobado que determinadas longitudes de onda tienen menor efecto en la
supresion de sintesis de melatonina que otras, en funcion de los pigmentos retinales del individuo y

de la hora de administracion del pulso de luz (Brainard et al., 1984; Honma et al., 1992). También

10
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los cambios en la intensidad luminica pueden alterar los patrones circadianos de los organismos,

induciendo inversiones (Eriksson, 1978).

Pero no siempre la luz actia como sincronizador. Por ejemplo, cuando la luz es aplicada en
mitad de una fase de oscuridad, puede inhibir la actividad en especies de comportamiento nocturno,
sin actuar sobre su marcapasos endogeno. En tal caso, la luz estaria actuando como factor

enmascarante del ritmo circadiano (Aschoff, 1989).

Por otra parte, existen diferentes entradas de informaciéon ambiental de caracter abiético o
fisico-quimico, que afectan a la actividad de los peces (aunque generalmente en menor medida que
la luz). Potencialmente podrian sincronizar el marcapasos enddgeno en peces, debido a que son
parametros que registran variaciones circadianas. Entre otros, destacan la temperatura (Rensing y
Ruof, 2002), el oxigeno disuelto, el CO. y las variaciones en la presion hidrostatica originada por las
mareas (Boujard y Leatherland, 1992). En cualquier caso, hay pocos datos disponibles en relacion a
la accion encarriladora de estos estimulos en peces y, por ejemplo, aun no se ha demostrado que
las variaciones diarias en las variables quimicas del agua (fundamentalmente el oxigeno disuelto),

actuen como sincronizadores que afectan al componente enddgeno (Zhdanova y Reebs, 2006).

2.2. Sincronizadores  bidticos: horario de alimentacion, interacciones sociales vy

administracion de melatonina

Los ritmos circadianos también pueden encarrilarse por estimulos bidticos como el horario
regular de alimentacion. Esta sincronizacion es independiente del ciclo LD y prepara el

comportamiento y la fisiologia del animal a las oportunidades de alimentacion.

En estudios con trucha, los peces eran capaces de encarrilarse a mas de una comida diaria
(Chen y Tabata, 2002). Ademas, se ha estudiado el encarrilamiento segun las calorias aportadas y
el tamafio de la comida. En este sentido, en carpin se comprob6 la importancia del tamafio de la
comida, observandose que el alimento era un mejor sincronizador cuando el tamafio de la comida
era pequefio, lo que sugiere que el hambre o la distension del aparato digestivo esta relacionada
con la capacidad de sincronizacion (Sanchez-Véazquez et al., 2001). Asimismo, en ratas se observo
que se necesita un minimo aporte calorico para que el alimento actue como sincronizador (Stephan,

1997). Otro tipo de estudios analizaban la composicién de la dieta y la influencia de cada
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macronutriente en la sincronizacion de los ritmos, llegando a la conclusién de que las dietas ricas en

grasa son las de menor efecto (Stephan y Davidson, 1998).

Por ofro lado, las interacciones sociales intra o interespecificas también tienen cierta
influencia sobre los ritmos circadianos. En determinadas especies de peces, se ha comprobado que
el agrupamiento en bancos modifica el caracter nocturno o diurno de los individuos (Kavaliers,
1980a; 1980b) y puede facilitar el encarrilamiento a la luz y al alimento (Boujard, 1995). Pero
también, como efecto de las jerarquias que se desarrollan en los cardimenes de algunas especies
de peces, se ha observado que los individuos menos competitivos pueden ser desplazados hacia
horarios de alimentacion mas desfavorables, probablemente para evitar competencia intraespecifica

(Alanara y Brannas, 1997).

En cuanto a sincronizadores sociales interespecificos: por un lado, la disponibilidad de
presas puede considerarse equivalente al sincronizador por el horario de alimentacion; por otro lado,
los organismos pueden encarrilar sus marcapasos circadianos para anticipar la presencia de

depredadores (Schibler y Sassone-Corsi, 2002).

Otro sincronizador bidtico es la hormona melatonina. Su administracion exégena puede
encarrilar los ritmos circadianos en sujetos bajo condiciones de curso libre, actuando como
zeitgeber interno, segun se ha comprobado en ratas (Redman et al., 1983). El encarrilamiento por
melatonina exdgena puede verse afectado por diversos factores, como la dosis suministrada, la
hora de administracion, la duracién de la infusion de melatonina y las caracteristicas iniciales del
comportamiento del animal (Pitrosky et al., 1999; Pertsov, 2006). Al parecer, los receptores de
melatonina en las células pueden desempefiar un papel importante en el desarrollo del
encarrilamiento. La sensibilidad de los receptores de melatonina sigue un patrén circadiano, lo que

explicaria la influencia de la hora de administracién en el encarrilamiento (Agez et al., 2007).

3. EL MARCAPASOS CIRCADIANO

Demostrar la existencia de un marcapasos circadiano requiere que un animal, bajo
condiciones constantes, muestre un patron ciclico de actividad/reposo o tau de aproximadamente
24h. En especies con marcapasos muy potentes, los ciclos automantenidos pueden prolongarse

durante meses, oscilando con el fau correspondiente. En especies con marcapasos menos
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potentes, como en la mayoria de los peces estudiados, estos ciclos sélo se mantienen durante

varios dias.

Ademas, hay otras formas de estudio de los marcapasos circadianos: observar la
anticipacion de eventos regulares diarios como la noche, el dia, la llegada de alimento, etc. O
adelantar/retrasar la fase del sincronizador y observar los ciclos de actividad hasta que el animal se
sincroniza de nuevo. Asimismo, se han llevado a cabo numerosos experimentos para localizar los
marcapasos circadianos: examen de tejidos aislados in vitro, efectos in vivo de extirpacion local y

estimulacion o trasplantes de supuestos tejidos marcapasos en sujetos arritmicos.

Sin embargo, algo que todavia no esta totalmente aclarado es como se organizan los

mecanismos endogenos que regulan los ciclos de actividad en condiciones constantes.

3.1. Los marcapasos circadianos en mamiferos

Hay dos teorias que intentan dar respuesta a este fenémeno. La primera de ellas supone la
existencia de un Unico marcapasos enddégeno encarrilado por la luz (LEP “Light entrainable
pacemaker’), en el que la hora de la alimentacion puede quedar memorizada y por tanto, puede
aparecer actividad anticipatoria al alimento. Frente a este modelo de un unico LEP, la teoria
multioscilatoria sostiene la existencia de, al menos, dos marcapasos diferentes: uno sincronizado
por la luz (LEP) y otro por el alimento (FEP “Feeding entrainable pacemaker”) (Aschoff y Weber,
1976; Mistlberger, 1994).

El sistema circadiano de los mamiferos se ajusta a este segundo modelo. De hecho, en
mamiferos, el marcapasos encarrilado por la luz se ha localizado en el nucleo supraquiasmatico
(NSQ), cuyas lesiones provocan alteraciones en los ritmos circadianos (Richter, 1967). Sin
embargo, cuando el NSQ es extirpado no desaparece la capacidad de anticipacion al alimento
(Stephan et al., 1979a, Stephan et al., 1979D), indicando la existencia de marcapasos adicionales.
En el caso del FEP, su existencia se ha demostrado de forma funcional y no se conoce su
localizacidn exacta, si bien se asocia a 6rganos del aparato digestivo, como el higado, y al tracto
gastrointestinal. Ademés, el alimento parece sincronizar osciladores circadianos en érganos como el
corazon y los pulmones, independientemente del ciclo LD (Mistlberger y Antle, 2006). En
condiciones normales, el NSQ parece que actua sincronizando todos los osciladores, sin embargo,

bajo determinadas circunstancias (por ejemplo, cuando el alimento es escaso), los osciladores
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periféricos, localizados fuera del cerebro, pueden desacoplarse y funcionar independientemente del

marcapasos principal (Damiola et al., 2000).
3.2. Mecanismos moleculares de funcionamiento de los osciladores

A escala molecular, los ritmos de los osciladores se automantienen mediante bucles de
retroalimentacion génica, en los que intervienen genes como Per, Cry o Bmal1. El modelo mas
aceptado propone que tanto las proteinas PER y CRY, como su RNA mensajero, tienen ritmos
circadianos de expresion. Su sintesis es estimulada por factores de transcripcion positivos, en
concreto por el heterodimero BMAL-CLOCK, mientras que la transcripciéon se regula por un
mecanismo de retroalimentacion negativo de las proteinas PER y CRY sobre el complejo BMAL-
CLOCK, inhibiendo su propia transcripcién y actuando, por tanto, como factores de transcripcion
negativos. Este bucle controla también los ritmos de expresion del represor REV-ERBa (necesario
para la transcripcion ritmica del gen Bmal1), y genera un periodo de oscilacion molecular de
aproximadamente 24h (Zhdanova y Reebs, 2006).
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Fig. 2. El modelo del reloj molecular en mamiferos propone que el dimero CLOCK-BMAL1 activa la
transcripcion de los genes Pery Cry (l). Las proteinas CRY y PER forman multimeros que translocan al
nucleo e inhiben la activacion de la transcripcion inducida por CLOCK-BMAL1 (Il). La retroalimentacion
negativa de las proteinas CRY y PER sobre la transcripcion de sus propios genes es retrasada por la
fosforilacion de las proteinas PER por accién de CKle (Ill). La transcripcion de Rev-erba es también
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activada por CLOCK-BMAL1 e inhibida por el complejo PER-CRY, produciendo una oscilacién en los
niveles de REV-ERBa, una proteina que, a su vez, inhibe la transcripcion de Bmal1 (IV). El resultado de
estos ciclos de retroalimentacion es la oscilacion en los niveles de ARNm y proteinas de varios de los
genes reloj y de genes controlados por el reloj. (Fuente: de la Iglesia, 2006).

Los genes reloj se expresan en el cerebro y también en tejidos y células periféricas,
funcionando de forma ritmica. Ademas, se ha observado acoplamiento de las oscilaciones en tejidos
enteros. Esto sugiere que los érganos de todo el cuerpo marcan el tiempo utilizando sus propios

relojes genéticos internos.

3.3. Marcapasos endogeno en peces: el 6rgano pineal y los osciladores periféricos

En peces teledsteos no se ha documentado la existencia de una estructura neuronal
analoga al nucleo supraquiasmatico (NSQ) de mamiferos. En cualquier caso, al igual que los
mamiferos, los peces presentan 6rgano pineal: una estructura conservada a lo largo de la evolucion
de gran importancia en el funcionamiento del sistema circadiano. El érgano pineal de peces
tele6steos es una diminuta evaginacion de la regién diencefélica. Su pared epitelial presenta
abundantes pliegues, en los que se diferencian tres tipos de células principalmente: fotorreceptores,
neuronas y células gliales (Falcon, 1999). Los fotorreceptores conectan sinapticamente con las
neuronas, y ambos conectan neuralmente con el cerebro. A su vez, existen conexiones eferentes de

origen central que inervan la pineal.

Las células fotorreceptoras del érgano pineal de peces, captan directamente la informacion
luminosa del medio externo y son capaces de sintetizar melatonina. Ademas, los ritmos de
secrecion de melatonina obtenidos en cultivos in vitro del 6rgano pineal de varias especies de
peces, han dado como resultado concentraciones mayores durante la fase de oscuridad real o
subjetiva, confirmando la existencia de un oscilador intrapineal (Kezuka et al., 1989; ligo et al., 1991;
Bolliet et al, 1994; Okimoto y Stetson, 1999). De esta forma, en el 6rgano pineal estarian asociados
anatomicamente los mecanismos de fototransduccion, marcapasos y sintesis de melatonina.
Asimismo, resultados en reptiles sugieren que el marcapasos localizado en la pineal, podria estar
controlando otros osciladores subordinados a través de la sintesis ritmica y secrecion de melatonina
(Hyde y Underwood, 2000). A su vez, estos osciladores subordinados también parecen
sincronizarse con otros zeitgebers como el horario de alimentacion, y se ha comprobado que en
peces pinealectomizados persistian los ritmos de alimentacion autodemanda (Sanchez-Vazquez et
al., 2000).
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No obstante, el 6rgano pineal no desempefia funcién de marcapasos circadiano en todas
las especies de peces estudiadas. De hecho, en trucha asi como en otros salménidos, la sintesis de
melatonina en la glandula pineal esta directamente controlada por la iluminacién del ambiente (Gern
y Greenhouse, 1988; Max y Menaker, 1992; Ekstrom y Meissl, 1997; Falcén et al., 1998). A lo largo
de la evolucion, la capacidad fotorreceptora de la pineal y su caracter de marcapasos circadiano ha
ido desapareciendo, hasta llegar a mamiferos en los que s6lo se mantiene la capacidad de sintesis
de melatonina (Korf, 2000; Falcon, 1999). Sin embargo, la desaparicion del caracter de marcapasos
enddgeno en salmonidos parece ser, mas probablemente, debida a una mutacién (Coon et al.,
1998).

En relacion al componente enddgeno encarrilado por el alimento (FEP) se sabe que, al
menos en determinadas especies de peces, puede sincronizarse de forma independiente al
encarrilado por la luz (LEP) (Sanchez-Vazquez et al., 1995a). Su localizacion anatomica se
desconoce, si bien podria estar asociado al tracto gastrointestinal. De hecho, parece sincronizar la
secrecion de determinadas enzimas digestivas y ademas, tras la ingesta de alimento se ha descrito
un aumento de la produccién de melatonina intestinal, al igual que ocurre en las células

fotorreceptoras en respuesta a la oscuridad (Vera et al., 2007).

A escala molecular, los peces expresan genes reloj en gran variedad de tejidos, de forma
similar a mamiferos. En el caso del pez cebra se ha documentado esta expresion en el corazén y en
el riién (Whitmore et al., 1998). Sin embargo, el sistema circadiano de peces presenta una gran
plasticidad, con ritmos circadianos inestables, cambios espontdneos de fase entre actividad
nocturna y diurna, y cambios estacionales profundos en los patrones de actividad. La existencia de
una red compleja de osciladores centrales y periféricos circadianos y un gran numero de genes reloj
en peces, comparado con otros vertebrados, puede explicar algunas de estas caracteristicas

especificas (Zhdanova y Reebs, 2006).

4. SALIDAS DEL MARCAPASOS CIRCADIANO: MELATONINA

En mamiferos, el marcapasos circadiano central puede comunicar sus mensajes de fase de
actividad al resto del organismo gracias a factores humorales como una pequefia proteina llamada
proquineticina 2 (PK2), codificada por el gen de la proquineticina (Cheng et al., 2002), o al factor de

crecimiento transformador (TGF-a) (Kramer et al., 2001). En ratones, se expresan en el ndcleo
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supraquiasmatico ritmicamente, en respuesta al ciclo de luz-oscuridad y al marcapasos circadiano, y
envian sefiales de largo alcance en el espacio y en el tiempo. Ademas, el envio de sefiales rapidas
y localizadas puede llevarse a cabo mediante prolongaciones neuronales procedentes directamente
del NSQ del hipotalamo y que conectan con los distintos 6rganos del cuerpo (LeSauter y Silver,
1998). En peces, se sabe muy poco sobre estos mecanismos humorales y neuronales (Zhdanova y
Reebs, 2006) pero, al igual que en mamiferos, la hormona melatonina aparece como la hormona
mensajera del marcapasos circadiano. La melatonina actuaria como sefial inequivoca de baja
intensidad de luz, relacionando las fases de los diferentes osciladores enddgenos con el ambiente.

Su papel en el mecanismo circadiano se trata a continuacion con mas detalle.

4.1. Melatonina: funciones y generalidades

La melatonina es la principal hormona responsable de la sincronizacion de los ritmos
biolégicos con los ciclos luz/oscuridad del fotoperiodo, actuando como sefial quimica perceptible por
las células. Transmite a las células la informacidn de oscuridad. De esta manera, sus niveles son
elevados durante la noche y su secrecién se inhibe en presencia de luz. Gracias a este
funcionamiento, también suministra al organismo informacion sobre la época del afio, segun sea la
duracion del fotoperiodo. La hormona melatonina estd presente en todos los vertebrados, y en

especies de invertebrados, plantas, hongos, protozoos y bacterias.

La melatonina es una indolamina altamente lipofilica que, debido a su estructura molecular,
puede penetrar facilmente en cualquier célula o fluido corporal. Ademas de sus propiedades
circadianas, es un potente antioxidante e inmunoestimulante, actia como factor antiestrés e

interviene en la regulacién de la maduracion gonadal de vertebrados.

En los diferentes tejidos de peces teledsteos, existen receptores especificos de alta afinidad
para la melatonina, que detectan cambios en sus niveles circulantes y cuya sensibilidad puede
variar de forma ciclica cada 24 horas. Son muy abundantes, especialmente en estructuras de los
sistemas visual y auditivo, y en determinadas areas cerebrales, sugiriendo que estas areas pueden
estar relacionadas con las manifestaciones comportamentales del incremento de melatonina
(Brooks y Cassone, 1992).
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4.2. Ruta metabolica de la melatonina

La principal ruta biosintética de la melatonina consiste en la conversion del triptéfano en

serotonina, y de ésta en melatonina.

De forma detallada, el triptéfano se convierte en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) tras una 5-
hidroxilacion por accién de la enzima triptéfano hidroxilasa (TPOH). A continuacion, la enzima L-
aminoacido aromatico descarboxilasa (AAAD) convierte el 5-HTP a serotonina (5-hidroxitriptamina o
5-HT). La serotonina puede ser convertida por la enzima arilalkilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT)
en N-acetilserotonina, que a su vez es convertida, por accion de la enzima hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT), en melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina). Generalmente, la enzima
AA-NAT limita el proceso, si bien la enzima HIOMT se ha descrito también que puede actuar como

limitante (Hardeland y Poeggeler, 2003).
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Fig. 3. Ruta biosintética de la melatonina a partir de su aminoacido precursor, el triptéfano.
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Hay varias fuentes de produccién de melatonina en vertebrados entre las que se

encuentran la glandula pineal, la retina y el tracto gastrointestinal (véase apartado 4.4.).

Por ofra parte, la melatonina es catabolizada siguiendo dos vias diferentes. La via
catabolica mas importante de melatonina circulante ocurre por la conversion enzimatica de
melatonina en 6-hidroximelatonina, llevada a cabo por las monooxigenasas hepaticas Paso.
Seguidamente se produce una conjugacion, que da como resultado el metabolito urinario principal
6-sulfatoximelatonina, que se elimina en la orina. Sin embargo, la melatonina de los tejidos,
especialmente la del sistema nervioso, se cataboliza principalmente por divisidn de su anillo

pirrélico, contribuyendo en un tercio al total de la melatonina catabolizada (Hardeland et al., 2006).

4.3. Precursores: triptéfano y serotonina

El triptéfano en vertebrados es un amino&cido esencial que, por tanto, debe ingerirse en la
dieta. Su presencia es imprescindible para la produccidn de serotonina y melatonina, asi como para
la sintesis proteica. La ruta de degradacion tiene lugar en el higado y lleva a la formacién del acido

nicotinico y otros subproductos.

La serotonina desempefia funciones en el sistema circadiano y endocrino. Es uno de los
principales neurotransmisores del nucleo supraquiasmatico, esencial para regular el suefio, el
apetito, el humor y los umbrales del dolor. Los patrones circadianos de sus niveles se oponen a los
de la melatonina, presentando una mayor concentracién durante el dia, cuando la actividades de las
enzimas AA-NAT y la HIOMT son bajas, y una menor concentracién durante la noche, al actuar

como sustrato para la sintesis de melatonina.

Varios estudios sugieren que la concentracidn de serotonina en el cerebro es directamente
proporcional a las concentraciones de triptéfano en plasma y cerebro, directamente influenciadas
por la ingesta dietética de triptéfano (Aldegunde, 1998; Winberg et al, 2001). En peces, la
suplementacion de triptéfano en la dieta reduce los niveles de cortisol bajo condiciones de estrés
(Lepage et al., 2002), su agresividad (Winberg et al., 2001), y también su peso corporal (Hseu et al.,
2003). En trucha estos efectos parecen estar mediados por la serotonina y no por la melatonina, a
pesar de que la ingesta de triptéfano puede también influir en la concentracion de melatonina
(Lepage et al., 2005b).
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4.4. Fuentes de melatonina: el 6rgano pineal, el tracto gastrointestinal y otras fuentes

extrapineales

En todos los grupos de vertebrados, el 6rgano pineal sintetiza melatonina y la libera al

torrente sanguineo, inhibiéndose su sintesis en presencia de luz.

En la pineal de mamiferos, la enzima AA-NAT que limita la sintesis de melatonina, esta
controlada por el nucleo supraquiasmatico (Borjigin et al., 1999). Las sefiales luminicas captadas
por las células ganglionares de la retina, envian la informacion al NSQ a través del tracto
retinohipotalamico (Moore y Lenn, 1972). En ausencia de luz, el NSQ transmite la informacién de
oscuridad mediante una via multisinaptica, estimulando la produccion de melatonina en la glandula
pineal. Concretamente, provoca una elevacién nocturna en la liberacion de norepinefrina que, via
los B1y a1 —adrenorreceptores (Klein et al., 1983), incrementa el AMP ciclico intracelular (AMPc) el
cual media la fosforilacion de la AA-NAT, activandola (Klein y Moore, 1979; Larsen et al., 1998;
Hardeland et al., 2006).

En peces teledsteos, el 6rgano pineal muestra capacidades fotorreceptoras, al igual que en
anfibios, reptiles y aves (Falcon, 1999). La informacion luminica captada a través de estos
receptores pineales y de la retina, se integra y provoca cambios en la produccion de melatonina
(Bayarri et al., 2003). La diferencia entre los dos fototransductores reside en que la retina puede
discriminar cambios luminicos rapidos, a diferencia del 6rgano pineal que indicaria los cambios
graduales, como los que se producen entre el dia y la noche (Falcén, 1999). Esto podria deberse a
los dos tipos de AA-NAT que se han detectado recientemente en el pez cebra: la AA-NAT1, que se
expresa en la retina y la AA-NAT2, que se expresa en la retina y en la pineal. En oscuridad
constante, la expresion ritmica de la AA-NAT2 retinal persiste, mientras que el ritmo de la AA-NAT1
desaparece, indicando que mientras que la AA-NAT2 estd controlada por un marcapasos

circadiano, la AA-NAT1 parece estar muy influida por la luz (Appelbaum et al., 2006).

Los mecanismos que activan la produccion de melatonina se asemejan a los descritos para
mamiferos, si bien parecen estar directamente controlados por genes reloj en la pineal (Hardeland
et al., 2006). Por otra parte, la inhibicion de su produccion podria deberse a que la luz activa una
fosfodiesterasa que reduce los niveles de GMPc, ocasionando el cierre de canales de sodio y calcio
activados por GMPc. Esto hace que las células fotorreceptoras, que se encontraban parcialmente
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despolarizadas en oscuridad, se hiperpolaricen, inhibiéndose la liberacion de neurotransmisores

estimuladores como glutamato y aspartato (Falcén, 1999).

Ademas de la glandula pineal, existen otras fuentes de secrecion de melatonina, incluyendo
el tracto gastrointestinal (Bubenik, 2002), la retina (Gern y Ralph, 1979), los leucocitos y la glandula

harderiana (en aves y mamiferos) (Kvetnoy, 1999).

De todas ellas, el tracto gastrointestinal esta considerada como la mayor fuente extrapineal
de melatonina, pudiendo contener mucha mas melatonina que la sangre (Bubenik et al., 1996). En
1975, Raikhlin et al. encontraron melatonina en tejidos del tracto gastrointestinal y, un afio mas
tarde, la localizaron en las células enterocromafines de la mucosa digestiva (Raikhlin y Kvetnoy,
1976), en la que también estan presentes las enzimas AA-NAT e HIOMT y donde, al parecer, se
produce. Se ha detectado melatonina en todos los segmentos del tracto digestivo de peces
teleosteos (Bubenik y Pang, 1997). La ingesta de alimento, especialmente de triptofano, parece
estimular la produccion de melatonina en el digestivo (Lepage, 2005a) pero ademas, en mamiferos,
la ingesta de melatonina y la melatonina de origen pineal también provocan acumulacion de

melatonina en el tracto gastrointestinal (Poeggeler et al., 2005; Bubenik, 2002).

La funcion de la melatonina en el digestivo se relaciona con la regulacién del transito
intestinal, reduciendo la motilidad (Barajas-Lopez et al., 1996), y con la absorcion de nutrientes
(Motilva et al., 2001). Ademas, el aumento en la concentracion de melatonina en respuesta al
alimento, puede encarrilar la secuencia de los procesos digestivos esenciales para el mejor
aprovechamiento de la alimentacion, mientras que el aumento producido por el ayuno, puede iniciar
la reduccion general de la actividad del tracto digestivo (Bubenik et al., 1996). Por otro lado, la
melatonina es un potente antioxidante que puede prevenir el deterioro provocado por radicales

libres en los procesos de digestion (Reiter et al., 2000).
5. SALIDAS DEL MARCAPASOS CIRCADIANO: CORTISOL

El marcapasos circadiano también controla los ritmos diarios de temperatura y de secrecion
hormonal (Kriegsfeld y Silver, 2006). Entre las diversas funciones endocrinas que controla, se

encuentran la sintesis de esteroides sexuales, insulina, cortisol, etc. La regulaciéon de estas

hormonas es compleja, participando en ella numerosos factores nerviosos y humorales.
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En el caso del cortisol, su sintesis sigue un patrdn ciclico diario, pero también puede
activarse ante circunstancias de estrés, movilizando energia (libera glucosa) y favoreciendo que el
organismo pueda satisfacer su mayor demanda metaboélica (Mommsen et al., 1999). El cortisol es el
principal corticosteroide en peces y se secreta en las células interrenales, a través de la activacion
del eje HPI (hipotalamo-pituitaria-interrenal) (Wendelaar Bonga 1997). El control circadiano de su
secrecion sugiere la existencia de un mecanismo oscilatorio (Schibler y Brown, 2005; Oster et al.,
2006) asociado al fotoperiodo y a la alimentaciéon, observandose mayores niveles de cortisol durante
el final de la fase de reposo y durante toda la primera parte de la fase activa del individuo
(Weitzmann et al., 1971), asi como en los momentos préximos a la hora de la alimentacion (Spieler
y Noeske, 1984; Boujard y Leatherland, 1992).

La secrecién de cortisol al torrente circulatorio es controlada por un neuropétido
hipotaldmico, el factor liberador de la corticotropina (CRF), que estimula la liberacion de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH) desde la pituitaria anterior. La ACTH, a su vez, actia sobre las células
interrenales para provocar la secrecion de cortisol (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al. 1999).
Existe un control mediante retroalimentacion negativa del cortisol a nivel de hipotalamo y pituitaria
(Mommsen et al., 1999). Aunque el CRF y la ACTH constituyen la via principal de control de la
secrecion de cortisol, las células interrenales también pueden ser estimuladas o moduladas por una
variedad de hormonas y neuropéptidos, incluidos la hormona estimuladora a-melanéfora, la
hormona de crecimiento y la urotensina | (Sumpter, 1997; Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al.,
1999).

Asimismo, existen indicios de una posible conexiéon entre el eje HPI y la actividad
serotoninérgica y melatoninérgica, sin que se sepa el mecanismo exacto por el que se relacionan.
De hecho, se ha observado correlacion entre la actividad serotoninérgica y los niveles de ACTH
(Hoglund et al., 2001) y cambios dosis-dependientes en el cortisol circulante provocados por la
administraciéon de un agonista del receptor de serotonina (Winberg et al., 1997; Hoglund et al.,
2002). Ademas, el incremento de serotonina parece contrarrestar el aumento de cortisol inducido
por estrés (Lepage et al., 2005b). Por otro lado, en mamiferos, la melatonina también parece
contrarrestar el incremento de cortisol bajo condiciones de estrés, bien a través de sus efectos a
nivel del hipotalamo (Xu et al, 1995) o bien mediante una accion directa sobre las glandulas
adrenales, inhibiendo su secrecion (Rao et al., 2001). A su vez, las catecolaminas también pueden
influenciar la produccion de melatonina (Lynch y Deng, 1986).
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6. RITMOS MANIFIESTOS

Los marcapasos circadianos controlan los patrones de actividad y reposo de las especies,
que suelen estar fijados genéticamente. En funcién de la fase del fotoperiodo en la que las especies
se encuentran activas, se clasifican en: nocturnas, diurnas o crepusculares. Pero ademas,
determinadas especies pueden mostrar un comportamiento diurno durante un determinado estadio
de su desarrollo, en una época del afio, a determinadas temperaturas, etc. mientras que esta misma
especie puede tener un patron de actividad nocturno, cuando su fase de desarrollo o las

condiciones varian. En este caso, se dice que las especies muestran un comportamiento dual.

En especies de comportamiento dual es frecuente encontrar que, durante el invierno, su
patron de actividad se hace preferentemente nocturno. A pesar de que las condiciones exactas que
causan las inversiones permanecen todavia sin elucidar, se ha propuesto que esto ocurre como
estrategia de supervivencia, para evitar ser percibidos por depredadores homeotermos (aves 0
mamiferos). Debido a que los peces son animales poiquilotermos, las temperaturas bajas ralentizan
su metabolismo, haciéndoles mas vulnerables a depredadores que si mantienen su temperatura
corporal constante (Fraser et al., 1993; Fraser et al., 1995). Ademas, la eleccion entre desarrollar
comportamiento diurno o nocturno puede estar también influenciada por la competencia, la
intensidad de luz, o la disponibilidad de alimento y se ha observado que individuos en los que
aumentaba la necesidad de alimentarse (como salmones que se preparan para la migracion al mar)
eran mas diurnos, asumiendo el riesgo de la depredacion (Metcalfe et al., 1998, Johnston et al.,
2004).

En general, los patrones circadianos en peces teleosteos presentan una variabilidad notable
entre especies, e incluso entre individuos de la misma especie. Ademas, el comportamiento dual es
bastante frecuente. En este sentido, se ha escrito mucho sobre la plasticidad de los ritmos
circadianos en peces, observandose por lo general, patrones de actividad mas estrictos en especies
marinas (Reebs, 2002).

Sin embargo, a pesar de esta plasticidad, la alteracion de los correspondientes patrones de
actividad (mediante condiciones de iluminacién a horarios aleatorios, suministro de alimentacion
irregular, etc.) tiene implicaciones en el crecimiento, en la eficiencia alimentaria (Bolliet et al., 2001a)
0 en la reproduccién (Allison, 1951; Bromage et al., 2001), y probablemente también en el sistema

inmune de los peces (Esteban et al., 2006).
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Debido a que los marcapasos circadianos generan un comportamiento ritmico de los ciclos
de actividad y reposo, el estudio de los marcapasos puede llevarse a cabo, por tanto, a través del
estudio de estos ciclos de actividad y reposo o ritmos manifiestos, por ejemplo de la actividad

locomotora o de la alimentaria.

6.1. Ritmos locomotores

La actividad locomotora es una manifestacion del marcapasos circadiano que, en peces
mantenidos en laboratorio, se registra generalmente mediante la cuantificacion de las interrupciones
de un haz de luz infrarrojo que atraviesa el acuario. El fotoperiodo, la disponibilidad de alimento, las

interacciones sociales, la temperatura, etc. pueden sincronizar los patrones de actividad locomotora.

El estudio de los ritmos circadianos y su sincronizacion por la luz, se lleva a cabo mediante
registro de actividad locomotora bajo ciclos luz-oscuridad (LD) de distintas duraciones, oscuridad
constante (DD) o iluminacion constante (LL). También mediante la aplicacion de ciclos ultradianos
(LD) que en peces parecen estabilizar el funcionamiento de su sistema circadiano (Ericsson y Van
Veen, 1980; Sanchez-Vazquez et al., 1996). Para evitar que el alimento pueda influir en los
resultados, actuando como sincronizador, los animales deben permanecer bajo condiciones de
ayuno, o bien con alimentacion siempre disponible (mediante comederos autodemanda) o

suministrada a intervalos irregulares (mediante comederos automaticos).

Fotocélula infrarroja

Fig. 4. Método para el estudio de la actividad locomotora en peces, a través de una fotocélula infrarroja.
Para estudiar la sincronizacién a la luz, se modifica la duracién de los ciclos LD. En estos experimentos,
los animales deben permanecer bajo condiciones de ayuno, o bien con alimentacién siempre disponible
(mediante comederos autodemanda) o suministrada a intervalos irregulares (mediante comederos

automaticos).
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La luz ejerce un efecto sincronizador sobre el LEP de las especies, interviniendo en sus
ciclos de actividad y reposo, y pudiendo generar actividad anticipatoria al encendido o al apagado
de las luces (Reebs, 2002).

El efecto sincronizador de la luz se advierte cuando se adelanta o retrasa el ciclo luz-
oscuridad por unas horas, y se observa que el animal tarda varios ciclos en encarrilar su actividad al
nuevo horario. En roedores, se observa que tras 6 horas de adelanto o retraso del fotoperiodo,
pasan 3-4 dias hasta que ajustan de nuevo su marcapasos. Sin embargo en peces, por lo general
este periodo se acorta a un dia (Godin, 1981; Tabata et al., 1989; Sanchez-Vazquez et al., 1995b),
si bien hay excepciones como los 2-3 dias observados en Notemigonus crysoleucas (Lagué y
Reebs, 2000), o los 7-13 dias que tarda Eptatretus burgeri hasta que se encarrila completamente
tras adelantar doce horas el ciclo de luz-oscuridad (Ooka-Souda et al.,1985). Esto parece indicativo
de que el sistema circadiano de la mayoria de los peces es poco robusto, o bien es facilmente
enmascarable por la luz (Reebs, 2002).

La actividad locomotora anticipando eventos diarios regulares, como la llegada de la noche,
del dia (Helfman, 1986) o del horario regular de alimentacion, ha sido ampliamente estudiada
(Boujard y Leatherland, 1992; Spieler, 1992; Mistlberger, 1994, Reebs, 2002). En estos casos, se
detecta un incremento de la actividad locomotora de aproximadamente 2,5 veces por encima de la
actividad media de referencia, que se mantiene sin inflexiones durante el tiempo previo al evento
(Stephan, 1997; Aranda et al., 2001a).

A su vez, se puede actuar sobre el marcapasos circadiano a través de la actividad
locomotora. De esta manera, en mamiferos se ha observado que la actividad locomotora realizada
al comienzo de la fase activa, ejerce una retroalimentacién sobre el marcapasos para avanzar su
fase, mientras que si se realiza al final de la fase activa, induce un retraso (Reebs y Mrosovsky,
1989).

Por otra parte, el estudio de otros sincronizadores distintos a la luz sobre el comportamiento

locomotor de las especies, se realiza bajo condiciones de iluminacion constante, generalmente en
LL o DD.
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6.2. Ritmos alimentarios

Conocer los ritmos de alimentacion de una especie es de gran interés en acuicultura, puesto
que la administracion de alimento durante la fase contraria a la propia de alimentacién de la especie
puede conducir a un peor rendimiento de la eficiencia alimentaria, revirtiendo en un menor
crecimiento y un aumento de la contaminacién de las aguas por alimento no ingerido (Madrid et al.,
2001; Bolliet et al., 2001a). Ademas la duracién del fotoperiodo puede influir también en la cantidad
de alimento ingerido, y en salmonidos se ha observado que duraciones mayores de la fotofase
estimulan la ingesta alimentaria (Saunders, et al., 1989; Stefanson et al., 1990; Jagrgenssen y
Jobling, 1992).

Al igual que los patrones de actividad locomotora, los patrones de actividad alimentaria
presentan una elevada variabilidad intra e inter-especifica, que no siempre coinciden con la fase en

la que el pez desarrolla su actividad locomotora (Sanchez-Vazquez et al., 1996).

El estudio de los ritmos de alimentacion voluntaria en peces, se lleva a cabo mediante
comederos autodemanda activados por el propio pez, quedando registrada cada demanda
efectuada (Rozin y Mayer, 1961; Landless, 1976). También mediante el registro de las
interrupciones de un haz de luz o de una antena de PIT tag, ubicados en la zona donde se
suministra la comida. En este caso, no se obtiene una medida directa de la actividad alimentaria o
de la motivacidn por comer, sino méas bien una medida de actividad locomotora relacionada con la
alimentacion (Reebs, 2002). Otro método para estudiar los ritmos voluntarios de alimentacién, es la
cuantificacion regular del alimento no consumido bajo un régimen periédico de suministro de
comida, para comparar la fase del fotoperiodo en la que el desperdicio es menor y por tanto, la
ingesta mayor. Sin embargo, los animales pueden sincronizarse con el horario regular de
alimentacion (Sanchez-Vazquez, et al., 1997) y en tal caso, este método no seria eficaz para

proporcionar informacién sobre los ritmos voluntarios de alimentacion.

Por otro lado, demostrar que el alimento esta actuando como sincronizador, influyendo
sobre el marcapasos circadiano, serviria para demostrar el caracter endégeno de los ritmos de
actividad alimentaria. En este tipo de experimentos se estudia la persistencia del ritmo de
alimentacion y la sincronizacion al alimento, en ausencia de sincronizadores externos. Ademas,
para tal fin, también se puede estudiar la persistencia de los ritmos de alimentacion bajo un ciclo LD

de periodo diferente al horario regular de alimentacion, por ejemplo en el rango ultradiano. Cuando
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los animales sincronizan su actividad con el horario regular de alimentacion, pueden desarrollar una
actividad motora vy fisiolégica anticipatoria al alimento, que persiste en condiciones de iluminacion
constante e incluso en ayuno (Stephan, 1984). El desarrollo de actividad anticipatoria al alimento
(FAA) y su persistencia al aplicar condiciones de ayuno, son igualmente indicativos de que estan
interviniendo mecanismos enddgenos. De esta manera se ha comprobado la existencia de
componente enddgeno del ritmo de alimentacion en especies como lubina (Sanchez-Vazquez et al.,
1995a) y otras (Reebs, 2002). Puesto que el alimento genera una sincronizacion del componente
enddgeno, asi como de las salidas del comportamiento alimentario, se dice que actua a la vez como

entrada y como salida del marcapasos circadiano.

6.3. Interacciones sociales y ritmos

Los grupos de peces, especialmente en determinadas especies como trucha alpina o
salmon, se organizan en un orden de jerarquia que evita conflictos en el reparto de los recursos.
Estas jerarquias se forman tras enfrentamientos, en los que los peces dominantes suelen ser los
individuos més agresivos y grandes (Noakes, 1980), mientras que los individuos subordinados
presentan tasas de crecimiento menores (Abbot y Dill, 1989), probablemente debidos a una menor

ingesta de alimento y a un mayor estrés (Noakes y Leatherland, 1977; Ejike y Schreck, 1980).

Durante los enfrentamientos, el nivel de cortisol en plasma aumenta en todos los individuos.
Posteriormente, aunque existe discrepancia a este respecto, parece ser que en los peces
vencedores 0 dominantes, el cortisol decrece rapidamente (en 3 horas) al nivel de peces control no
estresados, mientras que en peces subordinados continua elevado (@verli et al., 1999a; 1999b),

pudiendo generar estrés cronico.

Los niveles de cortisol elevado cronicos tienen un efecto negativo en el apetito, la tasa de
crecimiento y la eficiencia alimentaria (Gregory y Wood, 1999). Ademas, en la pineal de trucha se ha
comprobado que existen receptores de glucocorticoides y que los glucocorticoides pueden llegar a
modular la produccion de melatonina (Benyassi et al., 2001). Asimismo, los niveles de cortisol y
melatonina del individuo se ven afectados segun la posicién social que ocupe dentro de las

jerarquias formadas (Larson et al., 2004).

Quiz4 esta relacion entre cortisol y melatonina explique las inversiones de fase en los ritmos

biologicos, donde los individuos mas dominantes desplazan la actividad de los individuos
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subordinados a horas del dia mas desfavorables para su supervivencia. Este efecto se ha
observado en varias especies de peces, como trucha alpina y trucha arcoiris (Alanéra y Brannas,
1997; Chen et al., 2002), y ademas se ha comprobado que se acrecienta cuanto mayores son los

requerimientos energéticos de los individuos dominantes (Alanara et al., 2001).

También se ha comprobado que la actividad serotonérgica cerebral, medida por el indice 5-
HIIA/5-HT, incrementd en el cerebro de individuos subordinados de trucha alpina tras interaccionar
con peces dominantes. Este indice permanecio elevado durante mas de 21 dias, debido a los altos
valores encontrados de 5-HIIA (que es el producto final de la degradacion de la serotonina),
mientras que la concentracién de serotonina cerebral (5-HT) no mostrd variaciones. Por el contrario,
en peces dominantes el 5-HIIA incrementd en el tronco encefalico, pero disminuyd a niveles control

tras dos dias desde la interaccion (Winberg y Nilsson, 1993a).

Los estudios que relacionan las interacciones sociales y los ritmos biologicos, se suelen
llevar a cabo empleando comederos a demanda con peces a los que se les incorpora un PIT tag de
identificacion individual. De esta manera, se observa como los comederos son activados
habitualmente por 1-4 peces dominantes. Existe ademas un grupo de individuos subdominantes que
también activan los comederos, pero en horarios diferentes que los dominantes, invirtiendo sus
ritmos alimentarios. Por otra parte aparece un gran numero de peces subordinados que no activan
el comedero, y que muestran un crecimiento menor, que también puede ser debido a mayores

niveles de estrés (Alanara y Brannas, 1996).

7. AUTOSELECCION DIETARIA

En un principio, los comederos autodemanda se emplearon casi exclusivamente para el
estudio de los ritmos biologicos. Posteriormente, surgieron nuevas aplicaciones, entre ellas la de
realizar estudios sobre las preferencias dietarias de los animales, ofreciendo varios comederos que

contenian distintas proporciones de los macronutrientes: proteina, grasa y carbohidratos.

De esta manera, la autoseleccién de dietas permite conocer de una manera sencilla las
preferencias nutricionales de los peces, lo que ayuda a disefiar dietas que mejoren el indice de
conversion y la rentabilidad del cultivo (Rubio et al, 2003). Por esta razdn, estos experimentos son
particularmente interesantes para caracterizar las preferencias nutricionales en especies diferentes,

0 bien en una misma especie cuyos requerimientos nutricionales puedan variar a lo largo de sus
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estadios de desarrollo (durante la esmoltificacion, la época de puesta...), de las estaciones del afio
(en el caso de altas latitudes, existen grandes diferencias de temperatura y fotoperiodo entre el

invierno y el verano, que modifican los requerimientos nutricionales de las especies), etc.

Se han estudiado los patrones de seleccion de diversas especies de peces utilizando
comederos autodemanda, como en el carpin (Sanchez-Vazquez et al., 1998a), la trucha (Sanchez-
Vézquez et al., 1999), la lubina (Aranda et al., 2001b; Rubio et al., 2003) o el sargo picudo (Torrején
Atienza et al., 2004; Vivas et al., 2006), entre otras. La proteina es el macronutriente mas
demandado en todas ellas (con excepcion del carpin dorado), y algunos resultados sugieren la
existencia de un mecanismo de regulacion de este macronutriente (Vivas et al., 2006; Almaida-
Pagan et al., 2006).

Ademas, se ha descrito una distribucion temporal de seleccion de macronutrientes en el
carpin dorado, que demandaba carbohidratos durante el periodo de iluminacion, proteina al principio
de la fase de oscuridad y grasa en los periodos de transicion (Sanchez-Vazquez et al., 1998a). Se
han desarrollado estudios sobre la seleccion realizada en el periodo de recuperacion tras un ayuno
de 6 dias, que en lubina no modifica el patrén de seleccién (Aranda et al., 2001b). Y se han llevado
a cabo estudios sobre la privacion selectiva de macronutrientes, que demuestran que los peces
necesitan como minimo dos macronutrientes para regular su ingesta energética, incluyendo en

todos los casos la grasa (Rubio et al., 2005).

Recientemente, para el estudio de la autoselecciéon en peces también se han empleado
capsulas de gelatina de colores que contienen diferentes macronutrientes (Rubio et al., 2003). El
empleo de capsulas elimina la influencia de las propiedades organolépticas de los macronutrientes
en la seleccion dietaria. Ademas, permite suministrar a los peces via oral determinadas sustancias y
hormonas como serotonina o melatonina, y estudiar su efecto en la seleccién de macronutrientes
(Rubio et al., 2004a; Rubio et al., 2006).

Aun asi, el numero de estudios de autoseleccion dietaria en peces es escaso, a pesar de
que ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para el estudio de los requerimientos
nutricionales de los animales. En este sentido, existe por ejemplo una carencia total de estudios
sobre la influencia de las interacciones sociales en la seleccion de macronutrientes, se desconoce si
existen preferencias dietarias de cada individuo del cardumen, o cémo contribuirian éstas a la

seleccion final del grupo. Por este motivo, se plantea una nueva metodologia que consiste en
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combinar el uso de marcaje individual mediante PIT fag con comederos autodemanda que

contengan distintas dietas de macronutrientes (Fig. 5).

Unidad de
control

Dispensador

Fig. 5. Esquema de la metodologia propuesta para estudiar la autoseleccion dietaria de peces individuales
mantenidos en grupo. Los peces estan marcados individualmente mediante PIT tfags, que son
reconocidos por las antenas proximas a cada comedero, quedando un registro en el ordenador para
identificar el individuo que ha activado el mecanismo. Cada uno de los comederos contiene distintas
dietas de macronutrientes, que combinadas entre si pueden proporcionar una dieta balanceada (P =

proteina, C = carbohidratos, F = lipidos).

8. BIOLOGIA DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

8.1. Tenca, Tinca tinca (Linnaeus, 1758)

La tenca pertenece a la familia de los ciprinidos. Su cuerpo es alargado y comprimido
lateralmente, con pequefias escamas profundamente insertadas. Es de color verde oliva con reflejos
dorados en la zona del abdomen y sus ojos son de color naranja brillante. Posee boca protactil con
labios gruesos y una serie de 5 dientes faringeos por lado. Presenta barbillones y aletas grandes y
redondeadas. La secrecién mucosa que recubre su cuerpo la hace muy resistente a aguas acidas,

ligeramente salobres o contaminadas. También es muy resistente a bajas concentraciones de
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oxigeno. En casos excepcionales puede llegar a una longitud maxima de 70 cm y 7 kg de peso.

Vive aproximadamente 10 afios.

Fig. 6. Dibujo de un ejemplar de tenca (Tinca tinca).

Es una especie omnivora que habita cursos tranquilos de agua dulce, con vegetacion
abundante y fondos fangosos. Vive formando cardimenes y su distribucion se extiende por toda

Europa (excepto norte de Escandinavia y Escocia), oeste de la Peninsula Balcanica, Asia y Africa.

Presenta dimorfismo sexual con fecundacién externa y alcanza la madurez sexual a los 3
anos, en el caso de los machos y a los 4 afios, en el caso de las hembras. El desove se produce de
mayo a agosto, cuando las temperaturas superan los 18°C, en varias puestas con intervalos de

aproximadamente 14 dias y 13.000-45.000 huevos por puesta.

Es de habitos nocturnos (Siegmund, 1969) y en la época invernal se encuentra en estado

de semiletargo.

Es presa de Esox lucius y Micropterus salmoides. Dos de las patologias que mas impacto
han tenido en las poblaciones de tenca son la septicemia hemorrégica bacteriana (por Aeromona
punctata) y la viremia primaveral (por Rhabdovirus). Su apreciado sabor y su alto valor comercial

hacen que su cultivo sea atractivo.

8.2. Trucha alpina o Arctic charr, Salvelinus alpinus (Linnaeus, 1758)

Pertenece a la familia de los salménidos. Su cuerpo es fusiforme, con una aleta caudal
ligeramente ahorquillada. Presenta gran variedad de coloraciones dependiendo de la localizacién,
estacion del afio, estadio de maduracién y habitat. En términos generales su cuerpo es verde,
marron o plateado, con puntos rojos o rosados en el lomo, y vientre claro. La trucha alpina crece

hasta los 60 cm y puede llegar a vivir mas de 24 afios.
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Fig. 7. Dibujo de un ejemplar de trucha alpina o Arctic charr (Salvelinus alpinus).

Es una especie anadroma, que migra a los rios y lagos para desovar y habita las zonas mas
septentrionales del hemisferio norte. Sus poblaciones se extienden por Escandinavia, Islandia,
Groenlandia, el norte de América y los Alpes. También existen poblaciones que permanecen toda su
vida en agua dulce, en las que es comUn la aparicion de individuos enanos con un tamafio de 8 cm
en su edad adulta, debido a la alta competitividad existente y a los recursos limitados de los lagos

articos. Se alimenta de anfibios, insectos, crustaceos, moluscos y peces planctdnicos.

Las hembras anadromas desovan en septiembre y octubre, y producen entre 3.000 y 5.000
huevos cada 2 o 3 afios. Los huevos se entierran en la grava. Eclosionan en primavera, pero las
crias permanecen en el lecho de grava durante algunos meses hasta que desaparece el hielo. En

poblaciones anadromas, los jovenes migran al mar cuando tienen 5 o 7 afios de vida.

La trucha alpina presenta un patron de actividad dual, con determinados individuos diurnos
y otros nocturnos, en iguales condiciones de experimentacion. Ademas, éstos individuos pueden

sufrir inversiones en los patrones de actividad (Alanara y Brannds, 1997).

Se ve afectada por diversas enfermedades bacterianas y viricas como la necrosis
pancreatica infecciosa. A pesar de ello, continia siendo una especie de creciente interés en la
acuicultura del Norte de Europa, debido a que su demanda en el mercado no se satisface con los

niveles actuales de produccion.

8.3. Lubina, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)

La lubina es una especie marina que pertenece a la familia Moronidae. Su cuerpo fusiforme

y una aleta caudal fuerte, le confieren una fisionomia bien adaptada a la natacidn. Presenta una
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coloracién plateada, de un gris mas oscuro en la parte dorsal, y una mancha negra sobre el

opérculo. Puede llegar a medir hasta 90 cm.

Fig. 8. Dibujo de un ejemplar de lubina (Dicentrarchus labrax).

Se distribuye por las costas orientales del Océano Atlantico, desde Noruega hasta Senegal,
asi como por todo el Mediterraneo y el Mar Negro. Presenta una alta tolerancia a variaciones de
temperatura y salinidad del agua. Habita en las zonas litorales, en fondos arenosos, rocosos o de
guijarros, en profundidades que van desde los 100 a los 10 metros, emigrando a aguas profundas
en épocas invernales y a aguas mas someras cuando las temperaturas aumentan, llegando a
encontrarse ocasionalmente en cursos de agua dulce. Su comportamiento social varia en funcién de
su edad, mostrando un comportamiento méas gregario cuando son mas jovenes. Se alimenta de

otros peces, de pequefios crustaceos y de moluscos.

La época de puesta es en invierno y principios de primavera, llegando a los 150.000

huevos por kg de hembra.

La lubina se ha descrito como una especie de comportamiento dual (Sanchez-Vazquez et
al., 1995b), con variaciones entre individuos, los cuales ademas, pueden sufrir inversiones de
comportamiento en cortos periodos de tiempo en el laboratorio (Aranda et al., 1999a). En
condiciones ambientales naturales, durante el invierno presentan un comportamiento
predominantemente nocturno, al contrario que en verano (Bengout Anras, 1995). Estudios en
laboratorio demostraron que, cuando el alimento se restringe a 4 horas al dia, algunos individuos
invierten consecuentemente sus ritmos de actividad al horario de alimentacion (Sanchez-Vazquez et
al., 1995a), sugiriendo que las variaciones estacionales de disponibilidad de alimento influyen en las

inversiones estacionales de la especie (Sanchez-Vazquez et al., 1998b).
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La lubina puede sufrir patologias debidas a parasitos (como el protozoo Cryptocaryon), a
bacterias (como Pasteurella piscicida), o a virus (como la necrosis pancreética infecciosa causada

por birnavirus, o la encefalopatia y retinopatia viral causada por nodavirus).

Presenta un alto valor comercial, y en los ultimos afios se ha convertido en una de las

especies de mayor interés en la acuicultura mediterranea.
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IIl. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el de profundizar en los conocimientos
sobre ritmos bioldgicos y comportamiento alimentario de tres especies de peces teledsteos de
interés en acuicultura; una especie dulceacuicola, la tenca (Tinca tinca); una marina, la lubina

(Dicentrarchus labrax) y una anadroma del norte de Europa, la trucha alpina (Salvelinus alpinus).

Para ello, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

1. Determinar la existencia de un componente enddgeno en los ritmos diarios de actividad motora

de la tenca.

2. Analizar la sincronizacién a la luz en los ritmos diarios de actividad motora en la tenca,

comprobando la influencia de la duracion del fotoperiodo y la intensidad luminica.

3. Investigar los ritmos diarios de actividad alimentaria en la tenca mediante comederos de auto-
demanda. Establecer el papel del horario de alimentacion como sincronizador de los ritmos de

actividad locomotora.

4. Ensayar una nueva metodologia basada en el marcaje individual de peces mediante PIT tag
combinado con la alimentacion a demanda, para estudiar la seleccion dietaria individual en

grupos de truchas alpinas.
5. Analizar si la suplementacion dietaria de triptéfano (precursor en la biosintesis de serotonina y
melatonina), modifica las concentraciones de serotonina plasmatica y de melatonina

gastrointestinal y plasmatica en la lubina.

6. Determinar si la suplementacion dietaria de melatonina modifica las concentraciones de

melatonina gastrointestinal y plasmatica en la lubina.

7. Comprobar la influencia del suplemento dietético de triptéfano y de melatonina en el cortisol

plasmatico y en los ritmos de actividad en lubina.
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ll. CAPITULOS EXPERIMENTALES

1. SINCRONIZACION POR LA LUZ DE LOS RITMOS CIRCADIANOS DE ACTIVIDAD EN LA
TENCA (Tinca tinca)

M.J. Herrero, J.A. Madrid y F.J. Sanchez-Vazquez

Universidad de Murcia. Departamento de Fisiologia. Facultad de Biologia. 30100 Murcia.

1.1. Resumen

En este articulo se analizan los ritmos de actividad locomotora de la tenca (Tinca tinca).
Para ello, se llevaron a cabo tres experimentos con 24 animales, de 20 g de peso corporal,
mantenidos por parejas en acuarios de 60 litros. En cada tanque, unos sensores infrarrojos
conectados a un ordenador, sirvieron para registrar los movimientos de los peces en todo momento.
El primer experimento fue disefiado para estudiar el marcapasos circadiano bajo condiciones de
curso libre (pulsos ultradianos LD 40":40', y DD) y tras invertir el ciclo LD. Los resultados obtenidos
demuestran que la tenca presenta un patrén de actividad estrictamente nocturno, con un ritmo
enddgeno evidente en el 45,8% de los peces analizados. En el segundo experimento se analizo la
influencia de distintos fotoperiodos (LD 6:18, 12:12, 18:6 y 22:2) en la actividad locomotora. Los
resultados mostraron que la actividad de la tenca esta restringida a las horas de oscuridad, incluso
bajo fotoperiodos extremadamente largos. El tercer experimento examiné el efecto de la intensidad
luminica en los ritmos de actividad locomotora. Al exponer a los peces a intensidades luminicas
decrecientes (300:0 lux, 30:0 lux, 3:0 lux y 0,3:0 lux), manteniendo un fotoperiodo constante (LD
12:12), se comprob6 que, en todos los casos, el mayor porcentaje de actividad locomotora se daba
durante las horas de completa oscuridad (0 lux). En resumen, los resultados muestran claramente
que: (a) la tenca es una especie de comportamiento estrictamente nocturno; y (b) sus ritmos de
actividad diaria se sincronizan paulatinamente tras invertir el ciclo LD y persisten bajo condiciones
de curso libre, sefialando asi su naturaleza circadiana. No obstante, la luz ejerce una poderosa
influencia sobre los ritmos de actividad, ya que (c) la duracion de la fase activa esta controlada
directamente por la fotofase; y (d) la conducta estrictamente nocturna persiste aun bajo condiciones

de luz muy tenue (0,3 lux). Estos hallazgos aumentan el conocimiento que se tiene del
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comportamiento de la tenca y pueden ser de ayuda para la gestidn en acuicultura de esta especie,

por ejemplo, adaptando las estrategias de alimentacion a su conducta nocturna.

Palabras clave: actividad locomotora, ritmo enddgeno, marcapasos circadiano, ritmo circadiano,
ritmo diario, sincronizacion, curso libre, fotoperiodo, intensidad luminica, comportamiento, patron de

actividad nocturna, Tinca tinca.

1.2. Introduccion

Los ritmos biologicos forman parte del proceso de adaptacion de los seres vivos al
ambiente. Su importancia estriba en que ajustan los procesos internos con los cambios periodicos
externos, preparando asi al organismo para situaciones predecibles y repetitivas (Aschoff, 1981). Se
sabe que el patrdn ritmico diario de la actividad locomotora de los peces se sincroniza a través del
ciclo de luz-oscuridad (LD) (Thorpe, 1978).

Para examinar el caracter endogeno de los ritmos de actividad locomotora, se suele aislar a
los animales de cualquier estimulo temporal externo mediante el uso de oscuridad constante (DD),
luz constante (LL) o pulsos LD ultradianos: son las llamadas “condiciones de curso libre”. El uso de
pulsos LD ultradianos se debe a que, en estudios anteriores con peces, este ciclo LD ha
demostrado ser un factor estabilizador que impide la disociacion rapida de multiples osciladores
circadianos (Ericsson y Van Veen, 1980; Sanchez-Vazquez et al., 1996; Sanchez-Vazquez et al.,
1998b).

El periodo enddgeno (tau) que muestran los vertebrados superiores bajo condiciones de
curso libre, es muy estable y constituye una de las caracteristicas de los ritmos circadianos. Sin
embargo, los peces poseen un sistema circadiano mas flexible, pudiendo mostrar dualidad de fase
(dualismo nocturno/diurno) e inestabilidad de tau (Sanchez-Vazquez et al., 1995b). Como la
duracion del periodo de los ritmos circadianos de curso libre suele ser diferente de 24 horas, los
organismos ajustan sus marcapasos internos en funcién de estimulos temporales externos, tales
como la disponibilidad de comida, la luz o los cambios diarios de temperatura; si bien la luz es el
sincronizador (“zeitgeber”) de mayor importancia en la mayoria de los casos (Ali, 1992).

Conocer en profundidad los ritmos de las diferentes especies de peces puede ser de utilidad

para mejorar la gestion de las pesquerias y la practica de la acuicultura. No obstante, la informacion

38



Capitulos experimentales: 1. Sincronizacién por la luz de los ritmos circadianos de actividad en tenca

disponible sobre los ritmos locomotores de los peces es limitada, y todavia existe controversia
acerca de si las distintas especies muestran ritmos diurnos, nocturnos, crepusculares, o patrones
mixtos. Es mas, en muchos casos no queda claro en absoluto si los ritmos diarios son inducidos

externamente por el ciclo LD o por un marcapasos circadiano interno (ligo y Tabata, 1996).

La tenca (Tinca tinca) es un ciprinido cuya consideracion como especie de cultivo aumenta
dia a dia en la cria de peces de agua dulce, un mercado dominado por la trucha arcoiris. Los
consumidores aprecian su buen sabor y es muy valorada tanto en la pesca recreativa como en
acuariofilia. Sus habitos de alimentacion no estan muy especializados y, a pesar de que sus tasas
de crecimiento no son especialmente elevadas, presenta valores reproductivos altos. Ademas, su
alto contenido en &cidos grasos poli-insaturados hace que esta especie sea especialmente indicada

para el consumo humano.

Aunque Siegmund (1969) ya observé que la actividad de las tencas se producia sobre todo
de noche, y durante el dia tendian a esconderse en el fondo, se sabe muy poco acerca de la
organizacion circadiana de esta especie. El objetivo de nuestro estudio fue analizar la actividad
locomotora de la tenca (Tinca tinca), asi como los factores que controlan su ritmicidad locomotora
diaria; y determinar el caracter endégeno de dicho ritmo. Para ello, se registrd la actividad
locomotora de los peces bajo condiciones de curso libre (pulsos LD ultradianos y DD), y se
realizaron estudios de resincronizacion tras la inversion de los ciclos LD. Asimismo, se investigd la
sincronizacion a la luz mediante su exposicion a fotoperiodos de distinta duracién (LD 18:6; 12:12;
6:18 y 2:22) y distintas intensidades luminicas (300, 30, 3, 0,3 lux) sobre los ritmos de actividad

diaria.

1.3. Material y métodos

Animales e infraestructura

Este estudio se llevd a cabo en un laboratorio de Cronobiologia de la Universidad de Murcia
bajo condiciones ambientales estrictamente controladas, dentro de una camara completamente
aislada. En total, se estudiaron 24 tencas de aproximadamente 20 g de peso corporal, procedentes
del Centro de Acuicultura “Las Vegas del Guadiana” (Badajoz, Espafia). Los peces se colocaron por
parejas en acuarios de 60 litros de agua dulce, permitiendo que se aclimataran antes de empezar el
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experimento. Los acuarios disponian de un filtro individual, un difusor de oxigeno y tres tubos de
PVC (32 mm de didmetro, 200 mm de largo) dispuestos de modo que fomaban un refugio triangular.
Encima de todos los tanques, unos tubos de luz fluorescente (15 W, GRO-LUX, Sylvania, Alemania)
proporcionaban una intensidad luminica media de 300 lux a nivel de la superficie del agua. Se
controld el fotoperiodo de forma automatica mediante un reloj digital programable (Datamicro, Orbis,
Espafia). Se mantuvo la temperatura del agua en 20°C manteniendo estable la temperatura de la
habitaciéon con un termostato electronico, con fluctuaciones de apenas £0,2°C entre el dia y la

noche.

Se proporciond alimento (un 1% de su peso corporal) a los ciprinidos una vez al dia, a
intervalos irregulares, mediante un comedero automatico para impedir que cualquier rutina periddica
pudiera actuar como sincronizador. Se limpio el acuario cada 3 6 4 dias, eliminando las heces y los
granulos restantes con un sifén; para no interferir con los registros, esta accion se realizaba en las
horas de luz, cuando los peces no estaban activos sino, habitualmente, escondidos en los tubos de
PVC. Cada dos semanas, se sustituy6 el 20% del volumen de agua. Para asegurar las condiciones
de aislamiento y evitar que los peces se vieran entre si, los laterales de los tanques se cubrieron
con plastico negro. Frente a cada acuario, a 10 cm del fondo y 7 cm de la pared lateral, se
instalaron fotocélulas de infrarrojos (Omron, E3S-AD62, Japdn). Cuando un pez nadaba en este
area y atravesaba el haz de luz, se generaba una sefial que quedaba registrada en el ordenador,

con una frecuencia de almacenamiento de datos de 1 cada 10 minutos.

Procedimiento experimental
Se disefiaron tres experimentos para profundizar en el conocimiento de los ritmos de

actividad diaria de las tencas, su naturaleza circadiana, asi como su sincronizacion a la luz, siendo

utilizados los mismos peces en los tres experimentos:

- Ritmos diarios de origen endégeno

Se registraron los ritmos diarios de actividad motora bajo un ciclo LD 12:12 (luces
encendidas a las 8:00 h y apagadas a las 20:00 h), hasta que las tencas desarrollaron un patron
diario bien definido. Para estudiar la resincronizacion tras invertir el ciclo LD, se cambié a DL
durante 11 dias, doblando una de las fases de luz (luces encendidas a las 20:00 h y apagadas a las
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8:00 h). Al invertir el ciclo LD, se analiz6 la influencia del marcapasos interno, ya que los ritmos

controlados de forma enddgena requieren cierto niumero de ciclos para resincronizarse.

Posteriormente, los ritmos circadianos se estudiaron bajo condiciones de curso libre,
exponiendo a los peces a pulsos ultradianos LD (40" de luz y 40' de oscuridad) durante 10 dias y
pasando luego a oscuridad constante (DD) durante otros 14 dias. Para restablecer la sincronizacion
a la luz y reajustar el marcapasos circadiano, se permiti6 que los peces se sincronizaran con un

ciclo LD 12:12 durante al menos diez dias, antes de exponerlos a condiciones DD.

- Influencia de la duracién del fotoperiodo

Con el fin de examinar si la fase de actividad de la tenca tiene una duracion constante,
independientemente del nimero de horas de luz, o si circunscriben su actividad a la oscuridad, se
expuso a los peces a fotoperiodos de distintas duraciones, comprendidos entre 2 y 18 horas de luz.
Asi, del fotoperiodo inicial (LD 12:12) se paso6 primero a LD 6:18 (durante 9 dias) y después, se
aumentd a LD 18:6 (10 dias) y LD 22:2 (9 dias).

- Efecto de la intensidad luminica decreciente

A continuacion, se investigd la sincronizacion de los ritmos circadianos a la luz, reduciendo
la intensidad de ésta (progresivamente y en varias fases), desde 300 a 0,3 lux, bajo condiciones LD
12:12. En primer lugar, se expuso a los peces a ciclos LD de 300:0 lux durante 9 dias, poniendo
especial cuidado en que hubiera realmente 0 lux durante la escotofase. Posteriormente, se redujo la
intensidad luminica cubriendo los tubos fluorescentes con papel de aluminio perforado, para asi
conseguir una luz homogénea cercana a 30 lux sobre toda la superficie del agua, sin alterar el
espectro luminico. Mas adelante, la intensidad luminica de la fase de luz se redujo a 3:0 lux (durante
9 dias) y luego a 0,3:0 lux (10 dias), colocando un filtro blanco sobre el papel de aluminio. Para
estudiar la sincronizacion tras cambiar el ciclo LD, se invirti6 el fotoperiodo y se registro la actividad
locomotora durante otros 8 dias.
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La intensidad luminica se midié con un luxémetro digital (Minilux, MX-Elektronik, Alemania),

capaz de detectar valores de hasta 0,001 lux.

Anélisis de datos

Los datos recogidos en el ordenador de registro fueron transferidos a un segundo ordenador
para su analisis. Para ello se utilizd un soffware de cronobiologia (Temps, v.1, 179 por Diez-
Noguera, Universidad de Barcelona) y también el programa Microsoft Excel. Los actogramas se
realizaron a doble trazo para una mejor visualizacion, y los trazos de actividad se suavizaron
mediante media mavil. La duracion de los periodos circadianos (fau) se estudié utilizando el anélisis
del periodograma de Sokolove-Bushell, en el programa Temps. Ademés de los actogramas,

también se obtuvieron las ondas medias diarias.

Los porcentajes de actividad nocturna se calcularon mediante hoja de calculo de Excel,
utilizando los datos combinados de todos los tanques y comparando los recuentos hechos durante
la escotofase con los realizados durante la fase de luz. Con el fin de examinar las diferencias
significativas en los porcentajes de actividad nocturna bajo diferentes intensidades luminicas, los
datos fueron transformados en arcoseno antes de ser sometidos a ANOVA; después, se llevo a
cabo una comparacion de medias mediante el test post hoc de Tukey. Se considero significativo un
nivel de confianza del 95%. Se usé el anélisis de regresion lineal para correlacionar el recuento de

actividad diurna y nocturna con el fotoperiodo.

1.4. Resultados

- Ritmos circadianos y ritmos diarios

Bajo condiciones de LD 12:12, todas las tencas mostraron un patron bien definido de
actividad locomotora nocturna. Los datos recogidos de todos los tanques durante todo el
experimento arrojaron un valor medio de actividad nocturna de 97,7 £ 0,4% (media £ SEM),

indicando que la tenca es una especie de actividad locomotora estrictamente nocturna.
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Fig. 1. Actogramas de dos tencas representativas bajo LD 12:12, y tras inversion del fotoperiodo (DL
12:12) doblando la fase de luz del dia 11. Las barras blancas y negras en la parte superior del grafico
indican las fases de luz y oscuridad, respectivamente. Tras la inversion del ciclo LD, la mayoria de los
peces se sincronizaron con gran rapidez sin ciclos de transicion (A), aunque algunos de ellos se

sincronizaron gradualmente (B).

Con el fin de estudiar la sincronizacion tras cambiar el ciclo LD, se invirti6 el fotoperiodo de
LD 12:12 a DL 12:12 doblando la duracién de una fase de luz. En general, la resincronizacion al
nuevo ciclo LD fue bastante rapida. Muchas tencas ajustaron su actividad al ciclo DL retrasando 12
horas el comienzo de la fase activa, sin alterar su duracion (Figura 1A). Pese a la fuerte influencia
de la luz, que ejerce un efecto enmascarante, algunas tencas (3 de las 12) desarrollaron una
resincronizacion gradual tras la inversién del fotoperiodo. Durante los 2 ¢ 3 primeros dias del nuevo
ciclo LD, estos peces exhibieron alguna actividad durante la fase de luz, seguramente como
reminiscencia de la fase activa previa (noche subjetiva). Esta actividad diurna residual fue
disminuyendo paulatinamente hasta unirse con la fase principal de actividad, es decir, con la fase

nocturna (Figura 1B).

43



Capitulos experimentales: 1. Sincronizacién por la luz de los ritmos circadianos de actividad en tenca

Tras estos experimentos, se puso a prueba el caracter endégeno del ritmo bajo condiciones
de curso libre. Para ello, se sometio a las tencas a pulsos ultradianos LD; después, tras un periodo
de resincronizacion a LD 12:12, fueron sometidas a condiciones de oscuridad constante. Bajo DD,
los ritmos de actividad diaria de algunas tencas no se debilitaron, sino que perduraron aun en

ausencia de sefiales diarias externas (Figura 2).

LC
'
LD
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|
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Periodo (h)
26,9—
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20 25 30
Periodo (h)
243
|
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6 18 6 18
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Fig. 2. Actograma (paneles de la izquierda) y analisis del periodograma (paneles de la derecha) de tencas
bajo condiciones de curso libre: pulsos ultradianos LD 40":40' (A y B) y oscuridad constante (C). Los peces
exhibieron ritmos de curso libre con valores de tau inferiores (A) y superiores (B) a 24 horas. La

descripcion de esta figura coincide con la de la figura 1.
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En la Tabla 1, se muestran las duraciones de los periodos de los ritmos de curso libre,
calculados mediante el analisis del periodograma. Se obtuvieron valores de tau significativos en el
50% de los tanques (6 de los 12), con valores medios de 27,3 h'y 21,9 h, para los acuarios con
valores tau mayores (n=4) y menores de 24 h (n=2), respectivamente. Tras una rapidisima
resincronizacion posterior a LD 12:12, los peces se expusieron a condiciones de oscuridad
constante (DD). Bajo estas condiciones, se observo periodicidad enddgena en el 41,7 % de los
acuarios (5 de los 12), con valores medios de tau de 21,2 h y 25,4 h, para los acuarios con valores

menores (n=3) y mayores de 24 h (n=2), respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Analisis del periodograma de los ritmos circadianos de actividad de las tencas bajo pulsos LD 40":40' y bajo
oscuridad constante (DD).

Tau (h)

Pezn.° #1 #2 #3 #4  #5 #6  #7 #8 #9  #10 #11  #12

PulsosLD 23,0 ns 28,6 ns 275 ns 26,9 ns ns 26,2 20,8 ns

DD ns ns 243 264 ns ns ns ns 214 ns 210 21,3

No se observaron diferencias significativas en el valor de tau entre los peces sometidos a
pulsos LD de corta duracion y los sometidos a oscuridad total. Sélo en dos de los tanques (el 3 y el
11) se pudo calcular tau para ambas situaciones (DD y pulsos de luz): los valores en el n.° 11 fueron
de aproximadamente 21 h en ambas situaciones, y en el n.° 3 los valores fueron de 28,8 h bajo

condiciones de pulsos de luz, y de 24,3 h en DD.

- Influencia de la duracién del fotoperiodo

La influencia del fotoperiodo para controlar la duracién de la actividad nocturna se examind
reduciendo gradualmente el numero de horas de oscuridad en el ciclo LD, desde 18 hasta 2 h. Para
ello, la hora de apagado de las luces fue postergdndose paulatinamente desde las 12:00 h hasta las
18:00, las 0:00 y las 4:00 h, manteniendo la hora de encendido a las 6:00 h (Figura 3). Las tencas

respondieron de forma idéntica en todos los tanques. Bajo LD 6:18, su fase de actividad se
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expandié hasta abarcar por completo el periodo de oscuridad de 18 horas del nuevo fotoperiodo. Al
cambiar el ciclo a LD 12:12, los peces se adaptaron rapidamente, reduciendo su actividad a las 12

horas sin un ciclo de transicion aparente.

Al aumentar gradualmente el fotoperiodo, los peces fueron acortando su fase de actividad
para ajustarse al periodo de oscuridad decreciente. Incluso bajo un ciclo extremo LD 22:2, con sélo

dos horas de oscuridad, las tencas concentraron su actividad locomotora en las horas nocturnas.

LD 6:18

LD 12:12

LD 186

LD 22:2

LD 6:18

LD 12:12

LD 1856

LD 22:2

Hora del Dia (h)

Fig. 3. Actogramas representativos de tencas expuestas a fotoperiodos crecientes. La descripcién de la

figura coincide con la de la figura 1.
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En general, la actividad de las tencas aumentd bruscamente tras apagar las luces y se
mantuvo estable a lo largo de la fase de oscuridad, para después decaer tras el encendido (Figura
4). No obstante, se produjo un aumento de la actividad mas pronunciado inmediatamente después

de apagar las luces, bajo fotoperiodos mas cortos (Figuras 4B, 4C y 4D).
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Fig. 4. Ondas medias diarias de tencas bajo fases de luz crecientes, con fases de oscuridad de 18 horas
(A), 12 horas (B), 6 horas (C) y 2 horas (D). La duracion de la fase de oscuridad viene indicada por la

barra negra encima de cada gréfica. Los valores representan la media £ SEM (n = 11).

Merece la pena destacar que los niveles de actividad media durante la escotofase se
mantuvieron estables entre 30 y 40 interrupciones del haz de luz cada 10 minutos,
independientemente de la duracién de la fase de oscuridad, dando a entender que la duracién del
fotoperiodo afecta al nivel total de actividad diaria. De hecho, la actividad diaria disminuy6 de forma
directamente proporcional a la disminucién de la duraciéon de la escotofase. Los porcentajes de
actividad nocturna también disminuyeron de forma directamente proporcional a la fase de oscuridad,
aunque el efecto fue menos pronunciado, como refleja la menor pendiente de la curva (Figura 5).
Asi, los porcentajes de actividad durante las horas de oscuridad en LD 6:18, 12:12, 18:6 y 22:2
fueron respectivamente del 75%, 50%, 25% y 8,3%; mientras que la actividad nocturna paso a
constituir el 96%, 94%, 86% y 74% de la actividad diaria total.

4000
y = éz,7767x + 71,984 +100
=0,9053

® 3500
= [ |
S
% 3000 | T80 >
E u <
‘Y 2500 g
L) o T60 &
,_E Z
~ 20001 ) o
g y = éz76,59x + 518,55 2
” =0,9402 | =
@ 1500 40 3
IS b
o S
$ 1000
2 120

500

0 , 0
0 5 10 15 20

Duracion de la Escotofase (h)

Fig. 5. Andlisis de regresion lineal de los recuentos de actividad diaria (eje izquierdo, circulo) y de actividad

nocturna (eje derecho, cuadrados), en funcién de la duracion de la fase de oscuridad.
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- Efecto de la intensidad luminica decreciente

Debido a que la luz result6 ser un factor decisivo para el control de la actividad locomotora
de las tencas, investigamos como afectaba la intensidad luminica a la actividad nocturna. Con este
proposito, la intensidad luminica fue reduciéndose progresivamente en un factor de 10 a lo largo de
tres etapas: de 300 lux a 30, 3 y a 0,3 lux respectivamente. En general, tras disminuir las
intensidades luminicas, las tencas mostraron un ritmo bien definido de actividad nocturna. Ahora
bien, bajo una luz tenue (3 y 0,3 lux), se detectd algun nivel de actividad durante el dia; y, en
algunos casos, los peces adelantaron el comienzo de su actividad anticipdndose al apagado de las

luces (Figura 6).

300:0 Ix

30:0 Ix

3.0 Ix

0,3:0Ix

0:0,3 Ix

Hora del Dia (h) Hora del Dia (h)

Fig. 6. Actogramas de tencas en condiciones de LD 12:12 e intensidades luminicas decrecientes (300 lux,
30 lux, 3 lux 'y 0,3 lux). La fase experimental final consistio en una inversion del fotoperiodo. Tras invertir el
ciclo LD (0:0,3 lux), los peces se sincronizaron muy rapidamente. La mayoria de los peces exhibio ritmos
diarios bien definidos (A); mientras que algunos se desincronizaron, y su patron de actividad diaria perdio

su definicién (B). La descripcién de la figura coincide con la de la Fig. 1.
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Al reducir la intensidad luminica media de 300 a 30 lux, las tencas mostraron una actividad
nocturna media del 96,3 + 0,8% (media £ SEM), mientras que su actividad locomotora durante las
horas de luz fue practicamente nula, a pesar de que la intensidad luminica habia sido reducida. Bajo
una intensidad luminica de 3 lux, la actividad de los animales continud siendo marcadamente
nocturna, con una ligera disminucion de la actividad nocturna (los porcentajes bajaron al 84,8
0,6%). Después, se redujo la intensidad luminica aun mas, hasta 0,3 lux, para determinar si los
ritmos de actividad nocturna se volvian mas difusos y encontrar asi el umbral a partir del cual las
tencas se desincronizaban con el ciclo LD. Si bien el porcentaje de actividad nocturna se redujo
significativamente (76,4% + 0,7%), las tencas mantuvieron un claro patron de actividad nocturna

incluso ante una intensidad luminica tan baja (Figura 7).
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Fig. 7. Actividad nocturna de las tencas (porcentajes) bajo diferentes intensidades luminicas (300 lux, 30
lux, 3 lux y 0,3 lux) y tras la inversion del fotoperiodo (0,3 lux). Las letras indican valores medios

significativamente diferentes (ANOVA, test post hoc de Tukey, p<0,05).

Debido a que cabia la posibilidad de que las tencas se hubiesen sincronizado con el ciclo
LD, manteniendo posteriormente sus ritmos de actividad de forma independiente a la intensidad
luminica, llevamos a cabo una prueba de sincronizacion real a un ciclo LD de 0,3:0 lux, invirtiendo el

fotoperiodo de LD 12:12 (0,3:0 lux) a DL 12:12 (0:0,3 lux). Bajo estas condiciones, la mayoria de las
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tencas respondio invirtiendo su ritmo de actividad al periodo de oscuridad total, evitando asi la luz
tenue (Figura 6A). De hecho, el porcentaje de actividad nocturna se mantuvo en 77,8 £ 1,3% y no
fue muy distinto del observado antes de la inversion LD (Figura 7). No obstante, algunos peces se
desincronizaron tras cambiar el ciclo LD: su patrén de actividad diaria se hizo difuso y entraron en

curso libre, con un tau medio de 24,7 h (Figura 6B).

1.5. Discusion

La conclusion principal que se desprende de los resultados es que los ritmos de actividad
de las tencas estan dirigidos de forma enddgena por un marcapasos circadiano, aunque pueden ser
modulados intensamente por la luz. La luz ejerce un importante efecto de enmascaramiento,
bloqueando a menudo la expresion del ritmo bioldgico. Asi, bajo nuestras condiciones de
laboratorio, las tencas se comportaron como una especie estrictamente nocturna y mostraron muy
poca actividad durante el dia, momento en que los peces se ocultaban en el refugio. Los efectos
enmascarantes de la luz y la sincronizacién a ella podrian explicar por qué la mayoria de los peces
se resincronizaron de forma practicamente inmediata tras invertir el ciclo LD, pues solo tres peces
mostraron actividad diurna de transicion durante los primeros 2 6 3 dias de resincronizacion (Fig.
1B). Aunque una respuesta circadiana tan débil podria sugerir que los ritmos diarios son dirigidos de
forma exdgena por la luz, el hecho de que los ritmos de actividad persistieran bajo condiciones de
curso libre apunta a la existencia de un mecanismo interno de sincronizacion. Sin embargo, €sos
ritmos enddgenos sélo aparecieron en el 45,8% de los peces, con valores de fau abarcando desde
20,8 a 28,6 h. La marcada influencia de la luz aparecid también bajo diferentes situaciones
fotoperiddicas, pues la duracién de la fase de oscuridad determiné de forma directa la duracion de la
actividad (Fig. 3). Ademas, no hace falta exponer a las tencas a intensidades luminicas muy
potentes para poder definirlas como “estrictamente nocturnas”, ya que bajo una luz muy tenue (0,3

lux) también siguieron sincronizadas al ciclo LD (Fig. 6).

Los ritmos diarios de los peces han sido clasificados en tres categorias, en funcién de la
distribucién de la actividad entre las horas de luz y las de oscuridad: diurnos, nocturnos y
crepusculares (Eriksson, 1978). Deberia afiadirse una cuarta categoria, puesto que algunas
especies pueden mostrar dualidad de fase, alternando entre comportamiento diurno y nocturno
(Sanchez- Vazquez et al., 1995; Brannas y Alanara, 1997) segin la época del afo, factores

sociales, etc.
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Con mucha frecuencia, los peces de agua dulce muestran signos de actividad tipicamente
nocturna (Maller, 1967). Como muestra, el siluro suele ser considerado una especie nocturna
(Tabata et al., 1989; Trajano y Menna-Barreto, 1995). No obstante, algunas especies de agua dulce
como la trucha arcoiris son diurnas; y otras, como el carpin dorado, muestran dualidad de fase
(Sanchez-Vazquez et al., 1996). Un estudio previo indicaba que el patron de actividad diaria de las
tencas era esencialmente nocturno (Siegmund, 1969), si bien el mismo autor sefialaba que también
podian estar activas durante las horas crepusculares (Siegmund y Wolff, 1973). En nuestro estudio,
las tencas expuestas a cambios bruscos de intensidad luminica (luces encendidas y apagadas de
forma repentina) exhibieron conductas locomotoras estrictamente nocturnas, con un 97,7% de su
actividad concentrada en la escotofase. Por tanto, esta especie debe clasificarse dentro de la
categoria de peces nocturnos. Tal y como se observa en los roedores, no son necesarias ondas
rectangulares del ciclo LD (encendido y apagado brusco de luces) para sincronizar los ritmos
circadianos; de hecho, se sabe que las transiciones progresivas tras los cambios de fase LD facilitan
la resincronizacion (Usui et al., 1989). En los peces, no hay muchos datos acerca del efecto de los
ciclos LD con transiciones cambiantes entre luz/oscuridad (sinusoidal, descendente o ascendente
en dientes de sierra) sobre sus ritmos conductuales. En nuestro experimento, el perfil de actividad
diaria de las tencas alcanzd su nivel maximo al comienzo de la escotofase (Fig. 4), aunque es
necesario investigar mas para saber hasta qué punto se relaciona este comportamiento con la

ausencia de un verdadero periodo crepuscular.

Los cambios en el ciclo LD han sido utilizados con asiduidad para investigar el sistema
circadiano, tomando el numero de ciclos de transicion necesarios para la sincronizacién como un
indicador de la potencia del mecanismo endégeno de sincronizacién. Por lo general, los peces
necesitan muy pocos ciclos de transicion para resincronizarse con un nuevo ciclo LD. El
Notegominus crysoleucas (“golden shiner”), por ejemplo, sélo necesita 2 6 3 dias para
resincronizarse tras una inversién de 12 horas (Lagué y Reebs, 2000); mientras que la lubina
necesita so6lo un dia (Sanchez-Vazquez et al., 1995b). Sin embargo, en la anguila babosa (mixinido
también llamado “babosa de mar”) tras una inversién de 6 horas, los ciclos de transicion se
prolongaron durante mas de una semana hasta la sincronizacion completa (Ooka-Souda et al.,
1985). En ofras especies de peces teledsteos, también se ha observado la resincronizacion casi
inmediata como respuesta a las inversiones del fotoperiodo, sugiriendo que una influencia débil del
marcapasos circadiano y un poderoso efecto enmascarante o sincronizador de la luz, podria ser

caracteristica comun en el comportamiento circadiano de las especies pertenecientes a este orden.
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La participacion del componente enddgeno en los ritmos de actividad diaria de las tencas
parece ser débil, porque no todos los peces mostraron valores de tau significativos, y aquellos que
lo mostraron, lo hicieron con un alto grado de variabilidad (Tabla 1). En comparacién con los
mamiferos, la proporcién de peces con ritmicidad circadiana es relativamente baja. En condiciones
de oscuridad constante, sélo el 41,7% de las tencas mostraron un valor de tau significativo, mientras
que el porcentaje aumentd hasta el 50% al aplicar pulsos LD ultradianos. La presencia de ritmos de
curso libre en aproximadamente el 50% de los individuos estudiados, es algo comun en otras
especies de peces. Por ejemplo, en el carpin dorado, ligo y Tabata (1996) encontraron que un 57%,
57% y 67% de los peces en condiciones de DD, LL y pulsos LD respectivamente, se comportaron
ritmicamente. En otras especies, sin embargo, la presencia del sistema circadiano aparece de forma
mas consistente y se han detectado ritmos de curso libre en un mayor porcentaje de individuos,
observandose que la constancia de las condiciones desempefia un papel importante para evitar que
el marcapasos circadiano se debilite. Asi, en especies diurnas de peces tales como la trucha, la
ritmicidad circadiana es mas clara bajo LL (83,8%) y bajo pulsos LD ultradianos (66,7%) que bajo
una luz tenue constante (16,7%) (Sénchez-Vazquez y Tabata, 1998). Dado que las tencas no
exhibieron actividad durante la fase de luz, nuestro estudio no incluye un examen de los ritmos
circadianos bajo condiciones de LL. Bajo DD y pulsos LD, los ritmos de curso libre fueron
considerablemente inestables y variables, con valores de tau entre 21y 26,4 en DD, y entre 20,8 y
28,6 para los pulsos LD. Los valores de tau para DD y pulsos LD fueron diferentes en cada uno de
los acuarios por lo general, salvo un caso en el que casi coincidieron (Tabla 1). Dado que tanto la
inestabilidad en las periodicidades de curso libre como la variabilidad intraespecifica e
interespecifica parecen ser comunes en los peces (Tabata et al., 1989; Sanchez- Vazquez y
Tabata, 1998), habria que considerar los valores de tau con desconfianza a la hora de utilizarlos
para caracterizar a una especie en particular. Es mas, la postura clasica ante los ritmos circadianos
de los peces considera que son muy flexibles y estan controlados por un sistema circadiano
relativamente débil, intensamente influenciado por el ambiente (la luz, en particular). Si bien mucho
de lo anterior es cierto y parece estar refrendado por los resultados obtenidos en tencas,
determinadas especies de peces si que muestran ritmos circadianos estables y sélidos. Asi ocurre
con un labrido como el Halichoeres chrysus, que presenta un ritmo de curso libre y una
sincronizacion para el inicio de la actividad tan precisos que permiten predecir cuél sera la curva de
respuesta (Gerkema et al., 2000). En muchos estudios realizados con otras especies, la ritmicidad
tendia a desaparecer en 7-10 dias (ligo y Tabata, 1996). Sin embargo, no ocurri6 asi con las tencas,
pues se observé ritmicidad circadiana durante los 14 dias del periodo DD. Aun asi, no sabemos si

las tencas son capaces de mantener la ritmicidad durante tanto tiempo como el P. atemi o el E.
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burgeri, cuyas periodicidades enddgenas han sido observadas hasta incluso después de tres meses
(Ooka-Souda et al., 1985).

Al exponer las tencas a fotoperiodos de distinta duracion, éstas restringieron su actividad
locomotora a la fase de oscuridad, independientemente de su duracion (desde 18 hasta 2 horas); y
la luz demostrd ser un factor mas importante para la sincronizacion que el marcapasos circadiano.
En otras especies de peces también se ha observado que la luz determina el patrén de actividad;
por ejemplo, la trucha concentra su actividad durante el dia (Boujard y Leatherland, 1992a); y la
lubina, dependiendo de si su comportamiento es diurno o nocturno, restringe su actividad a las
fases de luz y oscuridad, bajo fotoperiodos decrecientes (de LD 12:12 a 0,25:23,75) y crecientes (de
LD 12:12 a 23,75:0,25), respectivamente (Aranda et al., 1999).

En un estudio anterior (Escudero-Garcia et al., 1997), en el que las tencas pudieron elegir la
intensidad luminica en un rango entre 0 y 2.000 lux, el 99,9% decidié permanecer en la zona de
menor intensidad luminica, independientemente de la estacidn o de la temperatura del agua. Estas
observaciones concuerdan con nuestros resultados en los que las tencas fueron expuestas a
diferentes intensidades luminicas, mostrandose inactivas durante las horas de luz, incluso con
intensidades luminicas muy bajas. De hecho, aunque el porcentaje de actividad nocturna a 0,3 lux
se redujo significativamente, todavia represent6 el 76,4% de la actividad diaria. Ademas, al invertir
el fotoperiodo, la mayoria de las tencas se resincronizaron con el nuevo ciclo LD manteniendo un
porcentaje similar de actividad nocturna (Fig. 7), lo que pone de relieve la débil participacion del
sistema circadiano y la gran capacidad de la luz para sincronizar y actuar como un factor
enmascarante, aun con una baja intensidad luminica. Estos resultados contrastan con los
publicados sobre el siluriforme Ictalurus nebulosus, que fue perdiendo de forma gradual sus habitos
nocturnos al ser expuesto a ciclos LD con diferencias decrecientes entre la luz y la oscuridad
(120:0,1 lux, 10:0,01 lux, 1:0,001 lux) (Eriksson, 1978). Nuestros resultados pueden ser
interpretados como una respuesta a la necesidad que tienen las tencas de ajustarse a un nicho
ecoldgico estrictamente nocturno que, independientemente del marcapasos circadiano, requiere un
sistema preciso de deteccion de las variaciones luz-oscuridad, asi como la capacidad de
sincronizarse con ellas. Estas observaciones estan de acuerdo con la conclusion de Gerkema et al.
(2000), quienes expusieron que un menor control de la actividad por parte del marcapasos
circadiano se relaciona directamente con una mayor sensibilidad hacia el sincronizador o zeitgeber.
Durante el dia, las tencas estan a cubierto, ya sea escondidas bajo los fondos fangosos de lagos y

rios, o bien a la sombra de plantas cuando la luz irradia con muy baja intensidad (Perrow et al.,
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1996). Parece razonable pensar que el mecanismo que controla la actividad diaria se base
principalmente en ciclos LD externos que son percibidos a través de los ojos laterales y la glandula
pineal, tal y como se ha sugerido en el caso del Silurus asotus (Tabata et al., 1991). Ademas, si los
sentidos de las tencas funcionan bajo intensidades luminicas normales y su apego a la oscuridad es
una cuestion de preferencia (cfr. experimento 3, LD 0,3:0 lux), puede que elijan un nicho nocturno

para evitar a los depredadores diurnos, posiblemente aves y lucios.

En conclusion, nuestros resultados muestran que: (a) la tenca es una especie estrictamente
nocturna; y (b) los ritmos de actividad diaria se resincronizan de forma gradual tras invertir el ciclo
LD y persisten bajo condiciones de curso libre, lo que sugiere un origen circadiano. Sin embargo, la
luz influye intensamente en la actividad, puesto que (c) la duracion de la fase activa es controlada
de forma directa por el fotoperiodo, y (d) el comportamiento estrictamente nocturno se mantiene aun
en condiciones de luz muy tenue (0,3 lux). Estos hallazgos proporcionan un mayor conocimiento del
comportamiento ritmico de la tenca y como se ve afectado por la luz, y podrian ser de ayuda para
optimizar la gestion del cultivo de la tenca, por ejemplo, para disefiar eficazmente las estrategias de

alimentacion teniendo en cuenta su conducta nocturna.
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2. RITMOS DE ALIMENTACION A DEMANDA Y SINCRONIZACION POR EL ALIMENTO DE LOS
RITMOS DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA EN LA TENCA (Tinca tinca)

M. J. Herrero 1, M. Pascual 2, J. AMadrid 'y F. J. Sdnchez-Vazquez '

1 Universidad de Murcia. Departamento de Fisiologia. Facultad de Biologia. 30100 Murcia.

2 Centro de Acuicultura «Las Vegas del Guadianax. 06195 Villafranco del Guadiana, Badajoz.

2.1. Resumen

La tenca (Tinca tinca) se ha descrito como una especie estrictamente nocturna cuyos ritmos
de actividad locomotora son de naturaleza enddgena, si bien estan fuertemente influenciados por la
luz. Aparte de la luz, otra serie de factores ambientales tales como la hora de la alimentacion
pueden actuar como sincronizadores del sistema circadiano en los peces; en este sentido, la
informacidn sobre los ritmos de alimentacion de la tenca es muy escasa. El presente estudio
describe los ritmos diarios de alimentacion voluntaria de la tenca y analiza el papel que tiene la hora
de la alimentacion en la sincronizacién de sus ritmos de actividad locomotora. Cuando se les
permiti6 accionar dispensadores de alimento activados por sensores de traccion, las tencas
mostraron un comportamiento estrictamente nocturno tanto al aire libre como en el laboratorio. Su
actividad locomotora continu6 siendo estrictamente nocturna con independencia de que fueran
alimentadas durante la escotofase (D-FEEDING) o durante la fotofase (L-FEEDING). No obstante,
no se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos por lo que respecta
al crecimiento o la ingesta de alimento. En cualquier caso, a diferencia de lo que ocurrié con la L-
FEEDING, la D-FEEDING provocd una clara actividad anticipatoria al alimento (FAA). Ademas, ante
la posibilidad de alimentarse en ambos momentos del dia, las tencas mostraron una clara
preferencia por la alimentacion nocturna (D-FEEDING). Por ultimo, en peces expuestos a oscuridad
constante (DD), la hora de la alimentacion actué como un verdadero sincronizador (“zeitgeber”),
observandose FAA. Al someter a los animales a condiciones de ayuno en DD, la actividad
locomotora entrd en curso libre, y en 6 de los 12 individuos se obtuvieron resultados significativos en
el analisis del periodograma. Bajo DD, los peces se resincronizaron cuando se reanud6 la
alimentacion habitual, y algunas tencas presentaron FAA. Los resultados obtenidos mostraron la

existencia de un oscilador encarrilado por la alimentacion (FEP) en las tencas.
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Palabras clave: sincronizacion por alimentacion, ritmo de alimentacion, dispensador automatico,
actividad locomotora, sincronizador, zeitgeber, oscilador encarrilado por la alimentacién, LEP, FEP,

FAA, anticipacion, estrategias de alimentacion, tenca, Tinca tinca.

2.2. Introduccion

Los peces no acostumbran a alimentarse de forma continua, sino en determinados
momentos del dia. La ritmicidad en la actividad alimentaria es un fenémeno ampliamente distribuido
en los peces (Madrid et al., 2001). Una caracteristica distintiva de los peces es que suelen presentar
un sistema circadiano mucho mas flexible que el de vertebrados superiores (Oishi, 1991), con
diferencias tanto interespecificas como intraespecificas. La flexibilidad en el comportamiento que
puede observarse en otras especies de peces, tal y como ocurre con la dualidad de fase de la
lubina (Sanchez-Vazquez et al., 1995b), no aparece en el caso de la tenca, una especie de ciprinido
estrictamente nocturna e intensamente sincronizada a la luz, que apenas muestra variaciones entre
individuos (Siegmund, 1969). Aunque todavia no han sido descritos los ritmos de alimentacién de la
tenca, su comportamiento nocturno lleva a pensar que prefieren alimentarse de noche; sin embargo,
a pesar de estos ritmos tan marcados, la alimentacién de las tencas en cautividad se lleva a cabo
durante el dia, en horario laboral. Dado que en acuicultura los costes por alimentacion representan
un 40-50% de los costes totales de produccion (Molina-Garcia et al., 1999), deberian optimizarse las
estrategias de alimentacion con el objetivo de mejorar la produccion; esto requeriria que se tomaran
en consideracion los ritmos biologicos de alimentacion de la especie (Madrid et al., 2001; Boujard y
Leatherland, 1992). La tenca es la segunda especie de agua dulce mas importante en la acuicultura
espafiola (Molina-Garcia et al., 1999), a continuacidn de la trucha arcoiris. Si bien constantemente
se crean nuevas piscifactorias dedicadas a la cria de esta especie y se consiguen avances para
mejorar la composicion de su dieta, todavia falta definir una estrategia adecuada de alimentacion.

En este trabajo se han estudiado los ritmos biolégicos de alimentacion de las tencas a
través del empleo de alimentadores a demanda: los peces los activaban mediante un sensor
conectado al dispensador y liberaban asi una cantidad limitada de alimento (Rozin y Mayer, 1961;
Adron et al., 1973; Landless, 1976). Una vez descritos sus ritmos naturales de alimentacién, se
estudié el comportamiento de esta especie de pez, estrictamente nocturna, tras la privacion
temporal de alimento durante el dia o la noche, asi como los posibles efectos en su crecimiento. En

otras especies de ciprinidos, como el Couesius plumbeus, se observa un ritmo diurno, y ritmos
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circadianos de curso libre bien definidos bajo condiciones constantes (Kavaliers, 1979; Reebs,
2002). No obstante, se ha observado a esta ultima especie alimentandose por la noche en el lago
Ontario (Emery, 1973), aunque fue imposible afirmar si se alimentaban con mas asiduidad de
noche, durante el dia o al anochecer. Con el fin de aclarar estas cuestiones en las tencas e
investigar el efecto de la comida en la sincronizacién de su actividad locomotora, nuestro disefio
experimental compard la sincronizacion por la luz con la sincronizacién por alimentacién en las

tencas.

Hasta el momento se han publicado pocos estudios acerca de los ritmos biolégicos de los
peces pero, en la mayoria de las especies, parecen estar controlados por un sistema enddgeno o
marcapasos circadiano que define la duracion de la fase de actividad y la fase de descanso,
modulado por estimulos periddicos exdgenos que ajustan el marcapasos al ambiente. Estos
estimulos exdgenos no solo incluyen factores abidticos, tales como la luz, la temperatura y la
concentracion de oxigeno; sino también factores bidticos, como la abundancia de presas,
interacciones intraespecificas o interespecificas o la necesidad de evitar a los depredadores (Madrid
et al., 2001). El sincronizador mas relevante es el ciclo luz/oscuridad del fotoperiodo, pero también
se sabe que el acceso periddico a la comida puede sincronizar los ritmos (Boulos y Terman, 1980).
En este sentido, han sido dos las teorias comUnmente aceptadas que sugieren que los ritmos
circadianos son controlados de forma endogena. La primera supone la existencia de un oscilador
principal enddgeno encarrilado por sefiales luminicas (LEP) en el que puede quedar memorizada la
hora de la alimentacién; puede ademas aparecer actividad anticipatoria al alimento (FAA), estable
incluso al interrumpir el suministro de alimento. Frente a este modelo de un LEP unico, la teoria
multioscilatoria LEP-FEP sostiene la existencia de dos osciladores diferentes: uno sincronizado por
la luz (LEP) y otro por el alimento (FEP) (Mistlberger, 1994). Se ha usado este segundo modelo para
explicar el sistema circadiano de los mamiferos, observandose a su vez que ambos osciladores se
acoplan y solapan (Edmons y Adler, 1977; Stephan, 1986; Jilge y Stahle, 1993). Ya que en los
peces sigue sin saberse la ubicacidn anatomica exacta de estos osciladores, esta teoria ha sido
probada de forma funcional en otras especies de peces (Boujard y Leatherland, 1992; Spieler, 1992;
Sanchez-Vazquez y Madrid, 2001), pero nunca antes ha sido investigada en una especie
estrictamente nocturna como la tenca. En el primer capitulo de la presente tesis, se comprob6 que
los ritmos de actividad locomotora de la tenca presentan un componente enddgeno, si bien la luz
ejerce un importante efecto de enmascaramiento, y con ella se consigue una rapida sincronizacion
al cambiar el ciclo de luz/oscuridad. Con todo, nunca se habia explorado el papel que desempefia el

momento de la alimentacion como estimulo externo para sincronizar los ritmos circadianos de
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actividad en esta especie, por lo que son necesarios nuevos experimentos sobre su sincronizacién a
la hora de la alimentacion bajo condiciones de DD, y sobre la existencia de un oscilador encarrilado

por la alimentacion (FEP).

En este estudio se abordan los ritmos diarios de alimentacion de las tencas, su respuesta a
programas de alimentacién con restriccidn, bien durante el dia o bien durante la noche, y el papel de
la disponibilidad de comida en la sincronizacion de su ritmo circadiano, con el fin de revelar su
conducta alimentaria y los mecanismos enddgenos que impulsan los ritmos bidlogicos en un pez de

comportamiento estrictamente nocturno.

2.3. Material y métodos

Animales e infraestructuras

Los experimentos en interior se llevaron a cabo con 12 tencas (91 g de peso corporal
medio) mantenidas individualmente en acuarios de agua dulce de 60 litros, usando los mismos
peces para los tres experimentos. Un tubo de luz fluorescente (15 W, AGRO-LUX, Sylvania,
Alemania) iluminaba cada uno de los acuarios, proporcionando una intensidad luminica media de
300 Ix en la superficie del agua. Cada acuario disponia a su vez de un filtro individual, un difusor de
oxigeno y un refugio de PVC. El fotoperiodo se controlaba de forma automatica a través de un reloj
digital programable (Datamicro, Orbis, Espafia). Se mantuvo el agua a una temperatura constante
de 20°C + 2°C, estabilizando la temperatura de la habitacion mediante un termostato electrénico. En
frente de cada acuario, a 10 cm del fondo y 7 cm de la pared lateral bajo el dispensador de
alimento, un sensor de infrarrojos (Omron, E3S-AD62, Japén) conectado a un ordenador, registraba
continuamente los movimientos del pez al acercarse a la zona donde caia la comida. La frecuencia

con la que se registraron los datos fue de 10 minutos.

El experimento al aire libre se llevé a cabo en primavera, en el Centro de Acuicultura «Las
Vegas del Guadiana» (Badajoz, Espafa), con 300 peces (1 kg de peso medio corporal) mantenidos
en un estanque de 120 m2. El fotoperiodo medio fue de 15 horas (de 4:10 h a 18:50 h) y la

temperatura del agua oscil6 en torno a 24°C.
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Procedimiento experimental

- Ritmos de alimentacion: actividad alimentaria voluntaria en interior y al aire libre

En interior. Para estos experimentos se utilizo un fotoperiodo constante de 12:12 (L:D).
Cada acuario disponia de un dispensador: un aparato comercial automatico de alimentacion (Eheim,
3581 000, Alemania), adaptado al experimento mediante un sensor de desplazamiento (una varilla
sumergida hasta unos 5 cm aproximadamente) y conectado a un ordenador. Cuando un pez
empujaba el sensor, el contenedor de alimento giraba y dejaba caer unos cuantos granulos de
pienso. El nivel de recompensa alimentaria quedd establecido en 5,5 g/kg de peso corporal. La
comida de los contenedores se rellenaba cada tres dias. El experimento se prolong6 durante 60

dias.

Al aire libre. Los ritmos de alimentacion se estudiaron también en condiciones de cultivo.
Tres dispensadores comerciales (Innovaqua, IN-2082, Espafia), cada uno con un reservorio con
capacidad para 40 kg de alimento y un disco vibrador en el fondo, se transformaron en
dispensadores automaticos mediante un sensor de traccion (un cable flexible) y se conectaron a un
dispositivo de almacenamiento de datos para realizar un seguimiento permanente. Para activar el
dispensador, el pez tenia que morder el extremo del sensor y tirar de él. El nivel de recompensa
quedd establecido en 0,057 g/kg de peso corporal. Los datos provenientes de los dispensadores se

registraron durante todo el tiempo que durd el experimento.

- Sincronizacion por la luz y la alimentacion de los ritmos locomotores bajo condiciones LD

Los peces se pesaron antes del experimento. Se mantuvo un fotoperiodo constante L:D
12:12 (encendido de luces a las 10:00 h, apagado a las 22:00 h) durante todo el experimento. En la
primera fase, se proporcion6 alimento (el 1,5% del peso corporal) una vez al dia mediante
dispensadores programables y, una hora méas tarde, se recogian y retiraban los granulos no
ingeridos. Los peces estaban distribuidos en dos grupos de seis acuarios cada uno. El primer grupo
solo recibia comida durante la escotofase (a las 9:00 h, grupo D-FEEDING), mientras que el otro era
alimentado Unicamente durante la fotofase (a las 15:00 h, grupo L-FEEDING). Una hora después, se
retiraba la comida no ingerida de todos los acuarios y, una vez seca, se pesaba para determinar el

consumo de alimento y comparar los resultados de ambos grupos. El contenido original de agua en
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el alimento (7%), fue medido y sustraido del alimento seco para hacer los célculos. Esta fase del
experimento se prolongé durante 30 dias, tras los cuales los peces se pesaron para calcular la
eficiencia de su crecimiento segun la tasa de crecimiento especifico (SGR) y el indice de conversion
del alimento (FCR). La SGR se define como el porcentaje medio del peso corporal que se gana por
dia durante un periodo de tiempo, y es util para predicciones de crecimiento y comparaciones de los
grupos. EI FCR expresa la relacion entre la ganancia de peso del pez y la cantidad de alimento

ingerida (véase férmula mas adelante).

Durante la segunda fase del experimento, que también duré 30 dias, se proporciond
alimento dos veces al dia a las mismas horas que en la fase anterior, dando a los animales la
oportunidad de elegir entre D-FEEDING y L-FEEDING. En ambos casos, una hora mas tarde se

procedia a retirar el alimento no consumido.

- Sincronizacién por la hora de la alimentacion de los ritmos locomotores bajo condiciones DD

Para estudiar el efecto que tiene la hora de la alimentacién como sincronizador exogeno, se
proporciond el alimento (0,4% del peso corporal) a una hora establecida mediante un dispensador
programable, bajo condiciones de oscuridad constante (DD). Tras el segundo experimento, hubo un
periodo de sincronizacion a un ciclo L:D 12:12 (luces encendidas a las 9:00 h, apagadas a las 21:00
h) de 40 dias, durante el cual la comida se ofrecid siempre a las 8:00 h. Cuando los peces se
habian sincronizado con esta hora de la alimentacién (desarrollando incluso actividad anticipatoria),
se les expuso durante 15 dias a DD, manteniendo la hora de la alimentacién a las 8:00 h, para
después someterlos a ayuno en las mismas condiciones de DD durante otros 10 dias. Por ultimo, la
comida volvié a ofrecerse a las 8:00 h durante 15 dias para comprobar si los animales se

resincronizaban con la hora de la alimentacién.

Analisis de datos

Las demandas de alimento, por un lado, y las veces que los animales activaban la fotocélula
interrumpiendo el haz de luz, por otro, se registraron continuamente, quedando almacenadas en un

ordenador a intervalos de 10 minutos. Los datos se analizaron usando un programa de
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cronobiologia (Temps, v.1, 179 por Dr. Diez Noguera, Barcelona) y la base de datos de Microsoft
Excel. Con el programa Temps, los resultados pueden ser presentados como actogramas dobles
para una mejor visualizacién. Los datos del dispositivo de almacenamiento utilizado en el
experimento al aire libre se trasladaron al ordenador con LogIT Lab, v.2.03 (SCC Research y DCP
Microdevelopments, Reino Unido), y exportados a Excel para su analisis y representacién gréfica.
Los tests estadisticos utilizando la t-Student se realizaron con SPSS. La eficiacia alimentaria y el
crecimiento relativo de los peces se valoraron mediante el calculo respectivo del indice de
conversion del alimento (FCR) y la tasa de crecimiento especifico (SGR), de acuerdo con las

formulas:

FCR = Ingesta de alimento (g) / Incremento de la biomasa

SGR = (Ln [peso corporal final] - Ln [peso corporal inicial]) / dias * 100

La FAA fue cuantificada calculando, de forma individualizada, el tiempo transcurrido entre la
hora de la alimentacién y el aumento de la actividad anticipatoria (2,5 veces por encima de la
actividad de referencia) sin inflexiones (Stephan, 1997). Se obtuvo el nivel de actividad de referencia
calculando el numero de veces que se interrumpia el haz de luz entre 8 y 12 h antes del encendido
de las luces, para los experimentos LD; y antes de la hora de la alimentacion, en el experimento 3

bajo condiciones de oscuridad constante (Aranda et al., 2001a).

2.4. Resultados

- Ritmos de alimentacion: actividad alimentaria voluntaria en interior y al aire libre

En interior. Cuando las tencas mostraron sus preferencias alimentarias mediante
dispensadores a demanda, tanto la actividad alimentaria como la locomotora fueron estrictamente
nocturnas (98% de la alimentaria y 99,3% de la locomotora). Tras instalar los dispensadores a
demanda, la primera activacion tuvo lugar el mismo dia en dos de los acuarios, y al dia siguiente en
los otros cuatro. Sin embargo, varias tencas no aprendieron a hacer uso de los dispensadores
(n=6), pues de un dia para otro no se mantenia estable el numero de demandas. Si se considera
todo el periodo experimental en el que las tencas mantuvieron niveles de demanda relativamente
estables, éstas activaron el comedero para demandar una cantidad diaria de alimento equivalente al

3,63% de su peso corporal. La actividad alimentaria fue bimodal y en fase con los ritmos de
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actividad locomotora, alcanzando su nivel maximo al principio de la escotofase y presentando un
segundo pico justo antes del encendido de las luces. En la Figura 1, se aprecian los niveles medios

de actividad locomotora y alimentaria.
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Fig. 1. Ondas de actividad locomotora y de alimentacién media diaria en tencas individuales bajo
condiciones de laboratorio (LD 12:12). Las barras negras en la parte superior de cada grafico indican la
duracién de la fase de oscuridad. Los valores representan la media £ SEM de seis animales durante los 60

dias del experimento.

Al aire libre. Tanto el entorno natural como el hecho de estar en grupo sirvieron, al parecer,
para estimular en los peces el uso y aprendizaje de los dispensadores automaticos. Las tencas
empezaron a activar el sensor desde el primer dia, alcanzando en 20 dias un nivel de demanda

estable de aproximadamente el 0,85% de su peso corporal (Fig. 2).
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Fig. 2. Evolucion de la actividad de alimentacion voluntaria en tencas al aire libre (véase texto para més
detalles). Los valores representan el nimero de demandas de alimento por dia, registradas durante los 18

dias siguientes a la instalacion de los dispensadores automaticos.

Las pautas de demanda diaria de alimento fueron estrictamente nocturnas, sin incrementos
significativos al anochecer o al amanecer, como ocurria en condiciones de laboratorio. Las
demandas nocturnas (de las 18:50 h a las 4:10 h., coordenadas W006° 58', N38° 53', Astronomical
Applications Dept., U.S. Naval Observatory, EEUU) supusieron el 93,1% de todas las demandas, un
6,2% tuvieron lugar por la mafiana temprano (antes de las 8:30 h) y sélo un 0,7% durante el resto
del dia (Fig. 3).
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Fig. 3. Onda de la actividad diaria media de alimentacién voluntaria en tencas al aire libre bajo el

fotoperiodo natural (LD 15:9). Los valores representan la media = SEM (n = 3).
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- Sincronizacion por la luz v por la alimentacion de los ritmos locomotores bajo condiciones
de LD

En el segundo experimento se compard un grupo de peces alimentado durante una hora en
la escotofase (Fig. 4A) con un segundo grupo alimentado de igual manera durante la fotofase (Fig.
4B).

Fig. 4. Actograma doble y ondas medias diarias de la actividad locomotora de las tencas en condiciones
de alimentacion programada. Las flechas en las ondas indican los momentos del dia en los que un

dispensador programable suministraba alimento con regularidad:
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4A) Una tenca representativa del grupo de D-FEEDING. Durante los primeros 30 dias, sélo se
proporciond alimento una vez al dia antes del encendido de las luces; y luego se afiadié una segunda
comida a mitad de la fotofase durante otros 30 dias. Obsérvese como los animales desplegaron una clara
actividad anticipatoria previa a la comida nocturna, sin cambio aparente en la actividad locomotora tras

introducir la comida diurna.
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4B) Una tenca representativa del grupo de L-FEEDING. Mismos detalles experimentales que en el caso
anterior, salvo que, en principio, el alimento sélo se suministré a mitad de la fotofase; la segunda comida
se afiadidé una hora antes del encendido de las luces. La comida diurna no provocé ninguna actividad
anticipatoria. Al proporcionar comida también durante la escotofase, los animales incrementaron

significativamente su actividad locomotora nocturna, y también mostraron actividad anticipatoria.

Las pautas diarias de actividad locomotora fueron nocturnas en ambos grupos vy,
curiosamente, no se registrd actividad locomotora en el grupo de L-FEEDING a la hora de la
alimentacion. Ambos grupos exhibieron un aumento de la actividad locomotora tras el apagado de
las luces, y otro justo antes de su encendido (méas evidente en el grupo de D-FEEDING). Este Ultimo
aumento podria estar relacionado con la anticipacién al alimento (FAA), puesto que super6 en 2,5
veces la actividad de referencia en 4 de los 6 acuarios, con una duracion de 240 £ 27 minutos antes
de la comida. Las pautas nocturnas de actividad locomotora no presentaron ningin cambio al
empezar a suministrar alimento a ambos grupos dos veces al dia (véase Material y métodos). Con
este nuevo horario de alimentacion, el grupo de L-FEEDING se sincronizé con la alimentacion

nocturna y mostrd actividad locomotora anticipatoria. En comparacion, aunque se observd un

69



Capitulos experimentales: 2. Ritmos de alimentacién y sincronizacion de la actividad por el alimento en tenca

incremento de la actividad locomotora previa al encendido de las luces, al suministrar alimento
también en este periodo (véase ondas medias diarias en la Fig. 4B) se produjo un aumento mas
acentuado de la actividad, tres veces mayor que la de referencia (FAA), en 5 de los 6 acuarios, con
una duracion de 276 £ 91 minutos. Al alimentar a los peces solo una vez al dia, se observd una
mayor ingesta de alimento en el grupo de D-FEEDING durante los primeros dias (Fig. 5A). Muy
pronto, el grupo de L-FEEDING incrementé su tasa de alimentacion superando incluso la del grupo
de D-FEEDING y recuperandose de las raciones inferiores de los dias anteriores. Al final, la ingesta
de alimento en ambos grupos result6 estar bastante equilibrada, con niveles medios del 0,473% del
peso corporal para el grupo de L-FEEDING y del 0,488% para el de D-FEEDING. Dado que ambos
grupos ingirieron similares cantidades de alimento, no mostraron diferencias significativas en la SGR
nien el FCR (t-test para la SGR, F = 1,419; P = 0,71) (t-test para el FCR, F = 1,675; P = 0,8).
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Fig. 5. (A) Media movil de la ingesta de alimento representada por lineas, para tencas a las que se
suministré sélo una comida diaria —bien durante la escotofase (D-FEEDING), bien durante la fotofase (L-
FEEDING)—, los puntos representan la ingesta diaria de alimento. No se observaron diferencias
significativas en la ingesta de alimento de ambos grupos. (B, C) Media movil de la ingesta de alimento
tras introducir una segunda comida diaria con el fin de proporcionar una comida diurna al grupo de D-
FEEDING (B) y una comida nocturna al grupo de L-FEEDING (C). El grupo de D-FEEDING no cambié sus
preferencias horarias, mientras que el grupo de L-FEEDING fue sincronizandose paulatinamente con la

comida suministrada durante la escotofase.
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Durante la segunda fase del experimento, en la que se dispensd comida a ambos grupos
dos veces al dia, los animales de D-FEEDING continuaron alimentandose de noche, como antes
(Fig. 5B); mientras que los animales de L-FEEDING cambiaron su hora de alimentaciéon de la
fotofase a la escotofase, se alimentaron a buen ritmo desde el primer dia y mostraron estar

plenamente sincronizados con el nuevo horario nocturno a partir del sexto dia (Fig. 5C).

- Sincronizacion por la hora de la alimentacion de los ritmos locomotores en condiciones DD

Al alimentar a las tencas una vez al dia a una hora fija en condiciones de DD, la actividad
locomotora de todos los peces se sincronizé con la hora de la alimentacion, y 7 de los 12 animales
presentaron actividad anticipatoria (258 + 34 min), mostrando una relacion estable de la fase de
actividad (“fase alfa”) con la alimentacion, concentrada alrededor de la hora de la alimentacion (Fig.
6).
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Fig. 6. Actograma de doble trazo (panel izquierdo) y onda media (panel derecho) de la actividad
locomotora de una tenca representativa durante la transicion de LD 12:12 a DD, con una comida diaria
suministrada una hora antes del encendido de las luces (8:00 h), tal y como indica la flecha. Las barras
blancas y negras en la parte superior de los graficos indican las fases de luz y oscuridad,
respectivamente. Los peces mostraron sincronizacion con la hora de la alimentacion. Se observo

actividad anticipatoria al alimento y actividad posterior a la alimentacion.

Tras suministrar una comida diaria a las 8:00 h en condiciones de DD durante 15 dias, se

privé de alimento a los animales (Fig. 7).
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Fig. 7. Actograma (panel izquierdo) y analisis del periodograma (panel derecho) representativos de tencas
en condiciones de curso libre y DD. Al principio, se proporcion6 alimento regularmente a las 8:00 h, y los
peces se sincronizaron rapidamente con la hora de la alimentacion. Mas adelante, se interrumpié el
suministro de alimento y los peces en ayuno entraron en curso libre. Por ultimo, se restablecio la
alimentacion regular: tras volver a la alimentacion diaria programada y restringida, la mayoria de los

peces se sincronizaron con gran rapidez.
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7A) Ejemplo de tenca con periodo enddgeno (tau) superior a 24h.
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7B) Ejemplo de tenca con periodo endogeno (fau) inferior a 24h.
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La ritmicidad persistio en condiciones de oscuridad total pese a la ausencia de comidas y 6
de los 12 peces mostraron ritmos circadianos de curso libre con periodos endogenos (fau) variables,

como se aprecia en la Tabla 1.

Tabla 1. Andlisis del periodograma de la actividad locomotora circadiana en tencas mantenidas en oscuridad

constante (DD), tras suprimir la alimentacion regular diaria.

Tau (h)
Pezn.° #1 #2  #3 #4  #5 #6 #7 #8 #9  #10 #11  #12

DDayuno 248 230 243 215 ns ns ns 215 216 ns ns ns

Se obtuvieron valores de tau significativos, calculados mediante analisis del periodograma,
en el 50% de los acuarios (6 de 12), con valores medios de 24,5 h en los tanques con valores de tau
mayores de 24 horas (n = 2) y de 21,9 h en aquellos con valores menores de 24 horas (n = 4). En
DD, al restablecer la alimentacion regular, fueron necesarios 1 6 2 ciclos de transicién para que los
ritmos locomotores se resincronizaran con la hora de alimentacion, de manera que fau fuera igual a
24 horas. Se observo actividad anticipatoria en 5 acuarios, cuatro de los cuales ya la habian

mostrado en la fase anterior (Fig. 8).

Activacion fotocel./10min

Activacion fotocel./10min

Fig. 8. Actograma de doble trazo (panel izquierdo) y onda media (panel derecho) de la actividad

locomotora de dos tencas representativas, en condiciones de DD y una vez restablecida la alimentacién
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regular (8:00 h) tras un periodo sin estimulos alimentarios ni luminicos (véase el experimento 3). La flecha
indica la hora de la comida, y las barras negras en la parte superior de los gréficos representan las
condiciones de oscuridad constante. Los peces mostraron sincronizacion con la hora de la alimentacion, y

pudo observarse tanto FAA como actividad posterior a la alimentacion.

2.5. Discusion

Este estudio proporciona por vez primera, informacion sobre los ritmos alimentarios de la
tenca, estrictamente nocturnos, cuya aplicacién practica puede ser de utilidad en la gestion de
centros de acuicultura. Ademas, los ritmos de actividad locomotora y alimentaria aparecieron en
fase, presentando ambos picos durante la escotofase. Si bien los ritmos natatorios y de
alimentacion no tienen por qué estar en fase en todas las especies de peces (Sanchez-Vazquez et
al., 1996), tanto la actividad locomotora como la de alimentacién de tencas mantenidas de forma
individual en el laboratorio siguieron un patrén bimodal, que alcanzaba sus niveles maximos
después del ocaso y antes del amanecer. Sin embargo, este patron bimodal no aparecié en el grupo
de tencas mantenidas al aire libre, sino que fue sustituido por un patron de alimentacion estable a lo
largo de toda la noche. En algunas especies de peces, la expresion de los ritmos circadianos de
alimentacion esta influida por las interacciones sociales, y la conducta de alimentacién varia
dependiendo de si se mantiene a los peces en grupo o de forma individual (Kavaliers, 1980a;
1980b), tal y como ocurre con la trucha alpina (Salvelinus alpinus), cuyas pautas de alimentacion
individual cambian al ser agrupadas, segun las jerarquias establecidas entre los distintos individuos
(Brannas et al., 2005). En el caso del siluro europeo (Silurus glanis), los individuos por separado son
arritmicos, pero en grupos de tres 0 mas aparecen ritmos de alimentacion estables y estrictamente
nocturnos (Boujard, 1995). Aun asi, la diferencia en la conducta de los animales en interior o al aire
libre podria atribuirse a las especiales condiciones de temperatura e intensidad luminica constantes,

y a la duracion y transicion de los fotoperiodos a los que fueron expuestos.

También fue diferente el periodo de tiempo que necesitaron ambos grupos para aprender a
usar los dispensadores automaticos. Los estudios con lubinas han mostrado que el periodo que
necesitan para aprender a utilizar el mecanismo mordiendo y tirando, es mas corto cuanto mayor es
el numero de individuos del grupo (Rubio et al., 2004). En el caso que nos ocupa, el periodo de
aprendizaje de las tencas fue mas corto al aire libre, puede que debido a la tendencia de la tenca a

formar cardumenes (Siegmund, 1969) o a un fendmeno estadistico relacionado con el tamafio del

grupo.
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En el segundo experimento, la actividad locomotora continudé siendo nocturna incluso
cuando sélo se suministraba el alimento durante la fotofase (grupo de L-FEEDING). La comida en
horario diurno no cambié los ritmos natatorios de los animales: siguieron siendo nocturnos, por lo
que no exhibieron actividad locomotora anticipatoria previa a la hora de la alimentacion. Esto
significa que los peces de L-FEEDING solo salian de su refugio (donde se escondian hasta la
noche) tras recibir estimulos externos provenientes del alimento que caia en el agua; recogian
algunos granulos y volvian rapidamente a su refugio, sin mas actividad locomotora hasta la
escotofase. Por el contrario, se ha observado que otros ciprinidos de ritmos locomotores mas
flexibles, como el carpin dorado, concentran sus ritmos de actividad cerca de la hora de la
alimentacion (Sanchez-Vazquez et al., 1997); o que, como ocurre con el Notemigonus crysoleucas
(Reebs y Lagué, 2000), muestran FAA independientemente de la fase en que se les dispense el

alimento.

Las ventajas bioldgicas de la sincronizacion del sistema circadiano a comidas periddicas
han sido analizadas al detalle (Sanchez-Vazquez y Madrid, 2001). En los mamiferos, los horarios de
alimentacién diaria pueden sincronizar ritmos circadianos de FAA, no solo para respuestas
conductuales (acercamiento hacia el reservorio de comida, ratones que corren en una rueda
giratoria, etc.), sino también para funciones gastrointestinales y metabdlicas, y muchos de estos
ritmos persisten durante varios ciclos si se interrumpe la alimentacion (Boulos y Terman, 1980).
Diversos procesos bioldgicos se activan en prevision de acontecimientos externos periodicos,
permitiendo al organismo evitar riesgos y aprovechar la comida disponible con mayor eficiencia
(Sanchez-Vazquez y Madrid, 2001). Siguiendo este razonamiento, si el comportamiento
estrictamente nocturno de las tencas y la anticipacion al alimento que muestran en la oscuridad
supone algun tipo de ventaja, cabria esperar diferencias entre los animales de L-FEEDING y los de
D-FEEDING, en lo que respecta a la ingesta de comida o al crecimiento. Sin embargo, ni la ingesta
se redujo cuando las tencas fueron alimentadas de dia, ni su tasa de crecimiento muestra
diferencias significativas con la de los animales de D-FEEDING. Estudios anteriores han
documentado una tasa de crecimiento relativamente baja en tencas bajo condiciones de laboratorio
(Steffens, 1995). Quizas un experimento de mayor duracion, con mayor numero de réplicas y/o bajo
diferentes condiciones de mantenimiento, habria servido para revelar diferencias significativas en el
crecimiento, ya que asi ha ocurrido con otras especies de peces cuyo aprovechamiento de la
alimentacién fue mucho mas eficiente al adaptarla a los ritmos de apetito propios de la especie
(Kadri, 1991; Bolliet et al., 2001a). No obstante, de acuerdo con nuestros resultados y teniendo en

cuenta que la tenca es una especie estrictamente nocturna, es bastante notable la habilidad de este
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pez para mantener la eficiencia y la ingesta de alimento cuando sélo dispone de comida durante la
fotofase. Al observar que de dia se alimentaban sin cambiar sus pautas de actividad y manteniendo
sus tasas de crecimiento, podriamos suponer que sus preferencias nocturnas en la alimentacion
forman parte de una estrategia codificada en sus genes para eludir a los depredadores diurnos
puesto que, en principio, las tencas también son capaces de alimentarse durante la fotofase si hay
alimento disponible, dando base a la idea de que esta plasticidad les permite aumentar sus

posibilidades de supervivencia en entornos variables.

El hecho de que los peces alimentados durante la escotofase fueran capaces de anticiparse
al alimento supuso una diferencia importante entre los dos grupos. En realidad, la falta de actividad
anticipatoria en los peces alimentados durante la fotofase es atribuible al efecto enmascarante de la

luz, que inhibia su actividad locomotora durante el dia.

En la siguiente fase del experimento, al dar la posibilidad a ambos grupos de alimentarse de
dia o de noche, quedd patente que las tencas prefieren alimentarse en la oscuridad. Estas
preferencias de las tencas pueden ser relevantes para las estrategias de alimentacion que siguen
los centros de acuicultura. Como ya ha sido observado en experimentos de laboratorio aun no
publicados, al suministrar alimento durante la fotofase sin retirarlo una hora después, como si
ocurria en nuestro experimento, sino dejandolo en los tanques, las tencas pueden llegar a esperar
hasta la noche para alimentarse, dando lugar a que la comida pierda propiedades nutritivas. Es
mas, no respetar los ritmos naturales de alimentacion puede ser causa de estrés, con el
consiguiente efecto negativo en el bienestar de los animales. Por tanto, habiendo expuesto en este
estudio la capacidad que tienen las tencas de alimentarse a voluntad, se recomienda usar
dispensadores que les permitan hacerlo, para que las tencas se alimenten de acuerdo con sus

ritmos nocturnos de alimentacién.

Ademas, observamos que en el grupo de L-FEEDING se produjo un importante incremento
de la actividad previa al encendido de las luces cuando también comenzaron a recibir comida
durante la escotofase, comportamiento no observado mientras solo fueron alimentadas durante la
fotofase. Se trata de una conducta bastante peculiar, puesto que se evidencié la existencia de
actividad locomotora anticipando el encendido de las luces y la comida. Estos resultados sugieren
que, hasta cierto punto, el incremento de actividad previa al encendido de las luces interactué con la
FAA, provocando que aumentara su intensidad. Mas aun, la capacidad de anticiparse al alimento
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indicaba que, de alguna manera, la hora de la alimentacion sincronizaba los ritmos de las tencas y

actuaba como un auténtico zeitgeber.

Para probar que la hora de la alimentacion actuaba como un verdadero sincronizador al
suministrar comida segun un horario regular, los peces se mantuvieron en oscuridad constante,
evitando asi los efectos enmascarantes de la luz. Bajo tales condiciones no entraron en curso libre y
la alimentacion programada consiguid sincronizar los ritmos locomotores. Estos resultados son
coherentes con un modelo LEP-FEP en el que, tras eliminar los estimulos luminicos, el suministro
regular del alimento sirve para encarrilar la actividad locomotora (FEP). Algunos animales, ademas,
mostraron anticipacion al alimento. No obstante, esta situacion es compatible también con un
modelo de LEP Unico, en el que la fase LD esta tan bien memorizada que, tras imponer condiciones
de DD, el ciclo endogeno persiste durante unos dias, y si la actividad del marcapasos se mantiene
suficientemente, aparece FAA durante ese periodo (Reebs y Lagué, 2000). No obstante, al suprimir
la alimentacion regular en estas condiciones de oscuridad constante, los ritmos locomotores
entraron en curso libre en seis de los tanques; ademas, al restablecerla, los peces volvieron a
sincronizarse y la mitad de ellos mostré FAA. Este comportamiento no puede explicarse mediante
un modelo de LEP unico en el que, tras entrar los peces en curso libre, no habria otro estimulo
aparte de la luz para sincronizarse; puesto que en este experimento la alimentacién sincronizé la
actividad de los peces y lo que es mas, generd FAA. En los vertebrados superiores, el periodo
enddégeno expresado bajo condiciones de curso libre es muy estable, pero se han observado
valores de tau variables en muchas especies de peces. En el primer capitulo de la presente tesis,
sobre sincronizacién de la actividad por la luz en tencas, también se han observado valores de tau
variables con proporciones similares a los de la sincronizacién por la alimentacion. Siguiendo la
definicién de encarrilamiento, la alimentacién diaria programada y restringida actu6 como
sincronizador para las tencas. En otras especies, tales como el Misgurnus anguillicaudatus (Naruse
y Qishi, 1994) y el Salmo salar (Juell et al., 1994), también se ha observado que la alimentacion
suministrada con regularidad actia como sincronizador. Sin embargo, se han realizado pocos
experimentos para probar de forma funcional el FEP en los peces. Se han utilizado diferentes
procedimientos experimentales para probarlo en truchas (Bolliet et al., 2001b), lubinas (Sanchez-
Vazquez et al., 1995a) y carpines dorados (Aranda et al., 2001; Sanchez-Vazquez et al. 1997); pero
los resultados no siempre han permitido distinguir si los ritmos habian sido sincronizados por un
unico LEP con un marcapasos suficientemente mantenido o por un FEP. Al suministrar comida a la
lubina —una especie con dualidad de fase— sélo durante la fase contraria (luz u oscuridad) a la que

utiliza para alimentarse, sus pautas de alimentacién cambiaron consecuentemente (Sanchez-
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Véazquez et al., 1995a), sugiriendo que la comida puede ser uno de los factores que determinan que
el sistema circadiano cambie de diurno a nocturno o viceversa. Por el contrario, en otras especies
de peces tales como el Piaractus brachypomus, los patrones de actividad locomotora estan
sincronizados principalmente por la alternancia entre el dia y la noche, viéndose poco influenciados
por la disponibilidad de alimento (Baras, 2000). Este fue el caso también de las tencas, que no sélo
comieron siguiendo sus ritmos diarios de alimentacion nocturna, sino que lo hicieron a su vez
durante la fotofase, sin sincronizar su actividad locomotora. A pesar de todo, cuando se eliminaba la
luz en experimentos en oscuridad constante, los peces continuaban sincronizando su actividad
locomotora basandose en la informacién alimentaria; esto no concuerda con la teoria de un LEP
unico, puesto que los peces no so6lo se sincronizaron a la luz, sino que mantuvieron pautas
locomotoras organizadas cuando se les suministré comida diariamente a la misma hora, en
condiciones de oscuridad, respaldando y confirmando asi la existencia de un FEP, que se

enmascara facilmente por la luz.

En resumen, tanto los ritmos locomotores como los de alimentacion voluntaria de las tencas
mostraron ser estrictamente nocturnos. Aunque no se apreciaron diferencias en la ingesta de
alimento entre los peces alimentados de dia y los alimentados de noche, se mantuvo su patron
nocturno de actividad locomotora, y sélo mostraron FAA cuando se les proporcioné alimento durante
la escotofase. Bajo condiciones de DD, la alimentacion programada sincronizé la actividad
locomotora de las tencas, que entrd en curso libre en 6 de los 12 tanques al suprimir la comida y se
resincronizaron al restablecer la alimentacion. Los resultados obtenidos sugieren que la hora de la
alimentacién actlia como sincronizador, encarrilando un FEP que queda facilmente enmascarado

por la luz.
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3. RITMOS DIARIOS DE SELECCION DE MACRONUTRIENTES MEDIANTE ALIMENTADORES
A DEMANDA EN EJEMPLARES DE TRUCHA ALPINA (Salvelinus alpinus) MARCADOS
INDIVIDUALMENTE
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3.1. Resumen

El propdsito de este estudio es probar la viabilidad de una nueva técnica que combina el uso de
marcas electronicas internas (PIT tags) con alimentadores a demanda, para profundizar en el
conocimiento de la conducta alimentaria y la seleccién dietaria en individuos dentro de un grupo de
peces. Para ello, se distribuyeron grupos de 20 truchas alpinas (Salvelinus alpinus) marcadas con
PIT tags (Passive Integrated Transponder) en cuatro tanques. En cada tanque se instalaron tres
dispensadores a demanda, que inicialmente liberaban una dieta estandar. Mas tarde, se rellend
cada uno de los dispensadores con diferentes dietas incompletas de macronutrientes que,
adecuadamente combinadas, podian proporcionar una dieta completa. Posteriormente se procedi6
a intercambiar el contenido de los dispensadores y por ultimo, se estudid aisladamente a los
individuos mas activos de cada tanque, para comprobar si defendian la dieta previamente
seleccionada. Nuestros resultados mostraron que los dispensadores fueron accionados por uno o
varios peces dominantes (maximo 4 individuos, en la mayoria de los tanques), que se los
repartieron espacial y temporalmente, de forma que cada pez se decantd por dispensadores
especificos en diferentes momentos. En algunos casos, esta territorialidad impidié que, tras el
aislamiento de los individuos mas activos, se mantuvieran los patrones de seleccion previos. Los
porcentajes de macronutrientes seleccionados fueron: un 52,8% de proteina, un 20,2% de lipidos y
un 27% de carbohidratos (existiendo diferencias entre individuos, entre tanques o tras el aislamiento
de los méas activos). Este estudio prueba la utilidad de la técnica, por lo que se espera que se
convierta en una metodologia rutinaria dentro de la investigacion alimentaria y conductual.

Asimismo, se discuten las mejoras a realizar para el perfeccionamiento de esta metodologia.

83



Capitulos experimentales: 3. Seleccion de macronutrientes en ejemplares de trucha alpina marcados individualmente

Palabras clave: conducta alimentaria, ritmos alimentarios, seleccion dietaria, dietas de
macronutrientes, ingesta, dominancia, jerarquia, individuo, PIT tags, trucha alpina, Salvelinus

alpinus.

3.2. Introduccién

Desde que fueron desarrollados los alimentadores a demanda, dispositivos que permitian a
los peces demandar comida accionando un resorte (Rozin y Mayer, 1961; Adron et al., 1973;
Landless, 1976), se ha investigado exhaustivamente la conducta de alimentacién voluntaria de
diversas especies de peces. La mayoria de investigadores ha utilizado dicho sistema de
alimentacién para estudiar los ritmos alimentarios y disefiar asi estrategias adecuadas para su

alimentacion en acuicultura (Madrid et al., 2001).

Ademas, los alimentadores a demanda se han utilizado también en experimentos de
seleccion multiple en los que, usando dos 0 mas dispensadores, se ha estudiado la preferencia de
los peces por diferentes dietas completas, diferentes tamarfios de los grénulos de alimento e incluso
por colores determinados (Kentouri et al., 1995; Alanara y Brannas, 1993; Linner y Brannas, 1994).
Otros estudios sobre seleccién de macronutrientes han probado no sélo la capacidad de los peces
para seleccionar voluntariamente una dieta adecuada, sino también los beneficios de alimentar a los
peces mediante composiciones dietarias basadas en dietas seleccionadas voluntariamente, puesto
que una composicion alimentaria apropiada optimiza la ingesta de alimento y sirve para
compatibilizar el bienestar de los animales con los sistemas de produccion (Sanchez-Vazquez et al.,
1998a; Sanchez-Vazquez et al., 1999; Rubio et al., 2003). Sin embargo, no se ha estudiado aun la

forma en que la seleccion dietaria de cada individuo influye en la seleccién final del grupo.

Los grupos de truchas alpinas ubicados en tanques, se organizan segun una jerarquia bien
definida (Noakes, 1980) y algunos individuos dominantes presentan mas actividad que otros
(Winberg et al., 1993; Hdglund et al., 2001). La jerarquia social consigue resolver la pugna por los
recursos mediante sefiales sociales, tales como el oscurecimiento de la piel, que indican
subordinacion y reducen la pérdida de energia y el numero de disputas innecesarias (O’Connor et
al., 1999; Hoglund et al., 2000). Los individuos dominantes, tratando de monopolizar la comida, los
lugares donde resguardarse y las oportunidades reproductivas, ocupan las mejores zonas en
ambientes heterogéneos (Harwood et al., 2003). Existen diferentes factores que pueden influir en la

dominancia, tales como las diferencias innatas (por motivos genéticos o maternales), el tamafio, la
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experiencia social previa o el hecho de llegar primero a un sitio (prior residency) (Sloman et al.,
2002). La formacién de jerarquias sociales estables puede ocurrir tras agresiones entre los
individuos, tales como persecuciones y mordeduras. Tras el establecimiento de la jerarquia, las
interacciones sociales pueden provocar el incremento de las concentraciones plasmaticas de
cortisol en los miembros subordinados, asi como una inhibicién general de su comportamiento
(Larson et al., 2004; Gilmour et al., 2005). Esta inhibicién conductual ha permitido que se utilicen las
marcas electrénicas mediante PIT tags, identificando a los individuos que realizan las demandas,
como un método para estudiar las jerarquias en los peces (Alanéra y Brannas, 1993; Brannas et al.,
1994; Alanara y Brannas, 1996). Otras técnicas para estudiar el comportamiento de un individuo
dentro de un grupo, consisten en la observacion directa o la grabacion en video de los peces
marcados, sin embargo requieren un mayor esfuerzo tanto para la adquisicion de datos como para
el andlisis de los resultados. Se han llevado a cabo algunos estudios interesantes acerca de la
dominancia en diferentes especies de peces; pero, hasta donde nosotros sabemos, nunca se ha
investigado el efecto de la dominancia en la seleccion dietaria.

Los experimentos realizados con dispensadores a demanda en truchas y truchas alpinas a
las que se suministra una dieta Unica, revelan que un alto porcentaje de las demandas las efectian
los mismos individuos, mientras que los otros peces solo accionan los dispensadores en raras
ocasiones (Alanara y Brannas, 1996). Los individuos dominantes no sélo accionan el mecanismo
para alimentarse ellos mismos, sino que también lo hacen para alimentar al resto de los peces del
tanque (Alanara y Brannas, 1996). Sin embargo, los dominantes suelen crecer mas y mejor que el
resto de individuos; ademas, éstos ultimos suelen presentar un nivel mas elevado de hormonas de
estrés, lo que podria contribuir a retardar su crecimiento (Eijke y Schreck, 1980; Gilmour et al.,
2005).

En relacion con los ritmos de alimentacion, se ha descrito que los grupos de truchas alpinas
se alimentan durante las 24 horas del dia (Johnston, 2002). En primavera, otofio e invierno, la
maxima actividad alimentaria se produce en el periodo comprendido entre el ocaso y el alba,
mientras que en verano la actividad alimentaria se hace mas diurna (Jgrgensen y Jobling, 1989).
Este patron de actividad depende en su mayor parte de la disponibilidad de alimento, lo que lleva a
pensar que, durante el periodo en el que los peces se alimentan mas, sus ritmos se hacen menos
estrictos con el fin de tener un mejor acceso a los recursos, garantizando una alimentacion méas
eficaz que asegure un crecimiento optimo. La preferencia por la alimentacion nocturna durante el

invierno podria ser el resultado de la busqueda de un punto de equilibrio entre la abundancia de
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alimento y la disminucién del riesgo que suponen los predadores de sangre caliente, tales como

aves o mamiferos (Fraser et al., 1993; Fraser et al., 1995).

Pero los patrones diarios de ingesta de alimento pueden explicarse también mediante las
interacciones sociales especificas del grupo, puesto que los peces subordinados cambian sus
ritmos de actividad diarios (y aceptan el estrés que esto conlleva), con el fin de evitar la competencia
con los peces dominantes, tal y como se ha observado en el Ictalurus punctatus (Randolph vy
Clemens, 1976), el salmén del Atlantico (Kadri et al., 1997), la trucha comun (Alanéré y Brannas,
1997; Alanara et al., 2001; Chen et al., 2002) y la trucha alpina (Alanara y Brannas, 1997). En estos
grupos de peces en los que algunos individuos son nocturnos y otros diurnos, se dice que existe

dualismo concurrente (Alanara y Brannas, 1997).

El alto precio de la trucha alpina y sus elevadas tasas de crecimiento (tanto a bajas
temperaturas como en altas densidades), han contribuido a extender su explotacidn en acuicultura
(Heasman y Black, 1998). En su entorno natural, la trucha alpina es carnivora, se alimenta de una
gran variedad de criaturas acuaticas y terrestres y puede tardar 10 afios en alcanzar un peso de 3
kg. En condiciones de explotacion intensiva, se consigue este peso en menos de 4 afios mediante
el control de la temperatura del agua, la luz y el suministro de una dieta de alta energia; pero una
mayor comprension de la nutricion y de las practicas alimentarias de esta especie reduciria aun mas

este tiempo (Johnston, 2002).

El objetivo principal de este estudio ha sido analizar por primera vez la efectividad de una
técnica nueva, que combina el uso de dispensadores a demanda conteniendo dietas incompletas de
macronutrientes, con el uso de marcadores electronicos (PIT tags) que permiten registrar el
comportamiento de un individuo dentro de un grupo de peces. Con este fin, se ha investigado la
conducta alimentaria individual de truchas alpinas marcadas con PIT tags y su capacidad para
seleccionar voluntariamente una composicion dietaria, mediante el uso de dispensadores a
demanda que liberaban dietas cuya composicion en macronutrientes era incompleta PF, PC y PFC

(P = proteina, F = grasa y C = carbohidratos).
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3.3. Material y métodos

Animales e infraestructura

El experimento se realizé en una habitacion aislada del laboratorio para la investigacion con
peces de la Universidad Sueca de Ciencias Agricolas (Umea, Suecia). Se utilizaron 4 tanques de 1
m3 con 20 truchas alpinas en cada uno, desde enero (temperatura alrededor de los 6°C) hasta julio
(temperatura aproximada de 18°C). El sistema de seguimiento utilizado para identificar a los peces
se bas6é en marcas con un transmisor pasivo integrado (PIT tags o marcas PIT), inyectadas con
varios meses de antelacidn en una estrecha zona localizada en el area posterior de la aleta pectoral
de cada individuo (Brannas y Alanara, 1993). El agua de los tanques fue filtrada y oxigenada,
manteniéndose constante su salinidad en 3 g/kg. Los animales se expusieron a un ciclo luz-
oscuridad de LD12:12 (de 8:00 a 20:00 h), generado mediante tubos fluorescentes situados sobre

los tanques y conectados a un reloj programable.

En cada tanque se instalaron 3 dispensadores a demanda (Sterner START FEEDER 907,
Suecia) equidistantes a lo largo del borde del tanque, provistos de un sensor de estiramiento para
reducir la posibilidad de activacion accidental, y de temporizadores electronicos para controlar el
tiempo durante el que suministran alimento y ajustar asi la recompensa. El sensor, del tipo “morder
y tirar”, consistia en un hilo de pesca con una bola de plastico en su extremo con forma de grénulo,
suspendido a unos 5 cm bajo la superficie del agua. La recompensa que obtenian los peces tras su
activacion era de 0,61 g de alimento granulado (aproximadamente 6 granulos). Junto a cada
resorte, una antena reconocia por sus marcas electronicas (PIT tags) al individuo que accionaba el
mecanismo (Brannas y Alanara, 1993). Un ordenador recibia la sefial generada y almacenaba los
siguientes datos: hora, tanque, dispensador e individuo. Se comprobd a diario el correcto
funcionamiento de los dispensadores y el nivel de alimento, rellenandolo con una dieta estandar en
la primera fase del experimento y con dietas incompletas de macronutrientes en las siguientes

fases.

La ingesta total de los peces se calculd indirectamente a partir de las sefiales registradas
por la antena. Para comprobar la efectividad del método, se llevaron a cabo anotaciones de la
cantidad de pienso con la que se rellenaba cada comedero en dos de los cuatro tanques,

comparandose esta cifra con la deducida a partir de los registros de la antena.
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Se seleccionaron truchas alpinas de tamario similar, cuyo peso corporal no difiriera en
mas de un 25%, con el fin de reducir la agresividad entre los individuos. Los peces escogidos no
habian alcanzado la madurez, y presentaban un peso medio de 60-70 g al principio del

experimento. La densidad de almacenamiento fue de unos 20 kg/m?.

Dietas experimentales

En la primera fase del experimento, se utilizé la siguiente proporcion de macronutrientes en
la dieta estandar (expresados como porcentaje del total de macronutrientes en materia seca): P =
58%, F = 29% y C = 13% (Tabla 1). Durante la segunda fase experimental, se dispusieron tres
dietas incompletas de macronutrientes en sendos dispensadores a demanda, con el fin de que los
peces se vieran obligados a demandar de todos ellos para regular la ingesta de nutrientes
especificos. La proporcion de cada dieta fue: PF = 75:25; PC = 75:25 y PFC = 10:45:45. Las
cantidades de otros nutrientes, tales como vitaminas y sales minerales, fueron suficientes para

cubrir las necesidades generalmente aceptadas para los peces (da Silva y Oliva-Teles, 1998).

TABLA 1
COMPOSICION DE LA DIETA
PC PF PFC Estandar
Ingredientes (g/100 g de dieta)
Caseina y gelatina (6:1) 55,4 55,4 7,39 43.5
Dextrina 18,475 0,0 33,255 9,75
Grasa* 0,0 18,475 33,255 21,75
Vitaminas + minerales 2,0 2,0 2,0 2,0
COsCal/(POsH)Ca 4,0 4,0 4,0 4,0
Almidon 15,5 15,5 15,5 15
Alginato de Na 4,6 4,6 4,6 4
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% Macronutrientes

Proteinas 75 75 10 58
Carbohidratos 25 0,0 45 13
Grasa 0,0 25 45 29

* Aceite de pescado: Aceite de soja (3:1)
* Dieta comercial estandar: 50% P, 25% F, 11,2% C, 8.8% Cenizas, 5% Humedad.

Procedimiento experimental

El experimento consté de 4 fases diferentes:

a.

Fase 1: dieta estandar. El disefio de la primera fase del experimento buscé facilitar a los
peces los procesos de aclimatacion al laboratorio y el aprendizaje del uso del dispensador a
demanda. Para ello, se rellenaron con dieta estandar los tres dispensadores de cada
tanque. Una vez alcanzada una demanda estable, empez6 la segunda fase del experimento
con las dietas de macronutrientes.

Fase 2: dietas de macronutrientes. Se elaboraron dietas con formulas incompletas, con el
fin de forzar a los peces a seleccionar entre los tres dispensadores para obtener una dieta
completa y equilibrada. La composicion de las dietas se ha representado segin el modelo
triangular propuesto por Aranda et al. (2000), donde cada eje representa el porcentaje de un
macronutriente: las intersecciones sefialan la composicion de la dieta seleccionada (Fig. 5).
Fase 3: intercambio del contenido entre dos dispensadores. Tras cuarenta dias de registro,
se intercambié el contenido de dos de los dispensadores automaticos con dietas PF y PC
respectivamente, en dos de los cuatro tanques (tanque 1y 2), para comprobar si los peces
defienden la composicion de la dieta seleccionada previamente.

Fase 4: eliminacion de los peces con bajo nivel de demandas. Como prueba final, se dejo
solos en los tanques a los peces mas activos, con el fin de investigar en mayor profundidad
el papel de los individuos en la seleccion de macronutrientes. En los tanques 1y 3 solo se
dej6 un pez por tanque. En los tanques 2 y 4 quedaron, respectivamente, ocho y nueve

individuos.
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Anélisis de datos

Los datos obtenidos por el sistema de registro fueron sometidos a un primer procesamiento
mediante sendos programas disefiados por Sanchez-Vazquez en Q-basic. El primero de ellos
eliminaba los registros provocados por la mera proximidad de los peces a la antena, para dejar so6lo
los registros asociados a activaciones de los comederos. El segundo programa agrupaba los datos
previamente seleccionados en intervalos de diez minutos, para poder procesarlos con el programa
de andlisis de series temporales, El Temps v. 1.179 (Diez-Noguera) y obtener tanto actogramas
dobles (escala temporal de 48 h) de la actividad alimentaria, como ondas medias diarias. Dentro de
cada grupo, se defini6 como peces activos aquellos cuyas activaciones del sensor supusieron mas
de un 3-7% de las demandas totales. Mediante la hoja de célculo Excel (Microsoft), se determiné el
numero de actuaciones de cada pez y se hizo una representacion para cada dispensador, con el fin
de estudiar la seleccion dietaria individual y la seleccién total de cada tanque. Cada individuo se
codifico mediante dos nimeros, separados por un punto: el primero indicaba el tanque; el segundo,
el puesto concreto dentro del ranking de actividad de los individuos, clasificados de mayor a menor
actividad, teniendo en cuenta el nimero de demandas voluntarias realizadas en la primera fase del

experimento. Asi, el pez #1.2 era el segundo individuo mas activo del tanque 1.

3.4. Resultados

Se registraron las demandas de todos los tanques durante las 24 h del dia, observandose
en los individuos més activos una ligera tendencia a la alimentacion nocturna (69,5% de demandas
nocturnas, frente a un 30,5% de demandas diurnas durante los primeros dias del experimento). En
todos los tanques, de 1 a 4 peces de los 20 presentes accionaban el sensor con mayor frecuencia,

realizando de un 60% a un 85% de las demandas totales (Fig. 1).

En el tanque 1, durante aquellas fases del experimento en las que hubo 20 peces por
tanque, el individuo méas activo realizé de media un 25,9% de las actuaciones totales, el segundo
més activo supuso el 21,3%, mientras que el tercero fue el causante de un 18,7%. El resto de los
peces completd el 34,2% restante, con 3 de ellos presentando una mayor actividad que los otros,
con registros individuales en un rango del 4-7%. De forma parecida, en el tanque 2 hubo un pez que

realiz6 el 32% de las demandas y los 3 siguientes activaron el sensor de alimentacion en un 20,7%,
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16,8% y 12%, respectivamente; mientras que otros dos peces llevaron a cabo cada uno un 4,5% de
las demandas y los individuos restantes no llegaron al 3%. En el tanque 3, la mayoria de las
demandas las realiz6 un solo pez (75,4%), mientras que otros dos individuos llevaron a cabo el
5,6% y el 4,9%, respectivamente. El resto de los peces activaron el comedero menos de un 3%. En
el tanque 4, un solo pez realizé el 40,3% de las demandas y los otros dos individuos mas activos
provocaron el 27,3% y el 17,9%, respectivamente. El resto de los peces acciond el resorte menos
de un 3%.

100 O Otros
O Pez#4

80 B Pez#3
B Pez#2

60 1 B Pez#1

40 -

20

Distribucion de Demanda de Alimento
de Peces Dominantes (%)

Tanque 1 Tanque 2 Tanque 3 Tanque 4

Fig. 1. Porcentaje de las demandas llevadas a cabo por los peces dominantes, responsables de un 60% a
un 85% del total de las demandas, en cada uno de los cuatro tanques, durante las fases experimentales
1,2y 3 (20 peces por tanque). Los peces se han ordenado segun su nimero de demandas, esto es, #1
indica el pez mas activo. Las demandas llevadas a cabo por el resto de los peces también estan

globalmente representadas.

No obstante, se observd que a pesar de mantenerse los mismos peces en las tres primeras
fases experimentales, los peces mas activos durante la primera fase del experimento no fueron
necesariamente los mas activos durante la fase 2 y la 3, es decir, a lo largo del experimento se

reconfiguraron las relaciones sociales en algunos tanques (Fig. 2).
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Fig. 2. Variacién de la dominancia en la activacién de los alimentadores a demanda, tras el cambio del
contenido de los dispensadores. Porcentaje de las demandas llevadas a cabo por los peces dominantes,
responsables de aproximadamente el 60-85% del total de las demandas, en cada uno de los cuatro
tanques, durante los primeros dias del experimento (A) y tras el cambio del contenido de los
dispensadores (B). El pez #1 representa el individuo méas activo durante la primera fase, que no siempre

era el mas activo durante la siguiente fase.

Con respecto a la distribucién temporal, no fueron los mismos individuos los que activaron
los dispensadores durante la fotofase que los que lo hicieron en la escotofase. En algunos casos, un
pez concreto activaba unos dispensadores determinados durante el periodo de oscuridad y otros
diferentes durante el periodo de luz (como fue el caso del pez #1.2); o incluso alguno cambi6 su
patrén diario de actividad a lo largo del experimento (como ocurrié con ese mismo pez) (Fig. 3 y Fig.
4).

92



Capitulos experimentales: 3. Seleccion de macronutrientes en ejemplares de trucha alpina marcados individualmente

COMEDERC A COM. B COM. C T COMEDERC A COM. B CoOM. C
I E_@ i - A :
il B AR A [ RS
203825 508 [ IR Fé ;E- |l W, | PCERERC
: Ay . A4 W n
L 1 . - o | "
. - r. : '
e , FF,PC;PFC
TPECES
FC,PF,PFC | FC,PF;PFC
FF,PC;EFC
FF,PC,PFC |
7PECES
PC,FF;PFC BEERERE
FF,PC;PFC [
FF,PC,PFC .
7FECES
1 PEZ.
COMEDERC A COM. B COM. C COMEDERO A COM. B oM. C
o w49
. . v 1 '
STD : . : oo N
:I" I| - ) . E STD |IIII '
1 H : ! ' ",
, L T Y B T
FF,PFC,PC ) (N E - Lo P |
I I I \. PFC,FPF.PC L Yo s
I Ial. ' f ) 1 1 " III |lIHIII II ' II Er | 1
- . o T
I u -:.-:... -:-.Zl. 13 -=|-=F | m— m— | 43
II 1 ! 1 ' o
S | o e 5TD ST
s ' L 8 ! . i |I i ' | 1 !
I : | r‘ g gﬁ . o ' !
PREFCECL T 0 b e -"! - d '
s I . e PFC,PFRC i
: |V ! ' I'm
. g .
[ — | -:I-IZI- e P— 3.3 [ — ] 4.3
AEE PR U - |
5 ' " LN 1 !
5TD 1 . . , .
| B PR 5D Co
I ' |
FF,PFC:FC ! i !' L
, n I L. - R .
" Yo !
{

Fig. 3. Actogramas de las demandas efectuadas a lo largo del experimento de cada dispensador (A, B or
C) de los 3 peces mas activos en cada tanque. Las barras blancas y negras situadas sobre las graficas,
indican la fase de luz y de oscuridad, respectivamente. Las fases del experimento y el contenido de los
dispensadores estan representados en la parte izquierda de los actogramas. La mayoria de los peces

mostraron ritmos diarios muy definidos, sin embargo, también se observo peces que demandaban de un
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comedero durante la noche, y durante el dia de otro diferente (p. €j. fish #1.2). Ademas, algunos peces
invirtieron su fase de actividad, especialmente tras cambiar el contenido de los alimentadores (p.ej. pez
#2.2). Se observo dualismo concurrente en algunos dispensadores (p.gj. dispensadores B o C en tanque

1, dispensador C en tanque 3 0 A en tanque 4...).
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Fig. 4. Ondas medias de las demandas de cada dispensador (A, B or C) llevadas a cabo por los tres
peces mas activos del tanque 1, durante la primera fase del experimento (36 dias). Las gréficas de la
derecha muestran la actividad conjunta de los tres peces, para representar el dualismo concurrente, que
es especialmente apreciable en el caso del dispensador B para los tres peces. Se observo una tendencia
hacia un incremento de la actividad alimentaria durante el periodo de oscuridad, si bien los peces
activaron los comederos durante las 24 horas del dia. La duracion de la escotofase se indica con la barra

negra en la parte superior de cada grafica.

Los peces tendieron a defender una distribucién temporal, asi como sus dispensadores
favoritos, mostrando una marcada territorialidad. El analisis de la seleccion realizada por los 16
peces dominantes y subdominantes de todos los tanques mostré que el macronutriente mas
demandado por 13 de ellos fue la proteina. Siendo la composicidn media seleccionada por los

peces mas activos de los cuatro tanques la siguiente: P = 52,8+7,7%, F = 20,2454 y C = 27,0+3,6
(Fig. 5y 6).
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0 Carbohidratos (%) 100

® ALEATORIO: P53,3%; F23,3%; C23,3%
¥ DIETA STD: P58,1%; F30,2%; C11,7%
® SELECCION: P52,8%; F20,2%; C27,0%

Fig. 5. Composicion de la dieta seleccionada, representada segun el modelo propuesto por Aranda et al.
(2000). Cada eje representa el porcentaje de un macronutriente, la interseccién indica la composicién
dietaria seleccionada. Segun la composicion de las dietas de macronutrientes ofrecidas, el area potencial
de seleccion se representa por el triangulo rayado. La composicion de la dieta estandar, basada en
composiciones de dietas comerciales de varios productores de pienso, se representa con una estrella. El
circulo representa la composicion de la dieta resultado de una seleccién aleatoria. La cruz indica la

composicion autoseleccionada por los peces mas activos de todos los tanques.
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Fig. 6. Porcentaje de P, F y C seleccionado en cada tanque por los peces mas activos y para los cuatro
tanques (promedio), durante la segunda y tercera fase del experimento (20 peces por tanque). Los peces

mas activos que se consideraron para el calculo de la media fueron 6, 3, 3 y 3 individuos en los tanques
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1, 2, 3 y 4, respectivamente. En el tanque 1, se consideraron mas individuos activos que los 3
seleccionados inicialmente, ya que algunos de los peces que no habian sido muy activos durante los
primeros dias de experimento, incrementaron posteriormente su actividad y se incluyeron en los calculos,

para alcanzar al menos el 80% de las demandas llevadas a cabo en cada tanque.

Cada individuo contribuyé de forma diferente a la seleccidn global (Fig. 7). Se observé que
cuando el individuo que activaba frecuentemente el sensor activaba mayoritariamente un
dispensador concreto, continuaba demandando de este dispensador favorito sin tener en cuenta la
composicion de su contenido. Sin embargo, el pez no parecia quedar muy satisfecho puesto que,
como se observd en el tanque 1, aumentd el numero de veces que activo el sensor cuando el

dispensador paso de liberar PF a liberar PC (Fig. 8).
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Fig. 7. Representacion de la seleccion individual de los 3 peces mas activos de cada tanque y la seleccién
total. Con el fin de incluir al menos el 80% de las demandas llevadas a cabo, se analizé la seleccion de 3-

6 peces dependiendo del tanque: tanque 1, n= 6; tanque 2, n=4; tanque 3, n=3; tanque 4, n=3.
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Fig. 8. Comparacién de los datos entre los registros de la antena de PIT tag de los individuos mas activos
(en tanque 1, n=6; en tanque 3, n=3), con aquellos obtenidos a partir de la pesada del alimento con el que
se rellenaba cada comedero. En el tanque 1, se representan la segunda y la tercera fase, para comparar
los resultados tras cambiar el contenido de los dispensadores entre dos dietas de macronutrientes (PC
con PF). En el tanque 3, solo se ha representado la fase 1. En ambos tanques, las tendencias obtenidas

por uno y otro método son similares, pero se observa una diferencia en los valores exactos.
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Fig. 9. Ingesta diaria de proteina en peso durante la primera fase experimental, cuando los dispensadores
contenian dieta estandar, comparada con la fase 2 en la que los peces seleccionaron entre dietas de
macronutrientes en tanque 1 y 3, respectivamente. Los célculos se han llevado a cabo con los datos
obtenidos de pesar el pienso colocado en cada dispensador. En el tanque 1, se ha representado la media

de la segunda y la tercera fase. El peso del pienso colocado en los dispensadores 2 y 4 no se registro.
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En el tanque 1, los peces mas activos seleccionaron dietas mas equilibradas, y demandaron
un mayor porcentaje de P y menor de C (Fig. 7). No obstante, tras intercambiar el contenido de los
dispensadores, los peces del tanque 1 siguieron demandando de sus dispensadores favoritos sin
atender a la nueva dieta que contenian, con lo que increment6 su demanda de C y decreci6 la F. La
proporcion de proteinas contenida en los dos dispensadores en los que se intercambio el contenido
se mantuvo constante durante ambas fases, puesto que se cambid una dieta PF por otra PC y
viceversa, es decir, solo se intercambiaron los lipidos por carbohidratos. En la Fig. 8, se puede
apreciar la comparacion entre el analisis de los resultados de los 3-6 individuos mas activos,
registrados a través de la antena PIT tag, con la cantidad de alimento liberado por los
dispensadores. La tendencia fue similar, aunque las cifras presentaron algunas diferencias. Para los
casos en los que se anoto el pienso rellenado en los comederos, la media resultante del analisis de
las demandas de los peces dominantes al calcular los datos recogidos a través de la antena, fue de
P = 64,5%, F= 13,5% y C = 22%; mientras que la composicion de la dieta segun el peso del
alimento introducido en los dispensadores fue de P = 75%, F = 10% y C = 15%. Esta discrepancia
se debe por un lado a la contribucion a las demandas totales de los peces subordinados, que no se
han tenido en cuenta en los datos registrados mediante la antena, y por otro, al hecho de que un
suceso unico pudo haber sido contabilizado mas de una vez, o bien que existiera variabilidad en la

liberacion de alimento tras cada activacion del sensor.

En el caso del tanque 1, puede apreciarse (sobre todo en la representacion del alimento
disponible) que la demanda de proteinas se mantuvo constante durante ambas fases, pero en la
segunda fase disminuyd la de lipidos y aument6 la de carbohidratos, debido a que los peces
siguieron demandando del mismo dispensador tras cambiar las dietas. Esto podria también estar
indicando que los peces equilibran la ingesta de proteinas (Fig. 9), pero habria que llevar a cabo
mas pruebas intercambiando las dietas de los dispensadores para poder confirmarlo. En el tanque
2, la desviacion entre los peces a la hora de seleccionar la dieta de macronutrientes fue mayor que
en el tanque 1, aunque la seleccion total del grupo fue equilibrada. En el tanque 3, las variaciones
entre las diferentes selecciones individuales fueron minimas y ademas, los niveles de proteinas
fueron similares tras cambiar la dieta de los dispensadores de PC a PF. En estos tres tanques, el
macronutriente mas demandado fue la proteina, y la media de sus dietas seleccionadas dio como
resultado una dieta con una composicion de P = 57,6+7,6%, F = 1846,9% y C = 24,4+2,9%. Sin
embargo, en el tanque 4 se obtuvo una dieta de composicion poco equilibrada (P = 33,9%, F =
29,8% y C = 36,3%), lo que distorsiond la media de los otros tres tanques. Tal y como sucedié en

los otros tanques, el individuo mas activo del tanque 4 continu6é seleccionando la mayoria de las
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veces la dieta de su dispensador favorito, aun tras haber cambiado su contenido de dieta estandar a

dieta de macronutrientes.

Durante la ultima fase del experimento, al dejar en los tanques a los individuos dominantes
se produjeron grandes variaciones en la dieta seleccionada y no se encontraron patrones claros y

estables.

3.5. Discusion

La técnica propuesta permitid realizar un seguimiento del comportamiento alimentario
individual, asi como estudiar la seleccion dietaria de grupos de peces, conociendo la contribucion de
cada pez a la dieta final seleccionada. Los resultados de este estudio, en el que se prueba por
primera vez esta metodologia, mostraron que en grupos de truchas alpinas, desde el principio del
experimento hubo algunos peces en todos los tanques que exhibieron una mayor actividad que el
resto, registrando mayores niveles de demandas de alimento. En la mayoria de los tanques, entre 1
y 4 individuos de los 20 que componian los grupos, fueron responsables de incluso mas del 80% de
las activaciones del dispensador. Ademas, a pesar de observarse una preferencia nocturna
generalizada, los dispensadores fueron activados durante las 24 h del dia por peces diferentes,
dandose el caso de segregacion temporal de los dispensadores entre individuos. La seleccion
global de la dieta fue el resultado de la contribucién individual de varios peces, con diferencias en la
seleccion de macronutrientes entre distintos individuos y tanques. La composicion media
seleccionada por los 16 peces mas activos de los 4 tanques fue de P = 52,8%, F = 20,2% y C =
27%. Al intercambiar las dietas PC y PF entre dos dispensadores, la seleccion se vio ligeramente
influida por efecto de la territorialidad, puesto que los peces siguieron demandando principalmente
de sus dispensadores favoritos. Al retirar los individuos menos activos de los tanques, se vieron

afectados los ritmos de actividad y la seleccién dietaria.

Alanara y Brannas (1997) observaron que un 10-20% de las truchas alpinas mas
dominantes monopolizaban los sensores, mientras que un 60% de los peces casi nunca los
activaba. Resultados similares fueron obtenidos en Seriola quinqueradiata (Sakakura y Tsukamoto
1998). Esta situacion coincide con nuestros resultados, puesto que los sensores fueron
monopolizados por un 5-20% de los peces, aproximadamente. Se observé a su vez, que los peces
mas activos durante la primera fase del experimento no fueron siempre los mas activos durante la

segunda, variando los patrones de actividad de cada pez a lo largo del tiempo.
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Los dispositivos de alimentacion a demanda también nos permitieron estudiar los ritmos de
alimentacion, que presentaron cierta tendencia hacia un patron nocturno; si bien algunos peces
mostraron patrones diurnos, nocturnos, crepusculares o incluso, como en varios casos estudiados
aqui, patrones duales de alimentacion, segun los cuales los peces demandaban alimento de un
dispensador durante la noche, de otro durante el dia y de otro al amanecer y al anochecer. Esta
observacién concuerda con lo observado en otros estudios sobre truchas alpinas, que muestran que
los sitios de alimentacion que sélo funcionaban durante ciertas horas al dia, eran visitados por los
peces en diferentes momentos y de acuerdo con el rango social: los dominantes monopolizaban los
mejores sitios de alimentacién a las mejores horas (Brannas, 1998). Al parecer, los individuos
menos competitivos, sin la suficiente habilidad necesaria para defender el dispensador, demandan
siguiendo un horario diverso, mientras que los perfiles mas constantes se asocian a la dominancia
(Alanara y Brannas, 1997). La hipotesis de que el dualismo de la actividad alimentaria diaria esta
influenciado por la competicion entre individuos por los recursos alimentarios, se ha comprobado en
otras especies, tales como el Salmo salar, observandose que los peces mas grandes ingieren una
mayor cantidad de pienso y se alimentan de forma constante a lo largo del dia, mientras que los
individuos mas pequefios tienden a circunscribir su alimentacion al principio y al final del dia (Kadri
et al., 1997). Se ha encontrado este mismo comportamiento en la trucha arcoiris, especie en la que
la mayor parte de individuos activaba los dispensadores durante el dia, aunque algunas truchas se
mostraron activas principalmente durante la noche, cuando los dominantes eran menos agresivos

(Alanara y Brannas, 1997).

Se ha descrito que los patrones diarios de la trucha alpina varian con las estaciones: en
primavera, otofio e invierno, la actividad alimentaria era maxima a ultima hora de la tarde, y la mayor
parte del alimento se ingeria en el periodo comprendido entre el ocaso y el alba. En cambio, durante
el verano la actividad alimentaria presentaba un patron mas diurno (Jargensen y Jobling, 1989). No
se ha observado claramente este efecto en nuestro estudio, aunque algunos de los peces se

hicieron mas diurnos durante los dltimos dias del experimento, a medida que se acercaba el verano.

Ademas, se observo el efecto de la territorialidad. Los peces dominantes defendieron bien
un dispensador, o bien un patrén definido de actividad alimentaria y varios dispensadores. Este
reparto de los dispensadores entre los peces dominantes dificultd que la seleccidn de la dieta fuera
similar en todos los tanques, pues las relaciones sociales fueron diferentes en cada grupo. El mismo
motivo provoco la obtencion de patrones mas equilibrados en la seleccion global de macronutrientes

que en la individual, aunque la mayoria de los peces mostré una clara preferencia por la proteina.
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Las contribuciones individuales tuvieron como resultado una seleccion global bastante equilibrada
en 3 de los 4 tanques. En cualquier caso, la composicion media de los cuatro tanques realizada por
los grupos (P = 52,8%, F = 20,2% y C = 27%) se acerco a una seleccion aleatoria, pero también se
aproximd a las proporciones descritas por Johnston (2002) para la dieta ideal de la trucha alpina:
59-62% P, 23-26% F y 15% C. Otras especies de peces, como la lubina, el sargo picudo, la trucha o
el carpin dorado (Carassius auratus) mantuvieron su seleccion de macronutrientes aun después de
diluir su concentracion con materiales inertes o de encapsularlos en el interior de capsulas de
gelatina (Rubio et al., 2003; Almaida-Pagan et al., 2006; Sanchez-Vazquez et al., 1999; Aranda et
al., 2000), lo que sugiere la existencia de mecanismos reguladores que tienden a equilibrar la
ingesta de macronutrientes en respuesta a manipulaciones experimentales. En la trucha alpina, las
variaciones entre tanques podrian deberse a las caracteristicas diferentes de cada uno de los
grupos, puesto que variaban tanto las relaciones sociales como las necesidades de cada individuo.
No obstante, el incremento observado en las demandas de un dispensador al cambiar su contenido
de alimento, lleva a pensar que la territorialidad mostrada por los peces mas activos tuvo un papel
preponderante a la hora de seleccionar una dieta de forma voluntaria, que originaba variaciones
tolerables en todo caso puesto que la trucha alpina es una especie generalista que soporta una
amplia gama de dietas (Johnson y Burns, 1984). Otra posibilidad, teniendo en cuenta que solo se
realiz un cambio del contenido entre una dieta PF y otra PC, podria ser que los peces estabilizan
su ingesta de proteina, como se ha visto en otras especies (Almaida et al., 2006) y por tanto, al ser

ambas dietas ricas en ellas, continuaron demandando del mismo dispensador.

Aunque no variaron las tendencias generales, la dieta obtenida a través de los registros de
la antena PIT tag no coincide exactamente con la cantidad total de alimento liberado por los
dispensadores, siendo la media para los 3 casos estudiados de P = 64,5%, F = 13,5%, C = 22%
(datos procedentes de los registros de demandas) y P = 75%, F = 10%, C = 15% (datos obtenidos
de la pesada del alimento distribuido). Las ligeras diferencias pueden deberse a la actuacion de los
peces menos activos (no tenidos en cuenta en los calculos mediante los registros de la antena), al
hecho de que un suceso unico pudo haber sido contabilizado mas de una vez y a la variabilidad en
la distribucion de alimento de los dispensadores.

Al retirar a algunos individuos, los ritmos de actividad y la seleccion de macronutrientes se

vieron afectados. Sin embargo, no se obtuvieron patrones reproducibles en todos los tanques, ya

que aumento la variabilidad de los patrones seleccionados por los individuos dominantes aislados.
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Con el fin de superar las limitaciones de la metodologia ensayada, en futuros estudios se

deberian contemplar algunas modificaciones:

a) Se deberia incrementar el niumero de tanques estudiados para reducir la variabilidad causada por
las particulares relaciones sociales dentro del grupo.

b) Para el célculo del alimento ingerido por los peces deberia registrarse el alimento no consumido
correspondiente a cada dieta.

c) Se deben realizar rotaciones completas en las posiciones relativas de las dietas.

Es evidente que la optimizacion de la cria y engorde de la trucha alpina pasa
necesariamente por la comprension de los requisitos biolégicos y fisicos para su crecimiento, dieta y
alimentacién. En este sentido, la tecnologia propuesta supone un avance metodologico importante

para estudiar la seleccién dietaria individual y el comportamiento de los individuos dentro de un

grupo.
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PLASMA Y RITMOS DE ACTIVIDAD MOTORA DE LA LUBINA (Dicentrarchus labrax) A LA
SUPLEMENTACION DE LA DIETA CON TRIPTOFANO Y MELATONINA
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4.1. Resumen

La melatonina es una indolamina que podria resultar Util para la acuicultura, al presentar
actividad antioxidante, antiestrés e inmunoestimulante, regulando ademas la maduracion gonadal.
En el presente trabajo se han examinado dos vias para incrementar los niveles de melatonina en
plasma a través de la dieta: suplemento directo de melatonina (dieta ME) y suplemento del
aminoacido triptéfano, precursor de la melatonina (dieta TRP). Para ello, se suministré de forma
regular una dieta comercial (dieta STD) a un grupo de lubinas durante 16 dias. Posteriormente se
llevd a cabo un muestreo en el que tomaron muestras de plasma, intestino y bilis en cuatro
momentos diferentes: 120 minutos antes de la comida, y 15, 180 y 480 minutos después de la
misma. Se determind la actividad locomotora, asi como las concentraciones de melatonina intestinal
y biliar, y las de melatonina, serotonina y cortisol plasmaticos. Este mismo proceso se llevé a cabo
tras alimentar a las lubinas con las dietas TRP y ME durante una semana. Nuestros resultados
muestran que el suplemento dietético de melatonina, y no el de triptéfano, aumenta los valores de
melatonina en plasma, intestino y bilis. Por otro lado, la concentracion de serotonina en sangre si
aumentd gracias al suplemento de triptéfano, pero no con el de melatonina, confirmando la
biodisponibilidad del triptéfano para la sintesis de la serotonina. Los dos tratamientos resultaron ser
igualmente efectivos a la hora de reducir los altos valores de cortisol observados con la dieta STD.

Palabras clave: melatonina, triptéfano, cortisol, vesicula biliar, lubina.

4.2. Introduccion

Ademas de su conocida capacidad para sincronizar el sistema circadiano, la melatonina es

una indolamina antiestrés que funciona como antioxidante e inmunoestimulante, e interviene en la

107



Capitulos experimentales: 4. Respuesta a la suplementacion de la dieta con triptéfano y melatonina en lubina

regulacién de la maduraciéon gonadal (Macchi y Bruce, 2004). Estos efectos podrian ser Utiles para
los acuicultores, pues ofrecen la posibilidad de reducir el estrés asociado al cultivo, mejorar el
sistema inmune de los peces (Esquifino et al., 2004) y manipular el ritmo de maduracion sexual
(Porter et al., 2000). En este estudio, hemos investigado si los suplementos dietéticos de melatonina
constituyen una forma préactica de incrementar la melatonina en plasma en las lubinas. También se
propone como alternativa los suplementos de triptéfano (Lepage et al., 2005a), puesto que el

tratamiento con melatonina podria resultar excesivamente caro a largo plazo.

Se suele aceptar que la secrecion pineal de melatonina constituye la fuente principal de
melatonina en plasma. No obstante, la melatonina es sintetizada también en varios tejidos
extrapineales; de entre ellos, cabria destacar el tracto gastrointestinal (GIT), donde también se
concentra la melatonina segregada por la glandula pineal y se absorbe la administrada de forma

exogena (Poegeller et al., 2005).

El aminoacido esencial triptéfano es el unico metabolito que puede ser transformado en
serotonina (5-HT), que a su vez es precursora de la sintesis de la melatonina. La ruta metabdlica a
través de la cual se producen las mayores cantidades de melatonina es tras la N-acetilacion de la
serotonina por la enzima N-acetiltransferasa (arilalquilamina-N-acetiltransferasa: AA-NAT), y su
posterior metilacién mediante otra enzima: la hidroxi-indol-O-metiltransferasa (HIOMT) (Sprenger et
al., 1999). Habitualmente, se ha considerado que el paso limitante para la formacion de la
melatonina viene dado por la N-acetilacién de la melatonina, aunque existen estudios recientes que
apuntan a que dicho papel limitante podria corresponder a la conversion del N-acetil-5-HT por la
HIOMT (Hardeland et al., 2006); como se ha puesto de manifiesto en investigaciones sobre los 0jos

de los anfibios y de algunos insectos (Hardeland y Poeggeler, 2003).

Parece ser que la AA-NAT en los peces, que de noche alcanza su actividad maxima, esta
controlada de forma directa por los genes del marcapasos circadiano (Hardeland et al., 2006). En el
caso de la trucha arcoiris, existen pruebas de que la melatonina puede regular su propia produccion
en la glandula pineal mediante un mecanismo de retroalimentacion (Yanez y Meissl, 1995). Sin
embargo, la incubacion in vitro de tejidos gastrointestinales en un medio con TRP (Lepage et al.,
2005a) vino a sugerir que la disponibilidad de triptéfano actuaba como factor limitante para la
sintesis de melatonina en el GIT. Asi, la administracién de TRP durante el dia podria ser un método
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efectivo para aumentar los niveles de melatonina, acelerando su sintesis en el tracto gastrointestinal

y en la glandula pineal.

En estudios anteriores, se ha demostrado la existencia durante el dia de elevadas
concentraciones de melatonina en la bilis de los mamiferos, posiblemente para prevenir dafios por
oxidacion y para actuar como mediador en la comunicacion interorganica entre el intestino y el
higado (Tan et al., 1999; Messner et al., 2001). La melatonina de la bilis puede contribuir al alto
contenido de melatonina que se encuentra en el GIT; no obstante, hasta donde sabemos, en la
actualidad no existe informacién disponible sobre el contenido de melatonina en la bilis de los

peces.

El cortisol (COR) es el principal corticoesteroide en los peces y un clasico indicador
plasmatico de estrés (Roche y Bogé, 1996), liberado principalmente a través de la activacion del eje
HPI (hipotalamo-pituitaria-interrenal) (Wendelaar Bonga, 1997). Se ha sugerido que, en mamiferos,
la melatonina contrarresta el incremento de glucocorticoides inducido por estrés, bien a través de
sus efectos a nivel del hipotalamo (Xu et al., 1995) o bien mediante una accién directa sobre las
glédndulas suprarrenales, inhibiendo su secrecion (Rao et al., 2001). Ademas, se ha comprobado en
trucha arcoiris que la dieta de triptéfano contrarresta el aumento de cortisol en plasma, inducido por

el estrés (Lepage et al., 2002).

Puesto que la lubina es una de las especies marinas con mayor difusion en la acuicultura
europea, y su produccion aumenta a gran velocidad, toda estrategia que mejore su cultivo podria
tener un impacto economico enorme. En este contexto, el uso de la melatonina abre interesantes
posibilidades, debido a sus efectos positivos sobre toda una serie de parametros fisiologicos. Entre
ellos, serian de especial utilidad los tratamientos para regular la respuesta ante el estrés, ya que la
alta actividad interrenal que aparentemente se observa en las lubinas podria ser la causante de la
gran sensibilidad de esta especie a los factores estresantes relacionados con la acuicultura (Rotllant
et al., 2003).

Hasta donde sabemos, por lo que a peces respecta, no existen estudios publicados acerca
del efecto de suplementos dietéticos con TRP o ME sobre la dinamica temporal de las

concentraciones plasmaticas de serotonina, melatonina y cortisol. El objetivo de este estudio es
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explorar la posibilidad de utilizar suplementos en la dieta de TRP y ME como método efectivo para
aumentar la melatonina, tanto gastrointestinal como plasmatica; ademas de comprobar si con su

utilizacién podria verse contrarrestado el estrés producido por las practicas de cultivo.

4.3. Material y métodos

Animales e infraestructura

Los experimentos se realizaron en circuito abierto, a temperatura ambiente (de julio a
septiembre), en el Centro de Recursos Marinos del IMIDA, en San Pedro del Pinatar. El tanque
donde se alojaron los peces estaba colocado bajo techo, pero recibia luz natural indirecta, ademas
de la luz proveniente de tubos fluorescentes conectados a un temporizador. La temperatura del
agua y la intensidad luminica fueron registradas en todo momento mediante unos sensores
especificos, conectados a su vez a un data logger (LoglT Datameter 1000, Reino Unido). La
temperatura media fue de 27,3°C, con un fotoperiodo aproximado de LD 13:11 (luces encendidas de
7:30 a 20:30). 150 lubinas (Dicentrarchus labrax), con un peso corporal medio de 82,5 + 2,6 g
(media £ SEM), se ubicaron en un tanque rectangular de 3500 litros, equipado con un dispensador
de alimento automatico. Para registrar la actividad locomotora de los animales, se utilizd una
fotocélula resistente al agua (Sunx CX-20, Japdn), conectada a un data logger y sujeta a un lateral
del tanque a 50 cm bajo la superficie del agua, justo en el area situada bajo el dispensador. A una
hora determinada (13:30 h), el dispensador liberaba suficiente alimento para saciar a todos los
animales. No se cuantificaron los granulos sobrantes. El tanque se limpiaba tres veces a la semana,
sin efecto aparente en los peces que anteriormente habian estado expuestos a esta operacion

durante meses.

Preparacion de las dietas

Las dietas experimentales se regranularon para evitar diferencias de textura entre ellas: se
pulveriz6 pienso comercial para lubinas (Skretting, L-2 Active 1P) y se mezcl6 con agua, luego se
pas6 todo por una picadora de carne industrial (Aichi, MP3000, Japon) hasta obtener fideos de 0,3
mm de diametro que, finalmente, se secaron durante un dia y se seccionaron en granulos del mismo

tamafo, aproximadamente. Esta dieta (dieta STD) contenia un 0,5% de triptéfano (en seco). La
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dieta con suplemento de triptéfano (dieta TRP) fue enriquecida con 5 g de L-triptéfano (Fluka,
93659, Japon) por cada kilo de alimento seco en polvo, lo que supone un contenido de triptéfano
dos veces superior al de la dieta STD. Para la dieta con suplemento de melatonina (dieta ME) se

afiadié 1 g de melatonina (Sigma, M-5250, EE.UU.) por cada kilo de alimento seco en polvo.

Procedimiento experimental

El experimento completo, sin incluir los analisis, dur6 unas 7 semanas, desde julio a septiembre,
y se dividio en tres fases experimentales consecutivas, durante las cuales los animales recibieron

una comida diaria a las 13:30 h:

a) Fase |. Se aliment6 a los peces con la dieta STD durante dos semanas y después, se
tomaron muestras tal y como se explica en la seccion “protocolo de muestreo de peces”.
Los datos de esta dieta sirvieron de “valores control”.

b) Fase Il. Los peces recibieron la dieta STD durante una semana, a la que sigui6 otra semana
con la dieta TRP (Lepage et al., 2003). Tras este periodo, se tomaron muestras siguiendo el
mismo protocolo de muestreo que se describe mas adelante.

c) Fase lll. Durante dos semanas se suministré a los peces la dieta STD, para luego ofrecerles

la dieta ME durante una semana. De nuevo, se tomaron muestras.

Protocolo de muestreo de los peces

Se recogieron muestras en cuatro momentos diferentes: 120 minutos antes de la hora de
alimentacion, y 15, 180 y 480 minutos después de la comida. En cada uno de estos puntos
temporales se anestesié con fenoxietanol (0,03%) a veinte peces, diez para la obtencion de plasma
y diez para suero; y se les extrajo sangre de la vena caudal. Las muestras de plasma se dividieron
en dos viales, uno destinado al analisis de melatonina y el otro al de cortisol. Asimismo, las
muestras de suero se almacenaron de forma individual en un vial aparte, para el andlisis de la
serotonina. Seis peces fueron decapitados y diseccionados para extraerles el intestino y la vesicula

biliar. Todas las muestras se conservaron a -80°C.
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Andlisis de melatonina, serotonina y cortisol

Para determinar la melatonina, se utilizd un RIA (radioinmunoensayo) comercial (IBL
RE29301, Alemania) previamente validado (Vera et al., 2005). El cortisol se determind mediante un
ensayo ELISA (enzimoinmunoensayo) especifico para lubinas, desarrollado por Tintos et al. (2006).
La serotonina en el suero sanguineo se analizd mediante un kit comercial ELISA (IBL RE59121,
Alemania). Los coeficientes de variacion (CV) intraensayo e interensayo fueron de 3,2%-6,2% y
6,9%-14,9%, respectivamente. Para analizar la melatonina intestinal, se descongel6 parcialmente un
solo intestino, y se pesé y colocd en un tubo de cristal. Tras afiadir 1 ml de tampon Tris-HCI por
cada 500 mg de tejido intestinal, la mezcla fue sonicada y homogeneizada a 4°C con un
homogenizador (polytron, kinematica, Suiza) trabajando siempre sobre el hielo. Los tubos se
centrifugaron a 11.000 rpm durante 30 minutos a 7°C, y el sobrenadante resultante se guardé en
alicuotas a -80°C. Las extracciones previas a la determinacion de melatonina se realizaron
utilizando columnas C18 (Waters, EEUU) con 1 ml de metanol. La fase organica fue recogida y
evaporada bajo corriente de nitrégeno. Antes del ensayo, se resuspendieron las muestras con PBS
y albumina (pH=7,2). Para analizar la vesicula biliar, se siguid el mismo procedimiento, si bien se

afiadié HCl entre 20 y 40 veces su peso.

Analisis de datos

Los datos de intensidad luminica, temperatura y actividad locomotora registrados en el data
logger se obtuvieron mediante el software Logitlab y se transfirieron a la hoja de calculo Excel
(Microsoft). Para procesar los datos, y llevar a cabo las graficas y los analisis estadisticos se utilizd
el software de cronobiologia (Temps, v.1, 179 por el Dr. Diez Noguera, Barcelona), Microsoft Excel y
el programa de estadistica SPSS. Los datos se muestran como medias £ SEM. Una vez verificada
la normalidad de las variables, la significacion estadistica se analizé mediante ANOVA simple y de
doble via (con el tiempo y la dieta como variables independientes), utilizando la prueba post hoc de
Bonferroni para la comparacion mdltiple de medias. Se estimd como significativo un nivel de
confianza del 95%. Siguiendo los criterios de Stephan (1997) para determinar la existencia de
actividad anticipatoria al alimento (FAA), se fijo el minimo en una actividad previa a la hora de la
alimentacién de 2,5 veces superior a la de referencia, sin inflexiones durante mas de una hora. El

nivel de actividad de referencia se obtuvo teniendo en cuenta la actividad media diaria.
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4.4. Resultados

Melatonina

El anélisis de la melatonina en plasma de los peces sometidos a la dieta STD, revelé unos
niveles diarios medios comprendidos entre 117,8 + 23,9 y 235,2 £ 31,9 pg/ml (media £ SEM), con
tendencia a aumentar progresivamente tras la hora de la alimentacion (Fig. 1A). El suplemento
dietético de triptéfano no modifico esta distribucion temporal, pero los niveles medios de melatonina
fueron considerablemente inferiores (P<0,001). En los peces sometidos a dieta ME, se observo un
fuerte aumento de la melatonina en plasma, aunque con una distribucién temporal a lo largo de los
puntos de muestreo muy diferente a los peces alimentados con las otras dietas, y una marcada

caida de la melatonina en el ultimo de los puntos de ensayo.

El analisis del tejido intestinal no reveld diferencias significativas en los niveles de
melatonina intestinal en ninguna de las tres dietas para el primer punto de ensayo, es decir, 120
minutos antes de la comida (Fig. 1B). En los peces con dieta STD, la melatonina intestinal aumentd
significativamente a los 180 minutos de la comida (P=0,032); asi ocurri6 con los de la dieta TRP a
los 180 minutos, y también a los 480. Mas aun, el grupo TRP mostro, por lo general, unos niveles de
melatonina algo superiores a los del grupo STD, si bien las diferencias no llegaron a ser
estadisticamente significativas. El suplemento dietético de melatonina incrementd enormemente las
concentraciones de melatonina intestinal y plasmatica, alcanzando un valor medio 15 veces superior
al de la dieta STD.
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Fig. 1. Concentraciones de melatonina en plasma (A), intestino (B) y bilis (C) en lubinas alimentadas con
dieta comercial (dieta STD), y tras una semana de suplemento dietético de triptéfano (dieta TRP) o
melatonina (dieta ME). Las dietas fueron enriquecidas, respectivamente, con 5 g de L-triptéfano o 1 g de
melatonina, por cada kilo de alimento seco en polvo. En abscisas se representan los momentos en que se
realizaron los muestreos: 120 minutos antes de la comida, y 15, 180 y 480 minutos después de la misma.
Los valores representan la media + SEM de 10 (A) o 6 peces (B, C). Los numeros sobre las barras del
SEM indican las diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos. Las letras
indican las diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes momentos muestreados dentro

de cada tratamiento (p<0,05).
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Por lo que respecta a la vesicula biliar, su peso medio total (musculo y contenido de bilis)
fue mayor para las tres dietas en el primer punto de ensayo (7717 mg). Tras la comida, la vesicula
se vaciaba y reducia su peso, alcanzando su valor medio minimo 180 minutos después de la
comida (416 mg) (P= 0,02). Luego, 480 minutos después de comer, comenzaba de nuevo a
llenarse (48+7 mg). Se encontraron elevadas concentraciones de melatonina en la bilis (Fig. 1C),
con valores medios para la dieta STD comprendidos entre 803,3 y 2.287,0 pg/ml, sin apenas
cambios significativos en respuesta al suplemento de TRP (P>0,05). Por otra parte, el suplemento
de melatonina en la dieta produjo un enorme incremento de la concentracion de melatonina en la

bilis, alcanzando valores de hasta 30.000 pg/ml (P<0,001).

Serotonina

La media de la concentracion de serotonina en plasma para la dieta STD fue de 15,0£1,7
ng/ml (media £ SEM) (Fig. 2), mientras que este valor fue significativamente mayor en los peces
que recibieron la dieta TRP (P=0,001). La dieta con melatonina, por otro lado, no tuvo efectos
significativos sobre la concentracion de serotonina en plasma (P=1,000). No se apreciaron
diferencias importantes relacionadas con el tiempo transcurrido entre los puntos de ensayo
(P>0,05).
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Fig. 2. Efecto del suplemento de triptéfano o melatonina sobre la concentracién de serotonina en plasma,
determinados 120 minutos antes de la alimentacién, y 15, 180 y 480 minutos después de la misma. Las
barras en la parte sombreada de la parte derecha del grafico indican la concentracién media de serotonina
para todos los puntos de muestreo de un tratamiento dado. Los resultados se muestran como medias *
SEM. Los niimeros sobre las barras del SEM indican las diferencias estadisticamente significativas entre
los distintos tratamientos. Las letras indican las diferencias estadisticamente significativas entre los

diferentes momentos muestreados dentro de cada tratamiento (p<0,05).
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Cortisol

En los peces con dieta STD, la concentracion de cortisol fue aumentando progresivamente
a lo largo de los puntos de ensayo, desde 158,3+31,7 ng/ml unos 120 minutos antes de comer,
hasta 446,4+58 ng/ml a los 480 minutos de haber comido (Fig.3). Con la dieta TRP, no obstante, la
concentracion de cortisol se mantuvo baja en todo momento. Los peces sometidos a la dieta con
suplemento de melatonina presentaron un patrén similar a los de la dieta TRP, con diferencias

minimas entre ambos tratamientos (P=0,708).
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Fig. 3. Concentraciones de cortisol en plasma en diferentes momentos de muestreo, tras el suplemento
dietético de triptéfano o melatonina. Las barras en la parte sombreada de la parte derecha del grafico
indican la concentracion media de cortisol para todos los puntos de muestreo de un tratamiento dado. Los
resultados se muestran como medias + SEM. Los nimeros sobre las barras del SEM indican las
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos. Las letras indican las diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes momentos muestreados dentro de cada tratamiento
(p<0,05).

Actividad locomotora

La actividad locomotora del grupo de dieta STD, registrada por la fotocélula, alcanz6 sus
niveles maximos tanto al amanecer como al anochecer (Fig. 4A). La actividad cerca del alba (de
7:00 a 9:00 h) supuso el 27,9% de la actividad locomotora total, mientras que un 25% de dicha
actividad se concentrd en las horas cercanas al ocaso (de 19:00 a 23:00 h). La actividad fue diurna

en su mayor parte, puesto que un 81,2% de ella se produjo entre las 7:30 a las 20:30 h.
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Al complementar la dieta con TRP, se redujo el pico correspondiente al amanecer, mientras
que el del ocaso desaparecié practicamente (Fig. 4B). Por otro lado, la actividad cercana a la hora
de la alimentacion se hizo mas evidente. La actividad de la lubina continu6 siendo principalmente
diurna (74%) y se observd un aumento de la actividad 140 minutos antes de la hora de la
alimentacion. El suplemento de melatonina redujo en su conjunto la actividad locomotora global y
provoco la aparicion de una notable actividad anticipatoria a la hora de la alimentacion (Fig. 4C).
Esta actividad puede ser considerada una auténtica actividad anticipatoria al alimento (FAA), puesto
que superd en mas de 2,5 veces los niveles de referencia, comenz6 160 minutos antes de la hora
de la alimentacién y se prolongé hasta el momento de ésta. Cerca de un 90% de la actividad total se
produjo durante el dia, y un 71,2% de dicha actividad diurna correspondié a la actividad locomotora
anticipatoria desde 160 minutos antes de la hora de la alimentacion. No se pueden comparar los
recuentos absolutos de actividad de los tres tratamientos de la Figura 4, puesto que variaron tanto
los ajustes de la fotocélula como el nimero de peces dentro del tanque.
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Fig. 4. Ondas medias de la actividad locomotora diaria de las tencas alimentadas con dieta STD (A), TRP
(B) y ME (C). La hora de alimentacion viene indicada por una linea de puntos y una flecha en la parte
superior del grafico. La barra negra situada sobre cada grafico indica la duracién de la escotofase, y el
porcentaje de intensidad luminica aparece en la grafica en color gris. Los valores representan la media +
SEM de 5 dias.

4.5. Discusion

En este capitulo, se demuestra que el suplemento de triptéfano en la dieta incrementa
significativamente los niveles de serotonina en plasma de lubinas, pero no los de melatonina. Por
otro lado, la suplementacion de melatonina en la dieta produjo elevadas concentraciones de esta
hormona en todos los tejidos y fluidos analizados (intestino, bilis y plasma). Hasta donde sabemos,
la dindmica temporal de la administracion oral de melatonina en peces no se habia probado
anteriormente, y estos resultados muestran que se trata de un método efectivo a la hora de
incrementar sus concentraciones fisioldgicas. Ademas, la ingesta diaria de esta hormona provocd
una caida prolongada de la actividad locomotora, que solo se recuperd 160 minutos antes de la
hora de la alimentacion. Tanto la dieta TRP como la dieta ME redujeron las concentraciones

plasmaticas de cortisol.

En cerdos y otras especies, la ingesta de alimento eleva las concentraciones de melatonina
en el tejido gastrointestinal y en el plasma (Bubenik, 2002). Sin embargo, los niveles de melatonina
en lubinas se vieron muy poco afectados por la alimentacion y, si bien mostraron una cierta
tendencia a aumentar en intestino, bilis y plasma, las diferencias sélo fueron significativas para la

dieta STD en el intestino, a las tres horas de haber comido.

Se ha publicado que la administracion oral o enteral de triptéfano en concentraciones que
sobrepasan por mucho a las encontradas en la dieta normal, provocan un incremento de la
concentracion diurna de melatonina en plasma, incluso en ratas pinealectomizadas (Huether et al.,
1992). Se ha sugerido que en los mamiferos este aumento se debe en su mayoria a la sintesis de la
melatonina gastrointestinal por parte de las células enterocromafines, y su consiguiente liberacion
en el plasma a través de la vena porta hepatica (Huether et al., 1992). En nuestro experimento, la
dieta TRP, cuya concentracion de triptéfano doblaba a la de la dieta STD, aumento los niveles de
serotonina plasmatica, poniendo de relieve la disponibilidad del triptéfano para la ruta biosintética de
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la serotonina y la melatonina. Sin embargo, a pesar de que el triptéfano es el precursor de la
serotonina y la melatonina, la dieta TRP sdlo produjo un leve aumento de la melatonina en la bilis y
en el tejido intestinal, y una reduccion minima y no significativa en el plasma sanguineo. Las
diferentes cantidades de triptéfano utilizadas para la suplementacion de la dieta con TRP, podrian
ser la razén de la discrepancia entre nuestros resultados y los encontrados por Lepage et al.
(2005a) o Huether et al. (1992); o bien, el hecho de que el triptdéfano no elevara la melatonina
plasmatica o la gastrointestinal, podria deberse a que sean las enzimas AA-NAT o HIOMT, en lugar
de las concentraciones diurnas de triptéfano, las que estén actuando como factores limitantes para
la sintesis de la melatonina gastrointestinal. Ambas enzimas, y en particular la primera, presentan
un bajo nivel de actividad diurna en la glandula pineal, para después aumentar mucho durante la
noche (luvone et al., 2005). Nuestros resultados apoyan esta hipotesis, puesto que muestran un
incremento significativo de la serotonina plasmatica, precursora de la melatonina, en lubinas
alimentadas con la dieta TRP. Esteban et al. (2004) obtuvieron resultados similares tras administrar
triptofano a ratas durante las horas diurnas; es mas, la serotonina no aumenté tras la administracion
nocturna del triptéfano, lo que estaria en consonancia con su papel de precursor nocturno de la

melatonina.

El carécter lipofilico de la melatonina facilita una rapida difusion desde la dieta hasta la
sangre: su concentracién en intestino, plasma y bilis aument6 a los 15 minutos de ingerir la dieta
ME. Este incremento es particularmente significativo en el tracto gastrointestinal, puesto que en
intestino y bilis se alcanzan concentraciones 40 y 15 veces superiores a las de la dieta STD,
respectivamente. Aun asi, las concentraciones de melatonina en plasma tras la administracion de
dieta ME, se limitaron a doblar las de la dieta STD. Una posible explicacion para un incremento tan
bajo podria ser que la melatonina, tras ser absorbida al interior del tracto digestivo, viaje a través de
la vena porta hepatica hasta el higado, donde un 92%-97% de toda la melatonina circulante se
degradaria en cada paso por el higado (Partridge y Mietus, 1980). Esta alta tasa catabdlica del
higado explicaria también la corta vida media de la hormona en el plasma encontrada en trucha (30
minutos), tras la administracion exégena de melatonina (Hernandez-Rauda et al., 2000). En el caso
de humanos, las concentraciones de melatonina son mayores en el higado que en la sangre
(Messner et al., 2001), y ain mayores en la bilis. De todos los tejidos y fluidos corporales estudiados
hasta ahora, es en esta secrecion donde se han encontrado las mayores concentraciones de
melatonina (Tan et al., 1999). En este estudio, hemos documentado por primera vez los valores de
melatonina en la bilis de los peces, con valores comprendidos entre 803,3 y 2.287,0 pg/ml en

lubinas alimentadas con la dieta STD, y detectando valores tan altos como 30.000 pg/ml tras
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administrar la dieta ME. Aunque no se conoce la funcién concreta de estas concentraciones tan
elevadas, Ekmekcioglu (2006) ha propuesto la existencia de una circulaciéon enterohepatica de
melatonina (lumen intestinal, vena porta, higado, bilis, lumen intestinal), cuyo resultado seria el de
de mantener un nivel protector de esta hormona en la mucosa gastrointestinal para hacer frente a la

posible oxidacion provocada por las secreciones digestivas.

Los peces criados en acuicultura estan expuestos temporalmente a condiciones
estresantes, debido a operaciones especiales de mantenimiento (por ejemplo, cambios de red,
muestreos, etc.), lo que podria afectar negativamente a los animales y elevar sus tasas de
enfermedad. El uso de medicamentos y anestésicos se ha considerado como una opcion posible
para reducir el estrés provocado en los peces por estas operaciones; pero el suplemento dietético
con aminoacidos naturales u hormonas, menos proclives a provocar efectos secundarios, se
presenta como una mejor opcidn. En nuestro estudio, en los peces alimentados con la dieta STD
aparecio un aumento progresivo de los niveles de cortisol en plasma, asociado probablemente al
método de muestreo elegido. A pesar de que los niveles de cortisol en estos peces no actuaban
como verdaderos controles, los tratamientos con ME o TRP demostraron ser efectivos para reducir
el cortisol en plasma. Por tanto, proponemos los suplementos dietéticos con ME o TRP para reducir
eficazmente el estrés de peces sometidos a practicas que lo provocan. Estos resultados indican que
tanto la dieta TRP como la ME reducen el cortisol plasmatico bajo las condiciones estresantes del

procedimiento de muestreo.

Se ha publicado que el suplemento dietético de triptéfano reduce los niveles de cortisol en
varias especies (Markus et al., 2000a; Koopmans et al., 2005), y este efecto puede venir dado por
un elevado nivel de melatonina circulante (Lepage et al., 2003). Sin embargo, en lubinas, la
disminucion de los niveles de cortisol provocada por el triptéfano no parece estar mediada por la
intervencion de la melatonina, puesto que las concentraciones de melatonina no aumentaron al
administrar triptéfano. Por otro lado, el triptéfano si que elevo los niveles de serotonina en plasma,
un neurotransmisor que parece ser beneficioso para hacer frente a situaciones de estrés (Markus et
al., 2000b). La actividad serotonérgica podria actuar a cualquier nivel del eje HPI y se ha sugerido
que lo hace a través de la activacion del hipocampo (@verli et al., 2004), aunque sigue sin
esclarecerse el papel bioldgico de la 5-HT en la secrecion del cortisol. La melatonina de la dieta no
tuvo efecto en la serotonina plasmatica, como ocurrié con el triptéfano, pero si tuvo el mismo efecto

inhibidor de los niveles de cortisol. Varios autores han demostrado que la melatonina actua como
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antagonista de los glucocorticoides en mamiferos (Konakchieva et al., 1998; Hardeland et al., 2006),
a través de su accidn directa sobre el hipotadlamo (Xu et al., 1995) o mediante un efecto directo
sobre las glandulas suprarrenales que inhiben su secrecion (Rao et al, 2001). Es mas, la
melatonina induce en el pez cebra un patrén parecido al suefio (Zhdanova et al., 2001). Existen
algunas similitudes y diferencias cuando comparamos nuestros resultados con los encontrados en
trucha arcoiris, en la que se observod que una dieta rica en triptéfano provoca tanto una elevada
actividad serotonérgica cerebral, como unos niveles elevados de melatonina en plasma (Winberg et
al., 2001). No obstante, los efectos de una dieta con triptéfano, tales como el aumento de la
tolerancia al estrés y la reduccion de las conductas agresivas, parecen venir dados por el sistema

serotonérgico cerebral, y no por un posible efecto de la melatonina (Lepage et al., 2005b).

Los ritmos de actividad locomotora pueden sincronizarse por la luz, pero también por la hora
de la alimentacion (Madrid et al., 2001). Nuestros datos, si bien deben ser tomados con precaucion
ya que sblo se registr6 la actividad locomotora de un tanque, muestran que las lubinas que
recibieron la dieta STD exhibieron una actividad diurna en su mayor parte (aproximadamente un
81%). Estos datos concuerdan con los de Begout-Anras (1995), quien observé que la lubina es
fundamentalmente diurna durante el verano. La administracion del triptéfano en la dieta provocd una
menor amplitud del ritmo de actividad. Por otro lado, la ingesta de melatonina produjo una répida
reduccion de la actividad locomotora que se prolong6é hasta el alba, apareciendo una fuerte FAA
160 minutos antes de la hora de la alimentacion. Estos resultados concuerdan con la conocida
funcién sincronizadora de la melatonina y con su efecto inhibidor sobre la actividad locomotora de

las especies diurnas (Murakami et al., 2001).

En conclusion, nuestros resultados muestran que los suplementos dietéticos diurnos de
melatonina, y no los de triptéfano, aumentan de forma efectiva las concentraciones de melatonina
en plasma. Sin embargo, ambas sustancias resultan ser igual de efectivas a la hora de reducir los
altos niveles de cortisol observados en los peces alimentados con una dieta estandar. El
suplemento dietético de triptéfano o melatonina puede ser una herramienta util en acuicultura para

reducir el estrés producido en lubinas por las practicas de cultivo.
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IV. DISCUSION GENERAL

En el presente estudio se investigaron los ritmos biolégicos de peces teledsteos y la
influencia de factores bioticos y abi6ticos en su sincronizacion. Se analizaron los ritmos de actividad
locomotora y alimentaria, asi como el caracter enddgeno y/o exégeno de los mismos, y la influencia
de los sincronizadores: luz y alimento (abittico y biético, respectivamente), utilizando como modelo
la tenca. A su vez, se profundizé en la relacion existente entre la estructura jerarquica de los grupos
de peces y los ritmos de actividad, ademas de la seleccion de macronutrientes. Para ello, se
estudiaron los ritmos de demanda voluntaria de alimento y la autoseleccion dietaria de individuos de
trucha alpina, mantenidos en grupo y marcados individualmente mediante PIT tag. Asimismo, se
analizd la influencia de los niveles endégenos de melatonina, modificados mediante la
administracion de melatonina exdgena y de su aminoacido precursor (triptéfano) en la dieta, sobre la

concentracion de cortisol y el ritmo de actividad locomotora en la lubina.

Los resultados obtenidos mostraron que la tenca es una especie de comportamiento
estrictamente nocturno, cuyos ritmos de actividad estan dirigidos de forma enddgena por un
marcapasos circadiano. Sin embargo, la influencia del marcapasos circadiano fue débil, ya que los
ritmos de curso libre no aparecieron en todos los individuos, y hubo cierta inestabilidad en sus
valores entre individuos. Ademas, se observo que la luz puede ejercer un importante efecto de
enmascaramiento, bloqueando la expresion del ritmo bioldgico. Asi, la duracion de la fase de
oscuridad determin6 de forma directa la duraciéon de la actividad locomotora en tencas, y su
comportamiento nocturno se mantuvo incluso cuando la intensidad de luz de la fotofase era muy
tenue (0,3 lux). Las tencas también conservaron su comportamiento locomotor nocturno incluso
cuando el alimento estaba solo disponible durante la fase de luz. En este caso eran capaces de
alimentarse durante la fotofase, manteniendo similares tasas de crecimiento a la de las tencas
alimentadas durante la fase de oscuridad, al menos durante el periodo de estudio. Sin embargo, el
grupo de peces alimentado durante la escotofase, al contrario que el alimentado durante la fase de
luz, mostré actividad anticipatoria al alimento. Se observdé que en condiciones de oscuridad
constante, las tencas sincronizaban su actividad al alimento suministrado de forma regular
(pudiendo desarrollar también actividad anticipatoria), y algunas entraron en curso libre cuando dejé

de suministrarse el alimento.
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Por lo general, los peces necesitan muy pocos ciclos de transicion para resincronizarse con
un nuevo ciclo LD. En roedores se ha comprobado que tras 6h de adelanto o retraso del ciclo luz-
oscuridad, los animales tardan 3-4 dias hasta que se sincronizan de nuevo. En la mayoria de los
peces estudiados, esto ocurre en tan solo 1 dia, sugiriendo que su reloj interno es faciimente
sincronizable y/o facilmente enmascarable por la luz, lo que caracteriza la plasticidad de los ritmos
bioldgicos en peces teledsteos (Reebs, 2002). De hecho, las caracteristicas de la luz a la que los
individuos estan expuestos influyen en el marcapasos circadiano, como por ejemplo la duracion del
fotoperiodo. El espectro luminico también afecta a la organizacién circadiana de los organismos
(Pohl, 1999; Ziv et al., 2007), teniendo determinadas longitudes de onda menor efecto en la
supresion de sintesis de melatonina que otras, en funcion de los pigmentos retinales del individuo y
de la hora de administracién del pulso de luz (Brainard et al., 1984; Honma et al., 1992). Asimismo,

los cambios en la intensidad luminica pueden inducir inversiones (Eriksson, 1978).

Los ritmos natatorios y de alimentacion no estan necesariamente en fase en todas las
especies de peces (Sanchez-Vazquez et al., 1996), (Vera et al., 2006). Sin embargo, se ha
observado que otros ciprinidos de ritmos locomotores mas flexibles, como el carpin dorado,
concentran sus ritmos de actividad cerca de la hora de alimentacion (Sanchez-Vazquez et al.,
1997). En este sentido, es frecuente que los patrones diarios sean el resultado de que se concentre
la actividad vital en el momento en que existe un balance adecuado entre una mayor disponibilidad
de alimento y un menor riesgo de predacion (Helfman, 1993). Del mismo modo, diversos procesos
biolégicos se activan anticipando horarios de alimentacion periodicos, no sélo en cuanto a
respuestas conductuales, como pueda ser el acercamiento hacia el area de comida (Brannas,
1998), sino también en cuanto a funciones gastrointestinales y metabdlicas (Vera et al., 2007), y
muchos de estos ritmos persisten durante varios ciclos si se interrumpe la alimentacion (Boulos y
Terman, 1980; Vera et al., 2007). Este hecho favorece un mejor aprovechamiento de la comida
disponible (Sanchez-Vazquez y Madrid, 2001), si bien no pudo demostrarse en el caso de las tencas
alimentadas durante la fase de luz. La falta de actividad anticipatoria en los peces alimentados
durante la fotofase se puede atribuir al efecto enmascarante de la luz que, a pesar de que inhibia su
actividad locomotora durante el dia, no impidi6 que pudieran alimentarse de forma eficiente. Estos
resultados sugieren que, aunque las tencas se ajustan a un nicho ecoldgico estrictamente nocturno,
la plasticidad en los ritmos les permite aumentar sus posibilidades de supervivencia en entornos
variables y adaptarse a los cambios que se produzcan en factores ambientales determinantes, como
la disponibilidad de alimento. Por otro lado, el hecho de que tras eliminar los estimulos luminicos y

suministrar alimento a un horario regular, la tenca sincronizara su actividad locomotora al alimento
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(mostrando en algunos casos actividad anticipatoria), indican que el horario regular de alimentacion
actlia como un verdadero zeitgeber en esta especie. Estos resultados estan de acuerdo con la
teoria multioscilatoria, en la que al menos dos marcapasos diferentes: uno sincronizado por la luz
(LEP, "Light entrainable pacemaker") y otro por el alimento (FEP “Feeding entrainable pacemaker”)
organizan el sistema circadiano (Aschoff y Weber, 1976; Mistlberger, 1994). Ademas, otros factores,
biéticos y abidticos (distintos de la luz y el alimento), pueden también sincronizar los ritmos de

actividad en peces (Zhdanova y Reebs, 2006).

La flexibilidad en los ritmos de actividad propia de los peces es mas evidente en las otras
dos especies estudiadas: trucha alpina y lubina. De hecho, son especies de comportamiento dual,
en las que algunos individuos presentan ritmos de actividad nocturnos y otros, diurnos y, a su vez,
el mismo individuo puede mostrar inversiones de fase (Sanchez-Vazquez et al., 1995b; Alanara y
Brannas, 1997). El dualismo puede ser secuencial (e.g. cambios estacionales) o concurrente (en un
mismo momento, hay individuos diurnos y nocturnos) (Alanéra y Brannas, 1997) y ambos tipos de
dualismo parecen darse tanto en lubina como en Arctic charr. En el caso de la lubina, las
inversiones parecen estar relacionadas con factores como las estaciones del afio o la disponibilidad
de alimento (Bengout Anras, 1995; Sanchez-Vazquez et al., 1998b). No obstante, ya que en lubina
no se han empleado técnicas para diferenciar el comportamiento de cada individuo dentro del
grupo, no ha podido demostrarse lo que en otras especies de peces (incluida la trucha alpina),
donde algunos estudios indican que, ademéas de aquellos factores, el dualismo concurrente entre
individuos de un grupo puede aparecer como consecuencia de las relaciones sociales que se crean
con la finalidad de evitar competencia intraespecifica (Randolph y Clemens, 1976; Kadri et al., 1997;
Alanara y Brannas, 1997; Alanara et al., 2001; Chen et al., 2002).

En el experimento llevado a cabo con 20 individuos de trucha alpina por tanque, se observo
que los comederos a demanda eran activados 24 horas al dia. Pero en los estudios que se realizan
con grupos de peces, es interesante saber si un determinado comportamiento es propio del grupo o
solamente de un pez individual. Para conocer qué peces estaban activando los dispensadores y
cuando lo hacian, se utilizo el marcaje individual mediante PIT tag (Brannas y Alanara, 1993), con el
fin de determinar la relacion existente entre la estructura social del grupo de peces y la activacion de
los diferentes comederos. Mediante esta técnica, se observd que muy pocos peces en cada tanque
(1-4 individuos) realizaban la mayoria de las activaciones de los dispensadores y que ademas, éstos
se distribuian espacial y temporalmente los tres comederos que se habian ubicado en cada uno de

los tanques de experimentacion. De esta manera, algunos individuos eran diurnos, mientras que
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otros eran nocturnos, y algunos podian incluso activar determinados comederos durante la fotofase
y otros comederos diferentes durante la escotofase, contribuyendo en su totalidad a un registro
continuado de demandas a lo largo de todo el ciclo diario. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Alanara et al. (1997) y apoyan la teoria de que la competencia intraespecifica
puede determinar los ritmos de actividad de los individuos mantenidos en grupo, al menos en
algunas especies de peces como la trucha alpina. Por el contrario, en tenca esto no ocurri6 y sus

ritmos de actividad estrictamente nocturnos, se mantuvieron incluso en grupos muy numerosos.

Tras una fase en la que los tres comederos ubicados por tanque dispensaban dieta
estandar, se procedid a rellenar cada uno de los reservorios con una dieta diferente de
macronutrientes, para verificar si la metodologia empleada nos permitia ademas estudiar cémo
afectaba el comportamiento social en la autoseleccion dietaria. Efectivamente, la identificaciéon de
cada uno de los individuos permitié comprobar que las contribuciones individuales de seleccion de
macronutrientes, servian para obtener un patrén global de seleccion bastante balanceado, si bien
existieron diferencias entre tanques y fundamentalmente entre los individuos de los diferentes
tanques (debidas principalmente a la territorialidad). Por este motivo, la autoseleccion dietaria en la
trucha alpina no parece ser una herramienta muy fiable para disefiar dietas especificas en base a
las preferencias de los peces, al contrario que en otras especies de peces como en lubina (Rubio et
al., 2003). No obstante, el empleo del marcaje individual combinado con el uso de dispensadores
conteniendo dietas de macronutrientes, supuso una metodologia de gran utilidad para profundizar
no solo en los ritmos de actividad, sino también en el comportamiento alimentario de los individuos
de trucha alpina dentro del grupo. Sus posibilidades en este sentido son numerosas: diferencias en
la seleccién dietaria entre el dia y la noche, demanda de macronutrientes de los individuos mas

activos del tanque, etc.

En otros experimentos ya se habia observado que los individuos mas activos o lideres de
grupo, activaban los comederos no solo para alimentarse a si mismos, sino también para alimentar
al resto de los individuos del tanque (Alanara y Brannas, 1996). Generalmente, se ha asumido que
los peces mas activos son los peces dominantes (Bailey et al., 2000), debido a que los niveles
elevados de cortisol y serotonina cerebral en los individuos subordinados puede generar una
inhibicion de la actividad (Winberg y Nilsson, 1993a; 1993b) y una menor tasa de crecimiento en
varias especies, incluida la trucha alpina (Alanara et al., 1998), aunque esto Ultimo no ocurria en
lubina (Covés et al., 2006). Determinados estudios han demostrado que la serotonina cerebral

aumentaba en peces sometidos a condiciones de estrés (Winberg y Nilson, 1993) y que el
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incremento de serotonina disminuia la ingesta (Rubio et al., 2006). Al parecer, en peces
subordinados la serotonina cerebral aumenta y se prolonga este aumento durante 20 dias, mientras
que en dominantes, tras un encuentro agresivo, vuelve a niveles basales tras 2 horas. Esto mismo

ocurria con el cortisol (Gilmour et al., 2005).

Aunque se desconoce cual es el vinculo fisiologico entre la ruta del cortisol y la de la
serotonina-melatonina, varias evidencias sugieren que puede existir un control de la secrecion de
cortisol por la monoamina serotonina. De hecho, Hoglund et al. (2001) observaron una correlacion
entre la serotonina y la ACTH, y por consiguiente el cortisol, en donde la elevaciéon de dopamina,
especialmente en individuos dominantes, favorecia que elevados valores de cortisol volvieran a
niveles basales y contrarrestaba el incremento de actividad serotoninérgica cerebral inducido por el
estrés. Otras evidencias del vinculo comentado, incluyen la correlacidn entre la actividad
serotoninérgica y el cortisol plasmatico (Winberg y Lepage, 1998; @verli et al., 1999a; 1999b), los
cambios dosis-dependientes en el cortisol circulante provocados por la administracion de un
agonista del receptor de serotonina (Winberg et al., 1997; Hoglund et al., 2002) y la modulacion de
cortisol bajo condiciones de estrés tras suministrar triptéfano (Lepage et al., 2002; 2003). El cortisol
mantiene la homeostasis en condiciones de estrés, movilizando energia (libera glucosa) y
favoreciendo que el organismo pueda satisfacer su mayor demanda metabdlica (Mommsen et al.,
1999). En principio, niveles elevados de cortisol pueden disminuir la ingesta (Gregory y Word, 1999).
Pero si el estrés es cronico, el cortisol puede estimular la ingesta, si bien no se produce crecimiento

(Bernier et al., 2004) debido a que aumenta la tasa metabdlica (Barton e Iwama, 1991).

En trucha alpina, Alanara et al. (1998) encontraron que los individuos que llevaban a cabo
un gran numero de demandas en los comederos, mostraban elevadas tasas de crecimiento y baja
actividad serotoninérgica, mientras que aquellos con bajo o0 nulo nimero de demandas, tenian bajas
tasas de crecimiento y elevados niveles de serotonina. De esta manera, la serotonina podria
utilizarse como marcador neuroquimico de estrés y de rango social en salménidos (Wiberg y
Nilsson, 1993a).

En salmones los individuos dominantes mostraban un patron de actividad diurno, mientras
que los individuos menos competitivos evitaban confrontaciones, restringiendo su actividad a horas
de oscuridad. Esto era debido a que durante la noche se producia una reduccion de la agresividad
en los salmones, permitiendo la cercania de coespecificos de menor rango social (Fraser et al.,

1993). Los niveles de melatonina permanecen altos durante la noche y bajos durante la fase de luz.
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Los efectos hipnoticos de la melatonina provocan un descenso de la actividad locomotora y un
estado de somnolencia en el pez cebra, una especie diurna (Zhdanova et al., 2001). Este efecto
estd mediado via receptores especificos de la melatonina, ya que los antagonistas de los receptores
de melatonina atenuan o bloquean este efecto (si bien no se conoce la localizacidn de la estructura
responsable) (Zhdanova et al., 2001). Ademas, durante la noche, cuando los niveles de melatonina
aumentan, los de cortisol suelen ser bajos, como ocurre en lubina (Garcia-Allegue et al., 2001 y
Cerda-Reverter et al., 1998). En el caso de los salmones, la disminucién de agresividad observada
durante la noche, podria suponerse mediada por la melatonina, si bien seria necesario realizar

experimentos en este sentido, para clarificar esta cuestion.

En cualquier caso, nuestros resultados obtenidos en lubina estarian de acuerdo con esta
teoria, ya que tras la administracion oral de melatonina o de su aminoacido precursor (triptéfano),
los niveles de cortisol se mantuvieron estables en los distintos puntos de muestreo, al contrario que
en lubinas alimentadas con dieta estdndar sin suplementar, en las que se observd un aumento
progresivo de los niveles de cortisol. Nuestros resultados sugieren un papel antiestrés del triptéfano

y de la melatonina exdgenos en lubina.

Ademas se demostro la asimilacidn del triptéfano y de la melatonina suplementadas en la
dieta, al comprobar que el suplemento dietético de melatonina aumenté los niveles de melatonina
en plasma, intestino y bilis. Aunque el suplemento de triptéfano no provocé incrementos en los
niveles de melatonina, si aumentaron los niveles de serotonina en sangre, confirmando la

biodisponibilidad del triptéfano para la sintesis de la serotonina.

El suplemento de triptéfano en la dieta es eficaz para contrarrestar los niveles de cortisol
cuando se suministra durante una semana (Lepage et al., 2003). Su utilizacién puede resultar de
interés para minimizar los efectos del estrés a los que los peces de cultivo se ven sometidos durante
operaciones especiales de mantenimiento (transporte, cambio de redes, etc.). Al tratarse de un
aminoacido esencial, el tratamiento no produciria los efectos secundarios negativos que pueden

conllevar otros tratamientos con antibi6ticos u otras sustancias de sintesis quimica.

La melatonina desarrolla un importante papel en la organizacidn circadiana de las especies,
pero ademas presenta propiedades antioxidantes, inmunoestimulantes y antiestrés, e interviene en
la regulacion de la maduracion gonadal. Por todo ello, demostrar su asimilacion tras ser

administrada en la dieta y su efecto de contrarrestar los niveles de cortisol, es de aplicacion en el
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cultivo de especies de acuicultura. Este estudio es de especial relevancia en la lubina, cuya
sensibilidad a los agentes estresantes parece ser superior a las de otras especies de peces (Rotllant
et al., 2003). El efecto del mantenimiento de los niveles de cortisol, puede asociarse a elevados
niveles de triptéfano, serotonina o melatonina. En el caso del suplemento de triptéfano, este efecto
parece estar mediado por la serotonina, puesto que no provoco un aumento de la melatonina. Sin
embargo, el efecto antiestrés observado tras administrar melatonina parece, sin embargo, estar
mediado directamente por efecto de la misma. En mamiferos, se ha sugerido que la melatonina
contrarresta el incremento de glucocorticoides inducido por estrés, a través de sus efectos a nivel
del hipotalamo (Xu et al., 1995) o bien mediante una accién directa sobre las glandulas adrenales,

inhibiendo su secrecion (Rao et al., 2001).

El tratamiento con melatonina sincronizo la actividad locomotora de la lubina, aunque estos
resultados deben ser considerados con cautela, ya que fueron obtenidos a partir del registro de un
solo tanque. Tras administrar melatonina en la dieta, esta especie dual concentrd sus ritmos de
actividad en la hora de la alimentacion. La ingesta de alimento parece estimular la produccién de
melatonina en el digestivo (Lepage et al, 2005a; Vera et al., 2007), y el aumento en la
concentracion de melatonina en respuesta al alimento puede encarrilar la secuencia de los procesos
digestivos esenciales para el mejor aprovechamiento de la alimentacion (Bubenik et al., 1996). En
diversos animales se ha observado el papel sincronizador de la melatonina exégena (Redman et al.,
1983; Agez et al., 2007). Esta sincronizacion puede verse afectada por diversos factores, como la
via de administracion, la dosis suministrada, la duracién de la infusién de melatonina, las
caracteristicas iniciales del comportamiento del animal (Pitrosky et al., 1999; Pertsov, 2006) y el
momento de la administracién, que puede afectar a la densidad o afinidad de los receptores (ligo et
al., 2003; Agez et al., 2007). En ratas, otro de los factores que afectd fue la duracion de la infusion
de melatonina, observandose una mejor sicronizacion en infusiones de 1 u 8 horas de duracion, que
en aquellas de 18 horas, sin que la pinealectomia modificase estos resultados (Pitrosky et al.,
1999). Ademas, se ha comprobado que los genes reloj en ratas no estan directamente involucrados
en la resincronizacion tras la administracién de melatonina, si bien los receptores nucleares
huérfanos (NORs) si parecen estarlo, pudiendo influenciar el marcapasos del SCN a través de la
expresion de Bmal1 (Agez et al., 2007).

En peces, la melatonina se ha suministrado inyectada o bien en implantes, sin que hasta la
realizacion de nuestro trabajo se hubiese probado su asimilacion en plasma y tejidos, tras la

administracion oral con la dieta. Esta ultima via de administracion facilita su utilizacion para futuras
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investigaciones, asi como en instalaciones de acuicultura. En resumen, profundizar en los aspectos
endocrinoldgicos de los ritmos biolégicos y sus efectos sobre los ritmos de actividad y los
mecanismos circadianos en peces teledsteos, aporta informacién interesante en cuanto a la
actividad y comportamiento de los individuos estudiados y su conducta en grupo. Ademas, puede
ser clave para comprender el patron de actividad dual en determinadas especies de peces, como en
lubina y trucha alpina, debido a las alteraciones fisioldgicas y conductuales que se generan por la

administraciéon de melatonina exdgena, la competencia intraespecifica y/u otros sincronizadores.

Con los estudios planteados en esta Tesis doctoral, se ha conseguido una informacién Util
para disefiar estrategias adecuadas en el cultivo de las especies Tinca tinca, Salvelinus alpinus y
Dicentrarchus labrax, que introducira mejoras en las etapas de produccidn, incrementando el

bienestar animal y reduciendo los costes de produccion.
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V. CONCLUSIONES

La tenca presenta un ritmo diario de actividad estrictamente nocturno, que se sincroniza
paulatinamente en algunos individuos tras invertir el ciclo LD y persiste bajo condiciones de
curso libre, revelando su naturaleza circadiana y la existencia de un marcapasos encarrilado por

la luz.

La fase activa de la tenca esta controlada directamente por la duracién del fotoperiodo y su
conducta estrictamente nocturna persiste aun bajo condiciones de luz muy tenue (0,3 lux). Estos
resultados muestran que la luz ejerce un importante efecto de enmascaramiento en los ritmos
de actividad de la tenca, bloqueando a menudo la expresion de un débil marcapasos circadiano
caracteristico de peces. El patrén nocturno de actividad locomotora no se vio modificado por la
densidad de animales, ni por el suministro diurno de alimento, por lo que ademas de actuar
como factor enmascarante, la luz aparece como el zeitgeber estudiado de mayor relevancia en

la sincronizacién de los ritmos diarios de actividad en tenca.

Los ritmos de alimentacion a demanda en la tenca son también nocturnos, y en condiciones de
oscuridad constante sincroniza su actividad motora a la alimentacion regular (mostrando
actividad anticipatoria), lo que indica la existencia de un marcapasos encarrilado por el alimento.
Nuestros resultados apoyan la teoria multioscilatoria, en la que al menos dos marcapasos
enddgenos que se sincronizan con factores ambientales (luz y alimento), conducen los ritmos
biolégicos. Ademas, la tenca tiene capacidad para alimentarse durante el dia de forma efectiva;
esta flexibilidad le permite un mayor acceso al alimento y por tanto, mayores posibilidades de

supervivencia en entornos variables.

La nueva metodologia presentada, combinando el uso de PIT tags con varios comederos
autodemanda que contienen dietas incompletas de macronutrientes, permitié un seguimiento de
la actividad alimentaria en individuos de trucha alpina mantenidos en grupo. Los individuos de
trucha alpina presentan una fuerte competencia intraespecifica que causa la preferencia por uno
0 varios comederos en un horario concreto. Este efecto provoca actividad dual concurrente en
los ritmos de demanda de alimento, y una cierta dispersion en los patrones de seleccion de

macronutrientes entre individuos. La metodologia ensayada es de utilidad para realizar estudios
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de comportamiento alimentario, puede emplearse en otras especies de peces y presenta

posibilidades de incorporar mejoras adicionales.

5. El suplemento dietético de triptéfano aumenta los niveles de serotonina en sangre, confirmando
la biodisponibilidad del triptéfano para la sintesis de la serotonina. Sin embargo, no aumenta los

niveles de melatonina en plasma, intestino o bilis.

6. El suplemento dietético de melatonina, al contrario que el de triptéfano, aumenta las

concentraciones de melatonina en plasma, intestino y bilis muy significativamente.

7. Tanto el suplemento dietario de triptéfano como el de melatonina tras 7 dias de administracién,
contrarrestan los altos niveles de cortisol plasmatico observados en lubina sometida a la
manipulacion que exige el muestreo de los animales. Ademas, la actividad locomotora en lubina

puede ser sincronizada por la administracion regular de la dieta suplementada con melatonina.
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VIl. GLOSARIO

AA-NAT.- enzima arilalkilamina N-acetiltransferasa (AA-NAT). Convierte la serotonina en N-
acetilserotonina y estd comunmente aceptada como la hormona limitante de la sintesis de
melatonina.

Acrofase.- (del gr. 'dkpoc , en lo mas alto + @dai¢ , manifestacion), punto de maximo valor en la
amplitud de una onda media, opuesto a la batifase o punto de minimo valor.

Actograma.- representacion grafica que muestra la expresion de una variable a lo largo de 24
horas, durante varios dias.

Alfa (a).- Fase de actividad de un individuo. Se opone a la fase rho o de reposo.

Amplitud.- es la diferencia entre los valores maximo y minimo de la onda media.

ANOVA - andlisis de la varianza.

Batifase.- (del gr. fabuc, profundo + @doig, manifestacion), punto de minimo valor en la amplitud de
una onda media, opuesto a la acrofase o punto de maximo valor.

°C.- grados centigrados.

C.- abreviatura utilizada para los carbohidratos.

Ciclo.- (del gr. kUkAog, circulo), es la menor distancia a partir de la cual una onda periodica se
repite.

Circadiano.- (del lat. circa, alrededor de, cerca + dies, dia), alrededor de un dia. Cuando se refiere
al ritmo, implica el control endogeno de una periodicidad aproximada de 24 horas.

COR.- cortisol, hormona esteroide conocida como la “hormona del estrés”, debido a que las
condiciones de estrés incrementan sus concentraciones plasmaticas para movilizar energia (ya que
libera glucosa), y favorecer que el organismo pueda satisfacer su mayor demanda metabolica.
Cronobiologia.- (del gr. xpévog, tiempo + Biog, vida + Aoyia, ciencia), ciencia que estudia los ritmos
biolégicos.

Curso libre o free-running.- condiciones en las que, en ausencia de sincronizadores externos, el
marcapasos circadiano oscila con periodo enddgeno o tau proximo a 24h, haciendo que el animal
muestre unos ritmos de actividad de duracion igual al periodo enddgeno.

DD.- (del ingl. Dark/Dark) condiciones de oscuridad constante.

Dia subjetivo.- fase del ritmo enddgeno en la que el organismo, cuando se encuentra en curso libre
o condiciones ambientales constantes, se comporta como si fuese de dia.

Diurno.- dicese del individuo o especie que es activo durante la fase de luz del fotoperiodo.
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Dual.- individuo o especie genéticamente habilitado para desarrollar su activad diaria
indistintamente durante la fase de oscuridad, o bien, de luz del fotoperiodo, y puede llevar a cabo
inversiones de fase a lo largo de su ciclo de vida, de nocturno a diurno y viceversa.

ELISA.- enzimo inmunoensayo. Técnica utilizada para cuantificar la concentracion de una sustancia
en un medio. Se basa en la unién de un antigeno inmovilizado sobre una fase sélida, con su
anticuerpo. La reaccion genera, directa o indirectamente, un producto que puede ser medido
espectrofotométricamente.

Encarrilamiento.- acoplamiento del ritmo enddgeno a un ritmo ambiental.

Endogeno.- (del gr. évdov, dentro + yevvdv, generar, producir), intrinseco al organismo, que se
origina por causas internas. Cuando se habla de ritmo endégeno, se refiere al ritmo que desarrolla
un sujeto en ausencia de informacién ambiental externa, debido a mecanismos internos.
Enmascaramiento.- modificacion de la expresion del ritmo de un organismo, debido a un factor
ambiental que no actla sobre el marcapasos circadiano.

Escotofase.- (del gr. okorog, tiniebla + @doig, manifestacion), noche o fase de oscuridad del
fotoperiodo.

Exdgeno.- (del gr. ‘éw, dentro + yevvdv, generar, producir), que se debe a causas externas.

F.- (del ingl. fat) abreviatura utilizada para los lipidos o la grasa.

FAA.- (del ingl. feeding + anticipatory + activity), se refiere a la actividad anticipatoria previa al
horario regular de alimentacidn, que un animal desarrolla debido a mecanismos enddgenos.

Factor enmascarante.- estimulo ritmico ambiental que influye directamente sobre la expresion del
ritmo circadiano del organismo, pero sin actuar sobre su marcapasos circadiano.

Fase.- estado diferente de otro, por el que se pasa para el desarrollo 0 consecucion de un ciclo.
FEP.- (del ingl. feeding + entrainable + pacemaker), se refiere al oscilador que es encarrilado por el
alimento.

Fotofase.- (del gr. pwc¢ , luz + @doic , manifestacion), fase de luz del fotoperiodo, contraria a la
escotofase.

Free-running.- (del ing.). Véase curso libre.

GIT - (del ingl. gastrointestinal tract), tracto gastrointestinal.

HIOMT.- enzima hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT). Convierte la N-acetilserotonina en
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina).

HPL.- eje hipotalamo-pituitaria-interrenal. Es equivalente al eje HPA (hipotalamo-pituitaria-adrenal)
de mamiferos. Se activa bajo condiciones de estrés, conduciendo a la produccion y liberacion del

cortisol por las células interrenales.
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LD.- (del ingl. Light/Dark), se refiere a las fases del fotoperiodo, de luz y oscuridad. Generalmente
va seguido de la duracién de cada uno de los ciclos separados por dos puntos, esto es, LD 14:10,
que significaria que las 24 h del dia quedan divididas en 14 horas de luz y 10 de oscuridad.

LEP.- (del ingl. light + entrainable + pacemaker), se refiere al oscilador que es encarrilado por la luz.
LL.- (del ingl. Light/Light), condiciones de luz constante.

Marcapasos circadiano.- estructura endégena generadora de ritmos diarios.

ME diet.- abreviatura utilizada para dieta comercial regranulada y suplementada con melatonina
Multioscilatorio.- hace referencia al sistema circadiano compuesto por varios osciladores o relojes
circadianos, relacionados entre si para dar lugar a la expresion del ritmo.

Noche subjetiva.- fase del ritmo enddgeno en el cual, un animal que se encuentra en curso libre, se
comporta como si fuese de noche.

Nocturno.- dicese del individuo o especie que es activo durante la fase de oscuridad del
fotoperiodo.

Onda media.- analisis del ritmo de la fase de actividad y reposo media de todos los animales
estudiados.

Oscilador circadiano.- estructura interna del organismo capaz de generar ritmos.

P.- abreviatura utilizada para la proteina.

Periodo.- el intervalo de tiempo necesario para completar un ciclo repetitivo.

Periodo enddgeno.- también llamado fau, se representa por la letra griega t e indica la duracion
del ciclo del marcapasos circadiano de un individuo o especie, se manifiesta cuando no esta sujeto
a sincronizadores externos.

Periodograma.- representacion grafica de los posibles periodos de un ritmo explicados por el
porcentaje de variacion entre sus datos, de la que se obtiene el periodo enddgeno de un sujeto.

PIT tag.- (del ingl. passive + integrated + transponder), son las marcas electronicas internas o
marcas PIT, que consisten en un transmisor pasivo integrado que se inyecta en un sujeto y se
detecta por una antena, con el fin de identificar y diferenciar a cada individuo de los demas.

RIA.- radioinmunoensayo. Técnica empleada para cuantificar la concentracion de una sustancia en
un medio. Para ello, se une un isétopo radiactivo al anticuerpo, siendo posible la cuantificacion del
complejo antigeno-anticuerpo a través de la radiactividad emitida.

Ritmo circadiano.- ritmo endégeno automantenido de aproximadamente 24h.

Ritmo diario.- patrdn ciclico que tiene una periodicidad de 24h.

NSQ.- nucleo supraquiasmatico (también SCN, en inglés), estructura localizada en el hipotalamo de
mamiferos, en la que se localiza el marcapasos central. En peces, no se ha demostrado la

existencia del NSQ.
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S.E.M.- error estandar de la media.

Sincronizacion.- acoplamiento del ritmo del animal con un estimulo ritmico ambiental. Al contrario
que el encarrilamiento, no implica la intervencion del componente enddgeno. Esto es, la
sincronizacion también se puede producir por factores enmascarantes.

Sincronizador.- también llamado zeitgeber, factor ambiental capaz de actuar sobre el marcapasos
circadiano de un organismo, encarrilando su ritmo bioldgico.

STD diet.- abreviatura utilizada para dieta estandar, indica que se trata de la dieta comercial,
regranulada sin suplementar.

Tau (t).- véase periodo endogeno.

Transductor.- parte del organismo que transforma los estimulos ambientales en una sefial capaz
de ser captada como informacion por el cerebro, como la retina que transforma el estimulo visual y
transmite la informacion (en este ejemplo, la luminica) hasta el reloj enddgeno.

TRP diet.- abreviatura utilizada para dieta comercial regranulada y suplementada con triptéfano.
Triptéfano.- aminoacido esencial precursor de la serotonina y de la melatonina.

Zeitgeber.- término que proviene del aleman y significa “dador de tiempo”. Véase sincronizador.
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VIIl. ASPECTOS ETICOS Y GENERALES

Los Unicos animales que han sido utilizados para los experimentos de esta tesis son tencas,
truchas articas y lubinas, cuidadas bajo condiciones normales de mantenimiento. No se han
utilizado animales transgénicos ni se han aplicado modificaciones genéticas. Los experimentos han

seguido en todo momento la legislacion vigente para la proteccidn de animales de experimentacion.

Esta tesis se vincula al area de conocimiento de Fisiologia Animal, y mas especificamente

se encuadra en el tema de acuicultura, nutricidn y cronobiologia.
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IX. ANEXOS: PRODUCCION CIENTIFICA Y OTROS

ANEXO |: PRODUCCION CIENTIFICA

Durante la elaboracion de la presente Tesis Doctoral se ha obtenido la siguiente produccién

cientifica:

Publicaciones (original papers)

Herrero, M.J.; Madrid, J.A.; Sanchez-Véazquez, F.J. 2003. Entrainment to light of circadian activity
rhythms in tench (Tinca tinca). Chronobiol. Int. 20: 1001-1017.

Herrero, M.J.; Pascual, M.; Madrid, J.A.; Sdnchez-Vazquez, F.J. 2005. Demand-feeding rhythms and

feeding-entrainment of locomotor activity in tench (Tinca tinca). Physiol. Behav. 84: 595-605.

Herrero, M.J.; Miguez, J.M.; Martinez, F.J.; Madrid, J.A. 2007. Response to dietary tryptophan and
melatonin supplementation on plasma and gastrointestinal melatonin, cortisol and activity rhythms of

European sea bass (Dicentrarchus labrax). J. Comp. Physiol. B. 177: 319-326.

Herrero, M.J.; Brannas, E.; Madrid, J.A.; Sanchez-Vazquez, F.J. Daily rhythms of dietary selection in
individual fish within a group, using PIT tag and multiple self-feeders with incomplete macronutrient
diets in Arctic charr (Salvelinus alpinus). En preparacion.

Congresos

Herrero, M.J.; Madrid, J.A.; Sanchez-Véazquez, F.J. Ritmo de actividad locomotora y alimentaria en

tenca. IX Congreso Nacional de Acuicultura. Ponencia oral. Cadiz, 2003.
Herrero, M.J.; Fallola, C.; Pascual, M.; Madrid, J.A.; Sanchez-Vazquez, F.J. Demand-feeding

rhythms and feeding entrainment of locomotor activity rhythms in tench. | Congreso Mundial de

Cronobiologia. Péster. Sapporo (Japdn), 2003.
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Vera, L.M.; Herrero, M.J.; Madrid, J.A.; Sédnchez-Vazquez, F.J. Daily plasma and ocular melatonin
rhythms in Tench. (Tinca tinca) exposed to low light intensities. | Congreso Mundial de

Cronobiologia. Péster. Sapporo (Japdn), 2003.

Herrero, M.J.; Garcia-Vizcaino, E.M.; Madrid, J.A.; Sanchez-Vazquez, F.J. Influence of lunar cycles
on locomotor activity rhythms in tench exposed to natural moonlight. VI Congreso Internacional

sobre Biologia de Peces. Péster. Manaus (Brasil), 2004.

Herrero, M.J.; Madrid, J.A.; Sanchez-Vazquez, F.J. Influence of the lunar phase on the locomotor

activity and feeding in tench. IV Jornada Internacional Sobre Tenca. Wierzba (Polonia), 2004.

Herrero, M.J.; Brannas, E.; Madrid, J.A.; Sanchez-Vazquez, F.J. Dietary selection in individual Arctic
charr using multiple self-feeders with incomplete macronutrient diet. Congreso Europeo de
Acuicultura. Ponencia oral. Barcelona, 2004.

Herrero, M.J.; Miguez, J.M.; Martinez, F.J.; Madrid, J.A. Response to dietary tryptophan and
melatonin supplementation on plasma and gastrointestinal melatonin, cortisol and activity rhythms of
European sea bass. XXIlI Congreso de Endocrindlogos Europeos. Ponencia oral. Manchester
(Reino Unido), 2006.
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ANEXO II: PROYECTOS DE INVESTIGACION Y BECAS

La presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo asociada de los siguientes proyectos de

investigacion:

1. Dietary self-selection in fish: a geometrical approach for optimising aquaculture production.
Comisién Europea, Concerted Action (QLRT-2000-00989). 2001-2004. FJSV.

2. Ritmos de alimentacion en peces: mecanismos centrales de regulacion y sincronizacion
ambiental. MCYT. 2002-2004. FJSV.

3. Aplicacion de la autoseleccion de macronutrientes mediante comederos a demanda para el
disefio de dietas de dos nuevas especies: sargo picudo (Diplodus puntazzo) y lenguado (Solea
senegalensis). MCYT. 2002-2004. JAMP.

4. “REGULACION NEUROENDOCRINA Y AMBIENTAL DE LA ALIMENTACION EN LOS PECES”
Subproyecto vinculado a la Universidad de Murcia “Regulacion de la ingesta de alimento en
peces. Papel del sistema circadiano”. MCYT. 2005-2006. JAMP.

Durante este periodo, la doctoranda ha disfrutado de los siguientes contratos/becas:

1. Contrato de Titulado Superior en Proyectos de Investigacion, asociado a la Accion Concertada
Dietary self-selection in fish: a geometrical approach for optimising aquaculture production.
(QLRT-2000-00989). 2001-2004. FJSV.

Entidad concesora: Universidad de Murcia (con cargo a proyecto de la Comisién Europea).

Duracion: 3 afnos.
2. Beca de Investigacion. 2005-2006.

Entidad concesora: Fundacion Grupo Eroski.

Duracién: 1 afo.
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ANEXO lIl: ASISTENCIA A REUNIONES Y ESTANCIAS REALIZADAS

Asistencia a Jornadas y Reuniones Cientificas

| Reunion Proyecto Europeo (Accién Concertada) “Dietary Self-Selection in Fish”. Murcia, 19-20
de enero 2002.

| Reunion Proyecto “Ritmos en Peces”. Madrid, 22 de mayo 2002.

[l Reunién Proyecto Europeo “Dietary Self-Selection in Fish”. Bergen (Noruega), 18 de junio
2002.

“‘European Research 2002” Conference. Bruselas (Bélgica), 11-13 noviembre del 2002.

[l Reunién Proyecto Europeo (Accion Concertada) “Dietary Self-Selection in Fish”. Tervo
(Finlandia), 13-15 de noviembre 2002.

IV Reunion Proyecto Europeo (Accién Concertada) “Dietary Self-Selection in Fish”. Umea
(Suecia), 28 de abril 2003.

| Jornadas Cientifico-Técnicas Andalucia-Marruecos. “Diversificacion de Especies Marinas en
Acuicultura®. Cadiz, marzo 2004.

‘Acuicultura I: Biologia Marina, Reproduccion y Desarrollo” y “Acuicultura II: Cultivo y
alimentacion de peces”. Universidad del Mar. Cartagena (Murcia), septiembre 2004.

VI Reunién Proyecto Europeo (Accion Concertada) “Dietary Self-Selection in Fish”. Mallorca, 29-
30 de septiembre 2004.

Jornadas “Acuicultura en Mar Abierto”. DAP. Cadiz, 13-14 de junio 2006.

Jornadas Técnicas de Acuicultura “Acui 2006”. Villagarcia de Arousa (Pontevedra), 5-7
septiembre 2006.

“Congreso Virtual de Acuicultura CIVA 2006”.

“Foro Jacumar sobre viveros marinos”. Madrid, 28 de marzo 2007.

‘| Jornadas del OESA de Acuicultura”. Pazo Marifian (La Corufia), 27-28 de abril 2007.

Estancias en otros centros:

Centro: Dpto. de Acuicultura. Swedish University of Agricultural Sciences.

Localidad: Umea

Pais: Suecia
Fecha: 2003

Duracion: 2 semanas
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Centro: Centro de Acuicultura “Las Vegas del Guadiana”
Localidad: Villafranco del Guadiana (Badajoz)

Pais: Espafia

Fecha: 2003

Duracion: 2 semanas

Centro: Facultad de Ciencias del Mar. Universidad de Vigo.

Localidad: Vigo
Pais: Espafia
Fecha: 2005

Duracion: 1 semana
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