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Evaluation of PhD Thesis 
 
 
The thesis “Ritmos biológicos y relojes moleculares en teleósteos: ontogenia y 

sincronización a los ciclos diarios de luz y alimentación” submitted by Jose Antonio 

Sánchez Férez to get the PhD. degree in Biology of the Universidad de Murcia (Spain) 

reports a very interesting set of experiments that appear to have been carried out to a high 

standard and interpreted appropriately. 

The aim of the study was to investigate the molecular circadian clock in teleosts and to 

verify its entrainment to light-dark and feeding cycles using as models four different 

species: the Zebrafish Danio rerio, the European sea bass Dicentrarchus labrax, Rainbow 

trout Oncorhynchus mykiss and the sea bream Sparus auratus.  

To approach the aim, as first step, Sánchez Férez cloned Per1, a cardinal clock 

component in fish, in the European sea bass and verifies its daily expression in central and 

peripheral oscillators. Subsequently, using as molecular tool Per1 mRNA expression, he 

investigated the ontogeny of circadian clock in sea bass and rainbow trout larvae exposed 

to different lighting conditions. Interestingly, he showed that some lighting conditions such 

as constant light, constant darkness or exposition to red light delayed the emergence of 

Per1 rhythmic expression.  

In the second part of the research, using as animal model the zebrafish, Sánchez Férez 

investigated the feeding entrainment of the daily rhythmicity both at behavioural (locomotor 

activity rhythm) and at molecular (Per1 and Cry1 mRNA expression) level.  Intriguingly, he 

showed that daily feeding at a fix time influenced zebrafish locomotor activity but not clock 

gene expression in the brain. These results obtained in zebrafish provided a great 

scientific basis to study the influence of random and scheduled daytime feeding to the 

locomotor activity and the levels of blood parameters as cortisol, lactate and glucose in the 

sea bream.  
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The introduction is complete and clearly reports the state-of–the-art of the cronobiological 

research in fish. In the chapter III the candidate mainly illustrated the methodologies 

applied and the results obtained. The materials and methods used are appropriated. He 

well applied both behavioural and molecular assays. Furthermore the statistical data 

analysis is appropriate. Each results showed has been well discussed. The chapters IV 

and V clearly report general discussion and conclusions. 

 

To whom it my concerns I declare that the work submitted as PhD thesis by Jose Antonio 

Sánchez Férez has achieved the declared research goals. It has shown a great ability of 

the candidate to approach a research in the field of chronobiology choosing suitable 

methods and tools. The work carried out new valuable scientific results. 

 

Should you need any further information, please do not hesitate to contact me. 

Yours sincerely,  

Dr. Cristiano Bertolucci, PhD 
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Evaluation of PhD Thesis 
 
La tesis “Ritmos biológicos y relojes moleculares en teleósteos: ontogenia y sincronización 

a los ciclos diarios de luz y alimentación” presentada por Jose Antonio Sánchez Férez 

para optar al grado de Doctor por la Universidad de Murcia (España) recoge un conjunto 

de interesantes experimentos de alto nivel y que han sido interpretados correctamente.  

El objetivo de este estudio fue investigar los relojes moleculares en teleósteos y verificar 

su sincronización a los ciclos diarios de luz-oscuridad y a los ciclos de alimentación 

usando como modelo cuatro especies diferentes: El pez cebra Danio rerio, lubina Europea 

Dicentrarchus labrax, trucha arcoíris Rainbow trout y dorada Sparus auratus.  

Como primer paso, Sánchez Férez clonó el gen Per1, un componente central de los 

relojes moleculares de peces, en lubina Eurpoea y verificó su expresión diaria  en 

osciladores centrales y periféricos. Posteriormente, usando como herramienta molecular 

la expresión del mRNA de Per1, el investigó la ontogenia de los relojes moleculares en 

larvas de lubina y trucha expuestas a diferentes condiciones lumínicas. Interesantemente, 

mostró que algunas condiciones lumínicas tales como la luz constante, la oscuridad 

constante o la exposición a luz roja retrasan la aparición de la expresión rítmica de Per1.  

En la segunda parte de esta investigación, usando como modelo el pez cebra, Sánchez 

Férez investigó la sincronización al alimento de los ritmos diarios de comportamiento 

(ritmos de actividad locomotora) y de los ritmos de expresión de los mRNA de Per1 y 

Cry1. Intrigantemente, el mostró que los ritmos diarios de alimentación influyeron sobre la 

actividad locomotora de peces cebra pero no afectaron a la expresión de genes reloj en 

cerebro. Estos resultados obtenidos en pez cebra proporcionan una gran base científica 

para estudiar la influencia de los ciclos de alimentación aleatoria y periódica sobre la 

actividad locomora y los niveles plasmáticos de parámetros tales como el cortisol, lactato 

y glucosa en dorada. 

 

La introducción es completa e informa claramente sobre el estado del conocimiento de la 

cronobiológica en peces. En el capítulo III el candidato ilustra las metodologías aplicadas 

y los resultados obtenidos. Los materiales y métodos usados son apropiados. El 
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candidato aplica bien tanto ensayos a nivel do comportamiento como ensayos 

moleculares. Además los análisis estadísticos son apropiados. Cada resultado mostrado 

ha sido bien discutido. Los capítulos IV y V presentan claramente la discusión general y 

las conclusiones. 

Respecto a lo que a mí concierne, declaro que el trabajo realizado como Tesis doctoral 

por Jose Antonio Sánchez Férez ha logrado alcanzar los objetivos de investigación 

propuestos. El candidato muestra una gran habilidad para abordar estudios en el campo 

de la cronobiología, escogiendo métodos y herramientas apropiadas. Esta obra 

proporciona nuevos y valiosos resultados científicos. 

 

Si usted necesita cualquier información adicional, por favor no dude en contactar conmigo. 

Suyo sinceramente,  

 

Dr. Cristiano Bertolucci, PhD 
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1. RITMOS BIOLÓGICOS. GENERALIDADES.  

La ritmicidad es una ley universal. La mayor parte de los fenómenos que ocurren en el 

universo presentan cambios cíclicos, repitiéndose con periodo característico. Esta repetición de 

eventos o fenómenos en intervalos regulares de tiempo se denomina ritmo. La naturaleza 

rítmica del universo aparece desde niveles atómicos, como la oscilación de los átomos y las 

moléculas, hasta niveles geofísicos, como las orbitas que describen de los planetas.  

Nuestro planeta también está sometido a cambios cíclicos periódicos debidos 

principalmente a los ciclos geofísicos de rotación y traslación del planeta. Estos ciclos son 

responsables de variaciones en las condiciones ambientales de la superficie terrestre que se 

ponen de manifiesto en los cambios estacionales, los ciclos diarios de luz/oscuridad, las mareas 

etc. A excepción de algunas especies que habitan en lugares cuyas condiciones son 

prácticamente constantes (i.e. cuevas,  fondos oceánicos),  la mayoría de especies han estado 

sometidas a estos persistentes ciclos ambientales a lo largo de la evolución. Bajo esta presión 

selectiva, surgieron mecanismos adaptativos que permitirían a los organismos “medir” el 

tiempo, adquiriendo así la ventaja de poder predecir y anticiparse a estos eventos recurrentes. 

Estos mecanismos se encuentran en la actualidad muy difundidos en la naturaleza, apareciendo 

desde en bacterias hasta humanos, incluyendo también a plantas y animales.  Su gran difusión y 

su alto grado de conservación, al menos en los mecanismos básicos, nos indica su enorme 

importancia.  

La ritmicidad impuesta por la naturaleza también ha hecho que los organismos presenten 

una organización temporal característica, de manera que gran parte de los procesos biológicos 

de los seres vivos se desarrollan de forma rítmica y predecible. Por ejemplo, los ritmos de 

actividad motora y los niveles hormonales plasmáticos de vertebrados (i.e. cortisol) siguen un 

patrón cíclico con periodo cercano a 24h. Estos fenómenos biológicos que ocurren en intervalos 

regulares de tiempo se denominan ritmos biológicos (Aschoff, 1981). 

Las primeras observaciones sobre ritmos biológicos, de las que se tienen constancia, 

provienen de la antigua Grecia. En principio, los ritmos biológicos eran considerados simples 

respuestas a cambios ambientales y no fue hasta 1972, cuando el astrónomo francés Jean 

Jacques d’Ortous de Mairan en la “Histoire de l'Académie Royale des Sciences” sugirió el 
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carácter endógeno de los ritmos biológicos al observar que los ritmos diarios de apertura y 

cierre de las hojas de la planta Mimosa pudica persistían bajo condiciones constantes de 

oscuridad. Con este descubrimiento, junto con otros estudios posteriores, surgió la 

cronobiología, como la ciencia encargada de estudiar los ritmos biológicos, los mecanismos 

que los originan y sus alteraciones. 

En cronobiología, los ritmos biológicos se clasifican en función de su periodo o tau (τ), 

es decir, en función del periodo de tiempo en el que se lleva a cabo un ciclo completo. De esta 

forma encontramos ritmos ultradianos (cuyo periodo es inferior a 20 h), ritmos circadianos 

(cuyo periodo está entre 20 y 28 horas) y ritmos infradianos (con un periodo superior a 28 h). 

Dentro de estos últimos existen ritmos circanuales con un periodo anual, normalmente ligados a 

cambios estacionales, y ritmos circalunares ligados generalmente a los ciclos lunares. Entre los 

ritmos ultradianos encontramos por ejemplo, la sincronización a las mareas que se ha observado 

en  algunos bivalvos de la zona intermareal, los cuales regulan la apertura y cierre de sus valvas 

con un periodo de unas 12 horas (Beentjes y William, 1986; Palmer, 1995).  

A pesar de la existencia de ritmos biológicos con diferentes periodos (diarios, anual, 

lunar etc.), los ritmos biológicos más estudiados y probablemente los más importantes son los 

ritmos circadianos (del latín circa, cercano; diem, día), los cuales son el objeto de estudio de 

esta tesis doctoral. Los ciclos diarios de luz/oscuridad generan importantes cambios 

ambientales, como por ejemplo variaciones en la temperatura y en la disponibilidad de alimento. 

Además, la enorme estabilidad de los cambios del fotoperiodo a lo largo del año para cada 

latitud ha permitido que los animales utilicen dicha señal de modo preferente para conocer el 

paso de las estaciones. 

 

2. EL SISTEMA CIRCADIANO. 

La organización temporal de los organismos se pone de manifiesto en la mayoría de 

procesos fisiológicos y comportamentales que ocurren cíclicamente, incluso en situaciones de 

aislamiento. Algunos autores como Pittendrigh ó Aschoff, considerados como los padres de la 

cronobiología, propusieron la existencia de estructuras orgánicas de localización anatómica 

específica, con una ritmicidad propia y autónoma, que actuarían como marcapasos u 
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osciladores circadianos, regulando todos los parámetros rítmicos observables en los 

organismos. Estos últimos ritmos, que pueden ser medidos y observados (bioquímicos, 

fisiológicos y conductuales), son denominados ritmos manifiestos. Para otros autores, como 

Halberg ó Reinberg, el reloj biológico sería el resultado de múltiples procesos fisiológicos 

oscilatorios que ajustan sus fases (Aschoff, 1960; Pittendrigh, 1960; Halberg, 1960). 

Actualmente se impone la primera de las hipótesis, pues se ha demostrado la existencia de 

estructuras anatómicas que actúan como osciladores circadianos endógenos con una 

periodicidad próxima a 24 horas. 

En peces, anfibios, reptiles y aves, el órgano pineal, que posee fotorreptores directos, 

desempaña funciones de marcapasos circadiano. En mamíferos, el reloj o marcapasos circadiano 

principal se localiza en los núcleos supraquiasmáticos del hipotálamo (NSQ). La generación de 

oscilaciones de periodo circadiano en la actividad nerviosa y humoral de los NSQ parece ser el 

resultado de la actuación sincronizada de los relojes moleculares presentes en cada una de las 

neuronas que lo componen. Así pues, los NSQ son responsables de la mayoría de los ritmos 

circadianos presentes en mamíferos.  

Para que los ritmos se mantengan sincronizados a los ciclos ambientales es necesario 

que el marcapasos circadiano se sincronice periódicamente a determinados factores ambientales 

denominados sincronizadores o zeitgeber. Esta sincronización es posible gracias a la existencia 

de vías de entrada de la información al oscilador circadiano y mecanismos transducción de las 

señales ambientales externas. 

Además de los NSQ, la pineal y la retina, el sistema circadiano se compone de números 

osciladores secundarios (hígado, riñón, cortex cerebral etc.), capaces de producir oscilaciones 

circadianas. Estos osciladores pueden funcionar autónomamente en cultivos de tejidos, sin 

embargo, en condiciones normales se encuentran bajo el control del oscilador principal, al 

menos en el caso de mamíferos. La sincronización de estos osciladores secundarios tiene lugar a 

través de vías de salida del oscilador principal, principalmente señales nerviosas y señales 

humorales, entre las que destaca el ritmo circadiano de secreción de la hormona melatonina por 

el órgano pineal. 
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En resumen, el conjunto formado por los osciladores circadianos endógenos, vías de 

sincronización y mecanismos de difusión del mensaje rítmico se conoce como sistema 

circadiano (Fig. 1). Este sistema genera y controla toda una serie de ritmos manifiestos, como 

los ritmos de actividad, los ritmos en la secreción de numerosas hormonas y los ritmos de 

alimentación.   

Por otro lado, aunque la organización anatómica y funcional del sistema circadiano 

difiere en los distintos grupos vertebrados, los mecanismos moleculares básicos responsables de 

la ritmicidad son similares tanto en vertebrados, como en invertebrados.  

  

 

 

 

Figura 1. Esquema sobre la organización general del sistema  circadiano. El modelo está basado en la existencia de 

osciladores endógenos que conducen los ritmos manifiestos de los organismos a través de una serie de vías de 

salida. Existen también vías de entrada, a través de las cuales, los osciladores reciben la información ambiental y se 

sincronizan al medio ambiente. 
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3. SINCRONIZADORES O ZEITGEBERS DEL SISTEMA CIRCADIANO. 

En ausencia de sincronizadores el marcapasos circadiano se desajusta ligeramente y 

oscila con periodo endógeno o tau (τ) cercano, pero no igual, a 24 h. En esta situación los 

animales mantienen su ritmicidad, sin embargo, los ritmos manifiestos, como por ejemplo los 

ritmos de actividad, corresponden a un día y noche subjetivos que dependen del periodo 

endógeno del oscilador circadiano. Esta situación se  denomina como “curso libre”.  

Sin embargo, aunque los osciladores circadianos son capaces de generar ritmos en 

aislamiento, su verdadero valor adaptativo reside en su capacidad de sincronizarse a los ciclos 

ambientales. Generalmente, los ritmos fisiológicos y comportamentales se mantienen acoplados 

o encarrilados con los ciclos ambientales, permitiendo al organismo anticiparse y adaptarse a 

estos cambios ambientales periódicos.  

En curso libre, el periodo de los relojes biológicos no suele ser de 24 horas exactas, sino 

que puede ser un poco mayor o menor según la especie o incluso en función del individuo. Esto 

hace que sea necesaria una resincronización diaria para mantener su fase acoplada a los ciclos 

ambientales. Los factores ambientales que son capaces de sincronizar los relojes biológicos 

reciben el nombre de sincronizadores o zeitgeber (del alemán Zeit, tiempo; geber, dador) y 

permiten que los ritmos bioquímicos, fisiológicos y comportamentales del organismo, 

controlados por los relojes biológicos, se mantengan en fase con los ciclos ambientales. De esta 

forma, el sistema circadiano se muestra plástico y modificable, lo que permite una rápida 

adaptación a variaciones en los ciclos ambientales.  

El funcionamiento de los sincronizadores es el siguiente: Los estímulos ambientales, 

que actúan como sincronizadores, son captados por los  transductores (como la retina), que 

transmiten la información hasta el reloj endógeno, el cual se sincroniza con estos estímulos 

modificando su fase y periodo. A su vez, este oscilador controla una multitud de ritmos 

fisiológicos y comportamentales del organismo. Este sistema se autorregula por una 

retroalimentación de las variables rítmicas sobre el propio oscilador, de manera que algunas de 

las salidas pueden actuar también a modo de entradas o sincronizadores (Rietveld, 1992). 

Así pues, los sincronizadores actúan sobre los relojes biológicos modificando su fase y 

periodo. Sin embargo, los organismos también pueden responder pasiva y directamente a los 
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factores ambientales. En algunos casos, los animales modifican alguno de sus ritmos 

fisiológicos o comportamentales en respuesta a un cambio brusco en los ciclos ambientales, sin 

que se modifique la fase de su reloj endógeno (Madrid et al., 2001). En estos casos, los ciclos 

ambientales no están actuando como zeitgeber sino que tienen un efecto enmascarante de los 

ritmos biológicos endógenos. Este efecto se denomina masking o enmascaramiento y se puede 

poner de manifiesto cuando se eliminan los ciclos ambientales, de manera que los ritmos 

biológicos entran en curso libre revelando su verdadera fase y periodo. (Aschof, 1981). 

Para que una variación ambiental sea considerada un sincronizador debe cumplir una 

serie de condiciones (Moore-Ede et al., 1982): 

- En curso libre, el ritmo biológico debe tener un determinado periodo, antes de que 

el animal sea expuesto al sincronizador y volver a recuperar ese periodo cuando el 

sincronizador es eliminado. 

- Una vez el animal es expuesto al sincronizador, el periodo del ritmo biológico debe 

coincidir con el periodo del sincronizador. 

- Debe aparecer una relación de fase estable entre el ritmo y el sincronizador, tras 

unos días de exposición al zeitgeber. 

- Cuando el sincronizador es eliminado, el ritmo biológico debe entrar en curso libre, 

partiendo de la fase del sincronizador.  

El sincronizador más estudiado es la luz, sin embargo en los últimos años se ha 

demostrado la existencia de otros sincronizadores muy importantes, como son los ciclos de 

alimentación o de disponibilidad de alimento, los termociclos e incluso las interacciones 

sociales. Así pues, algunos autores clasifican a los sincronizadores en abióticos o bióticos, en 

función de si están relacionados con parámetros físico-químicos o biológicos.  

 

3.1. SINCRONIZADORES ABIÓTICOS: EL FOTOPERIODO. 

La luz es considerada el sincronizador más potente del sistema circadiano. La mayoría 

de los ritmos biológicos de vertebrados, tanto ritmos bioquímicos, fisiológicos y 

comportamentales, son sincronizados por los ciclos diarios de luz/oscuridad. Además, el 
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fotoperiodo genera en la naturaleza dos grandes “nichos”, que son ocupados por dos grupos de 

animales, los diurnos y los nocturnos, a lo que puede añadirse un tercer grupo: los 

crepusculares. 

El mecanismo por el cual el fotoperiodo sincroniza los ritmos biológicos implica la 

existencia de un oscilador endógeno sensible y sincronizable por la luz (LEO). Esta estructura/s 

constituye un oscilador autónomo, cuya ritmicidad se mantiene cuando se elimina el 

fotoperiodo, es decir, en condiciones constantes de luz u oscuridad. En mamíferos, el LEO ha 

sido localizado anatómicamente en el núcleo supraquiasmático (NSQ) del hipotálamo (Meijer y 

Reitveld, 1989; Cermakian y Sassone-Corsi, 2002). Además, como se ha mencionado 

anteriormente, esta estructura funciona como un marcapasos central contralado todos los ritmos 

fisiológicos y comportamentales.  

En teleósteos, también se ha demostrado la existencia de un LEO, sin embargo, en este 

grupo de animales no se ha identificado un reloj central similar al de mamíferos, aunque si 

existen diversas estructuras que funcionan a modo de osciladores autónomos capaces de 

transmitir su ritmicidad al resto del organismo, como el órgano pineal.   

La sincronización al fotoperiodo implica la existencia de mecanismos de fotorrecepción. 

En mamíferos, la luz es percibida por la retina y la información lumínica se envía hasta el 

marcapasos central del núcleo supraquiasmático a través del tracto retino-hipotalámico (TRH). 

En otras especies, como en aves y peces se ha demostrado que el órgano pineal juega un papel 

muy importante en la fotorrecepción, siendo capaz de captar señales lumínicas por medio de sus 

células fotorreceptoras (Meissl y Dodt, 1981; Meissl et al., 1986). Por otro lado, en el caso de 

Drosophila y pez cebra, independientemente de la existencia de estructuras fotorreceptoras, se 

ha demostrado que todas las células del animal pueden captar directamente la luz (Tamai y 

Whitmore, 2005), lo que sugiere la posibilidad de una sincronización directa e independiente 

por el fotoperiodo.  
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3.2. SINCRONIZADORES BIÓTICOS: EL ALIMENTO. 

 Los animales también son capaces de sincronizar sus ritmos de actividad con los 

momentos del día en los que la disponibilidad de alimento es mayor y la presencia de 

depredadores menor. Además, en condiciones de disponibilidad constante de alimento, los 

animales presentan ritmos de alimentación, alimentándose periódicamente cada cierto tiempo en 

función de sus ritmos endógenos de actividad. 

Pero los ritmos de alimentación van más allá. Cuando el alimento es restringido a 

determinadas horas del día, es decir se establece un ciclo en la disponibilidad de alimento, los 

animales sincronizan sus ritmos fisiológicos y de comportamiento para anticiparse a la llegada 

del alimento. Se ha observado que a los pocos días del establecimiento de un ciclo de 

alimentación, los animales incrementan su actividad motora, en las horas previas a la llegada del 

alimento. Este fenómeno se ha llamado Actividad Anticipatoria al Alimento (FAA) y su 

existencia ha sido demostrada tanto en mamíferos, como en peces (Stephan 2002; Sánchez-

Vázquez, 1997; Vera et al., 2007).  

El significado biológico de la FAA es obvio, el alimento es un recurso escaso en la 

naturaleza y su disponibilidad varia especial y temporalmente. De esta forma, la capacidad de 

predecir el periodo en el cual el alimento estará disponible, supone una clara ventaja para el 

animal. Además la FAA implica también una serie de cambios fisiológicos y bioquímicos que 

optimizan la digestión y asimilación de nutrientes (Comperatore y Stephan, 1987; Vera et al., 

2007). 

 La FAA es controlada por un oscilador endógeno que es sincronizado por el alimento 

que se ha denominado “oscilador sincronizable por el alimento” (FEO) (Aschoff, 1896), en 

contraposición al oscilador entrenado por luz (LEO). Sin embargo, la localización anatómica del 

FEO continúa siendo un misterio. En mamíferos, el LEO está localizado en el NSQ y las 

lesiones en esta zona inducen un comportamiento arrítmico en los animales. Sin embargo, la 

FAA no se ve afectada por estas lesiones, lo que sugiere que el FEO estaría localizado fuera de 

esta estructura (Stephan et al., 1979a; Stephan et al., 1979b;  Stephan, 2002; Mistlberger, 1994).  

 En peces, la sincronización al alimento parece también estar mediada por un FEO. Sin 

embargo, también se desconoce la localización anatómica este oscilador, al igual que la 
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localización del oscilador endógeno sincronizado por luz o LEO. Sin embargo, la existencia de 

estos dos osciladores ha sido demostrada por varios autores y se ha sugerido que ambos 

osciladores son independientes aunque están íntimamente acoplados (Sánchez-Vázquez et al., 

1997).  

 

4. RELOJES MOLECULARES.  

Los relojes moleculares fueron descritos por primera vez en Drosophila (Konopka, and 

Benzer, 1971) y Neurospora (Feldman y Hoyle, 1973) y permitieron confirmar el control 

genético del sistema circadiano, así como el funcionamiento del marcapasos central de 

mamíferos situado en el NSQ.   

En 1971, Ronald J. Konopka y Sevmour Benzer, gracias a tres líneas mutantes de 

Drosophila que mostraban ritmos de comportamiento aberrantes (periodo corto, largo y 

arrítmico), identificaron un componente genético del reloj biológico que se denominó period 

(Young y kay, 2001). Más tarde, el modelo de Drosophila permitió que se identificasen otros 

siete genes (timeless, clock, cycle, double-time, cryptochrome (cry), shaggy (sgg), vrille (vri)), 

que junto a per constituyen el núcleo del reloj molecular fotosensible y que fueron denominados 

genes reloj (Young y kay, 2001). A partir de estos genes de Drosophila, fueron identificados 

ortólogos para cada uno de estos genes reloj en diferentes organismos, como en el pez cebra, 

xenopus, aves, hámster, ratón y humano.  

Según el modelo actual, el funcionamiento de los relojes moleculares está basado en la 

oscilación auto-mantenida de productos génicos a nivel celular a través de un mecanismo de 

retroalimentación por el cual, los genes reloj regulan su propia expresión. Estos bucles de 

retroalimentación positiva y negativa están entrelazados y afectan a la trascripción y traducción 

de dichos genes, generando una expresión rítmica autónoma con un periodo aproximado de 24 

h. Además, los genes reloj actúan como factores de transcripción, regulando la expresión de 

otros muchos genes, llamados genes clock-regulados, los cuales en última instancia controlan 

todos los procesos fisiológicos rítmicos del organismo. Estudios recientes demuestran que la 

expresión de al menos el 2-10 % del genoma sigue un patrón circadiano (Storch et al., 2002).  
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Los relojes moleculares, han sido bien caracterizados en Drosophila y en ratón, y en 

caso de los teleósteos, han sido estudiados sobre todo en el pez cebra. En el modelo del reloj 

molecular de  mamíferos, uno de los mejor caracterizados, clock y bmal1 activan la 

transcripción de genes diana, como los genes reloj Periods y Cryptocromos. Las proteínas 

CLOCK y BMAL forman dímeros a través de la interacción de dominios PAS (Per-Arnt-Sim) 

presentes en su estructura, y entran en el núcleo de la célula, donde se unen específicamente al 

DNA en las secuencias CACGTG (E-box). Estas secuencias están presentes en la región 

promotora varios genes como los genes periods y los cryptocromos. La transcripción de los 

genes reloj Per y Cry y la salida de los mRNA correspondientes al citoplasma, donde son 

traducidos, conlleva un cierto retraso. Las proteínas PER1, PER2, PER3, CRY1 y CRY2, se 

acumulan en el citoplasma y forman homo- y heterodímeros por interacción de los dominios 

PAS, también presentes en su estructura. En este punto, la dinámica del sistema es regulada a 

través de modificaciones post-transduccionales, mayoritariamente a través de la fosforilación de 

las proteínas PER por CK1ε y CKIα, promoviendo la ubiquitinación y posterior degradación de 

estas proteínas en los proteosomas. La fosforilación en sitios específicos de las proteínas 

también actúa como señales de localización celular. Esto hace que la entrada de los 

heterodímeros PER:CRY en el núcleo este retrasada (Agostino et al. 2008, Lee et al. 2001, 

Lowrey et al. 2000, Akashi et al. 2002). En el núcleo los heterodímeros PER:CRY inhiben la 

transcripción mediada por CLOCK:BMAL a través de un mecanismo que implica la de 

acetilación de histonas y otras modificación de la cromatina (Etchegaray et al. 2003). Esta 

inhibición deja de actuar al disminuir la concentración de PER:CRY, iniciándose un nuevo 

ciclo. Clock y bmal1 forman parte también de un bucle auxiliar, el cual activan la transcripción 

de REV-ERBα y RORa, los cuales a su vez regulan la transcripción de clock y bmal1. Estos 

bucles de retroalimentación entrelazados tardan unas 24 horas en completar un ciclo y 

constituyen la base del funcionamiento de los relojes moleculares (Sumová et al., 2008).  

En teleósteos existen algunas diferencias respecto a mamíferos (Fig.2). Por ejemplo, el 

gen clock de peces exhibe una expresión circadiana, mientras que en mamíferos este gen es 

expresado constitutivamente (Shearman et al.1999). En el pez cebra también han sido 

identificados homólogos para los tres genes periods de mamíferos, pero a diferencia de 

mamíferos per2 es inducido y regulado por luz y no presenta un ritmo circadiano en condiciones 

lumínicas constantes. En cambio, en mamíferos, los tres genes periods: per1, per2 y per3 
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presentan  ritmicidad en estas condiciones. Por otro lado, en el pez cebra se han identificado al 

menos 6 genes que codifican para criptocromos. En general, aparecen dos parálogos para cada 

uno de los genes presentes en en mamíferos. Entre ellos, cry1a, cry1b, cry2a y cry2b pueden 

inhibir a los dímeros CLOCK/BMAL, mientras que cry3 y cry4 no son capaces de inhibir estos 

dímeros. Además, las acrofases de los criptocromos difieren entre los diferentes subtipos, 

sugiriendo que no tienen funciones redundantes (Cahill, 2002).  

Estudios recientes sugieren que el mecanismo de los relojes biológicos podría ser 

mucho más complejo y es posible que el modelo actual, descrito previamente, solo explique en 

parte el funcionamiento de los relojes circadianos. Cada vez existen más evidencias sobre la 

implicación de otros muchos genes en el funcionamiento de los relojes moleculares, y es 

probable que existan otros mecanismos adicionales que no han sido considerados en este 

modelo (Sumová et al., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Modelo de funcionamiento del reloj biológico molecular de teleósteos. El heterodímero CLOCK:BMAL 

activa la transcripción de los genes Cry y Per. Las proteínas CRYs son responsables de la regulación negativa del 

ciclo y los estímulos fóticos podrían actuar también a través de las proteínas CRY . (Modificada de Pando and 

Sassone-Corsi, 2002). 
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4.1 EVOLUCIÓN GENÓMICA Y RELOJES MOLECULARES. 

 Es probable que los relojes moleculares surgieran en organismos unicelulares 

ancestrales, apareciendo actualmente en casi, si no todos, los phylum conocidos. En general, los 

genes reloj de vertebrados presentan un alto grado de homología, lo que sugiere un origen 

evolutivo común. Además, el estudio de estos genes desde un punto de vista filogenético, apoya 

la hipótesis de que han existido varios episodios de duplicación genómica, tanto en el origen de 

vertebrados, como en el origen de teleósteos (Wang, 2008; Wang, 2009). Al igual que en otros 

genes, estas duplicaciones generaron la presencia de varios homólogos para cada uno de los 

genes reloj presentes en invertebrados. De manera que en los diferentes taxones aparecen tanto 

homólogos/parálogos, como homólogos/ortólogos de los genes que componen el núcleo del 

reloj molecular de Drosophila. Además, es frecuente encontrar en muchos grupos taxonómicos, 

que parte de estos genes reloj “duplicados” han desaparecido o bien se encuentran en forma de 

pseudogenes. Sin embargo, también es común, sobre todo en el caso de teleósteos, que se hayan 

conservado varios homólogos de cada uno de los genes reloj de invertebrados. La conservación 

de varias “copias” del mismo gen se explica probablemente, debido a la adquisición de nuevas 

funciones o a la especialización de cada uno de ellos en diferentes aspectos del mecanismo de 

funcionamiento de los relojes biológicos. Otra posibilidad que se ha sugerido, es que estos 

genes “duplicados” constituyen vías moleculares paralelas que realizan una función similar o al 

menos muy semejante. En resumen, la existencia de varias ‘copias’ de cada unos de los genes 

reloj, tanto en mamíferos como en teleósteos, es debida a duplicaciones del genómicas. Estas 

duplicaciones tuvieron lugar en organismos ancestrales “coincidiendo” con la aparición de los 

cordados y de los teleósteos. 

 

4.2. ONTOGENIA DE LOS RELOJES MOLECULARES 

La ontogenia de los relojes moleculares ha sido bastante estudiada en mamíferos, donde 

se ha demostrado que los genes reloj comienzan a expresarse en etapas muy tempranas del 

desarrollo, incluso antes de la fecundación, siendo las señales sincronizadoras maternas, como 

los ritmos de melatonina, muy importantes en la sincronización de los relojes biológicos y del 

sistema circadiano en general (Seron-ferre et al., 2007). En peces, aunque este aspecto es menos 
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conocido, también se ha mostrado que los genes reloj comienzan a expresarse en etapas muy 

tempranas del desarrollo, incluso antes de la fecundación (Delaunay et al., 2000).  

El pez cebra, ha sido utilizado tradicionalmente como un modelo para estudiar el 

desarrollo embrionario de vertebrados, ya que presenta algunas características ideales, como un 

desarrollo rápido y la transparencia sus embriones. En el pez cebra, la puesta/fecundación tiene 

lugar próxima al encendido de las luces (Blanco-Vives, 2009) y la eclosión ocurre normalmente 

durante el tercer día post-fertilización. En general, las larvas son inactivas durante los primeros 

cuatro días post-eclosión y sobre el quinto día, las larvas comienzan a nadar y alimentarse 

(Granato et al., 1996, Hund y Cahill, 2002). Existen otras especies de teleósteos, como la lubina, 

con un desarrollo comparable. En esta especie la eclosión tiene lugar aproximadamente el tercer 

día post-fertilización y las larvas comienzan a alimentarse a partir del sexto día 

aproximadamente, aunque estos datos pueden variar en función de las condiciones ambientales, 

especialmente de la temperatura (Ronnestad et al., 1998; Hatziathanasiou et al., 2002). Por el 

contrario otras especies, como la trucha arcoíris presentan un desarrollo mucho más lento, con 

largos periodos de incubación. 

Utilizando el modelo del pez cebra, se ha determinado la presencia de transcritos del 

gen reloj per3 en huevos sin fecundar (Delaunay et al., 2000). Estos hallazgos llevaron a 

postular que la fase de los ritmos, era trasmitida vía materna, de manera que de forma similar a 

los mamíferos, las señales maternas jugarían un papel importante en el establecimiento y 

sincronización de los relojes biológicos, siendo las señales ambientales poco importantes 

(Seron-ferre et al., 2007). Sin embargo, los estudios más recientes demuestran que en el pez 

cebra, la exposición al fotoperiodo, es necesaria para iniciar los ritmos circadianos tanto a nivel 

de comportamiento, como fisiológicos y moleculares (Hurd y Cahill, 2002; Cahill, 2002; 

Kaneko y Cahill, 2005; Ziv y Gothilf, 2006; Vallone et al., 2007).  

Bajo LD, las larvas de pez cebra inician sus ritmos de comportamiento a partir del 

cuarto día aproximadamente, tan pronto como éstas  comienzan a nadar y alimentarse. Mientras 

que bajo condiciones constantes de oscuridad las larvas son arrítmicas al (Hurd y Cahill, 2002; 

Cahill, 2002). A nivel fisiológico, también se ha demostrado que el fotoperiodo induce la 

aparición de un ritmo de melatonina en embriones de pez cebra a partir de la segunda noche 

post-eclosión, lo que coindice con la aparición de un ritmo en la expresión de Aanat2. Además, 
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ambos ritmos se mantienen cuando se transfieren las larvas a DD (Gothilf et al, 1999, Kazimi y 

Cahill, 1999). A nivel molecular, Kaneko y Cahill (2005), demostraron que el inicio de un ritmo 

de expresión en el gen per3 de pez cebra tiene lugar a partir del 5-6 día, lo que requiere de la 

presencia de un fotoperiodo a partir del 4 día, mientras que bajo DD, este gen no muestra ritmos 

al menos durante los primeros 11 días post-eclosión. Resultados similares se han obtenido para 

per1, cuya expresión rítmica aparece a partir del segundo día post-eclosión en larvas de pez 

cebra, bajo LD y no bajo DD (Dekens y Whitmore, 2008; Lahiri et al, 2005). 

  El efecto de la luz, implica la presencia de mecanismos de fotorrecepción en los 

embriones. La pineal es el primer órgano fotorreceptor que se desarrolla en el pez cebra. Este 

órgano contiene un oscilador circadiano intrínseco que conduce los ritmos de melatonina y 

además, es capaz de recibir y sincronizarse a la luz, incluso en cultivos in vitro (Ziv y Gothif, 

2006). Kazimi y Cahill (1999) mostraron que en el pez cebra, este órgano comienza a ser 

funcional y fotosensible en el segundo día post-eclosión, mientras que la retina comienza a ser 

fotosensible más tarde, a partir del tercer día post-eclosión (Neuhauss et al., 2003; Kaneko y 

Cahill, 2005). Así pues, a partir del 2 día post-eclosión (Cahill, 2002), los pulsos de luz o el 

establecimiento de un fotoperiodo inician o sincronizan los ritmos circadianos de actividad 

locomotora, melatonina  plasmática y expresión de genes reloj (Hurd  y Cahill, 2002, 1998; 

Hurd y Cahill, 2002; Kazimi and Cahill, 1999; Cahill, 2002; Dekens et al., 2003; Kaneko and 

Cahill, 2005; Lahiri et al., 2005; Dekens y Whitmore, 2008). 

Curiosamente, antes del desarrollo de la pineal, a partir de las 10 horas post-fertilización, 

los pulsos de luz inducen la expresión transitoria del gen reloj per2 y la aparición de los ritmos 

de expresión de aanat2 en pineal más tarde, a partir del segundo día post-fertilización (Ziv y 

Ghothilf, 2006). Estos hallazgos sugieren la existencia de mecanismos de fotorrecepción 

independientes de la pineal y retina. En este sentido, en el pez cebra se ha demostrado que los 

relojes periféricos, presentes en muchos tejidos diferentes, se sincronizan directamente a la luz 

(Whitmore et al., 2000; Pando y Sassone-Corsi, 2002). Sin embargo, la molécula o pigmento 

que actúa como fotorreceptor circadiano no sido identificada, pero algunos autores apuntan 

hacia los criptocromos, los cuales actúan como fotorreceptor en Drosophila (Cermakian et al., 

2002; Vallone et al., 2007). Alternativamente, la opsina TMT (Teleost multiple tissue opsin) 

también se ha propuesto con fotorreceptor circadiano, ya que es expresada ubicuamente en pez 
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cebra (Moutsaki et al., 2003; Vallone et al., 2007). Sin embargo, la transmisión de esa 

ritmicidad al resto del organismo es atribuida solo a determinados tejidos, generalmente 

neuronales, como la pineal.  

La importancia o significado biológico de la maduración temprana de relojes moleculares, 

es relativamente desconocida. Se han descrito ritmos circadianos de división celular en pez 

cebra (Dekens et al., 2003), que aparecen tan pronto como los relojes moleculares comienzan a 

funcionar (4 d.p.f.) y se ha propuesto que su función es la sincronización de la fase S de la 

mitosis a los momentos del día con menor radiación UV, lo cual podría ser una ventaja 

adaptativa (Vallone et al., 2007). En este sentido, los ritmos de secreción de melatonina también 

han sido implicados en la estimulación de la proliferación celular (Danilova et al., 2004), 

sincronizando la síntesis de DNA en los momentos del día con menor radiación UV. Además, es 

posible que los relojes biológicos actúen regulando procesos del desarrollo que deben ocurrir 

con un orden temporal correcto. Por otro lado, se han atribuido funciones importantes a los 

genes reloj en el desarrollo embrionario, no relacionadas con los ritmos circadianos, 

encontrándose incluso que ciertas mutaciones en estos genes son letales debido a un desarrollo 

anormal (Vallone et al., 2007). Además, en Xenopus los genes reloj son expresados solo en 

determinados tejidos en desarrollo y de forma arrítmica sugiriendo una posible función de estos 

genes en el desarrollo (Curran et al., 2008). En adición, también se ha observado la transferencia 

al zigoto de transcritos maternos de los genes per2 y per3, en pez cebra y clock y bmal1, en 

mamíferos (Vallone et al., 2007).  

En resumen, en teleósteos los sincronizadores ambientales juegan un importante papel para 

el correcto desarrollo de los relojes moleculares. Sin embargo, el papel éstos relojes moleculares 

durante el desarrollo embrionario es poco conocido, aunque existen algunas evidencias que 

sugieren que podría tener un papel regulador importante en estas etapas. 
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5. BIOLOGÍA DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS. 

5.1 Danio rerio (Hamilton, 1822). 

 En los últimos años el pez cebra ha adquirido una enorme importancia en la 

investigación de diferentes aspectos de la biología de vertebrados, como por el ejemplo: el 

desarrollo embrionario, cáncer, biología molecular e inmunología de vertebrados etc. Esta 

especie resulta muy atractiva para su utilización como organismo modelo debido sus 

características: alta fecundidad, bajo tiempo de generación (unos 3-4 meses), sencillas 

condiciones de mantenimiento, transparencia de los embriones y larvas que permiten una fácil 

visualización de la morfología y movimiento celular, etc. Los screening genéticos a gran escala 

en esta especie también han sido bastante fructíferos. Además, el alto grado de homología entre 

el genoma del pez cebra y el humano, hace a esta especie muy adecuada para el estudio del 

desarrollo y enfermedades humanas. (Postlethwait et al., 2000). Por otro lado, varios grupos de 

investigación internacionales de gran prestigio han enfocado su atención sobre esta especie para 

el estudio de los ritmos biológicos y los mecanismos moleculares que actúan en los relojes 

biológicos (Whitmore et al., 2000; Foulkes y Sassone-Corsi, 2000; Pando y Sassone-Corsi, 

2002; Cahill, 2002). 

Descripción morfológica: El pez cebra pertenece a la familia Ciprinidae. Presenta un 

cuerpo fusiforme comprimido lateralmente, en cuyo dorso aparecen de 5 a 7 líneas pigmentadas 

azules oscuras que se extienden desde los opérculos hasta la aleta caudal. En general, los adultos 

pueden alcanzar unos 3,8 cm de longitud (Fig. 3).  

Biología: Es una especie omnívora, que se alimenta generalmente de gusanos, pequeños 

crustáceos y larvas de insectos, aunque el fitoplancton, las algas y las plantas también pueden 

formar parte de su dieta. Presenta dimorfismo sexual: las hembras son de mayor tamaño y 

difieren en los patrones de pigmentación. El desove es inducido por la temperatura, aunque 

también se ve afectado por la disponibilidad de alimento y suele comenzar con el inicio de la 

temporada del monzón. Los huevos no son flotantes y son liberados sobre el sustrato. Su vida 

media es de unos 3.5 años y puede alcanzar como máximo aproximadamente 5.5 años. 
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primer o segundo año de vida y después como hembra. A principios de primavera migra hacia 

aguas costeras y a finales de otoño regresa a mar abierto donde se reproduce. El desove ocurre 

normalmente en los meses de octubre a diciembre. Los huevos son pelágicos y tienen una gota 

de aceite que incrementa su flotabilidad. En general, presenta un comportamiento diurno, 

aunque se han descrito ciertos cambios estacionales en su patrón de comportamiento, ya que su 

actividad durante el día disminuye en los meses de invierno (Velázquez et al., 2004).  

 Hábitat y distribución: Vive en aguas marinas sobre fondos arenosos y rocosos. 

Durante las primeras etapas de vida suele habitar en lagunas costeras y estuarios. Los juveniles 

permanecen a baja profundidad, mientras que los adultos pueden encontrarse hasta una 

profundidad máxima de unos 150 m. Es una especie común en el mar Mediterráneo y en el 

océano Atlántico oriental.  

 

 

Figura 4. Representación de la dorada (Sparus aurata) 

 

5.3 Dicentrarchus labrax, (Linnaeus, 1758) 

La lubina es una especie perteneciente a la familia Moronidae, muy importante en la 

acuicultura mediterránea. Desde el punto de vista de la cronobiología, posee la habilidad de 

invertir sus patrones de comportamiento bajo condiciones ambientales naturales. En invierno, 

muestra una actividad alimentaria nocturna, mientras que el resto del año presenta una actividad 

diurna (Sánchez-Vázquez et al., 1998). Curiosamente, en condiciones de laboratorio, con 

fotoperiodo y temperatura constantes, también se han observado estas inversiones 

comportamiento (Sánchez-Vázquez et al., 1995).  
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Descripción morfológica: Llega a alcanzar un metro de longitud y hasta unos 30 años de 

vida. Presenta un cuerpo fusiforme con dos aletas dorsales, la primera con 8 ó 9 radios duros y 

la segunda sólo uno. Las aletas están bien adaptadas a la natación, siendo la aleta caudal ancha y 

ligeramente ahorquillada mientras que las aletas ventrales, situadas detrás de las pectorales, son 

mucho menores. La cabeza es puntiaguda, con ojos y aperturas nasales pequeños y una boca 

amplia con alto grado de prognatismo. Su color es gris plateado, más oscuro en las porciones 

laterales y blanco en la región ventral (Fig. 5). 

Biología: La lubina es una especie marina de carácter euritermo y eurihalino. Los 

juveniles pasan los primeros años de vida en estuarios (Kelly, 1988), donde la salinidad es 

relativamente baja. En estos primeros años de vida suele vivir en cardúmenes. En la edad adulta 

es considerada una especie costera que permanece casi siempre en aguas superficiales. Su 

alimentación es principalmente carnívora, compuesta normalmente de peces pequeños, 

crustáceos y moluscos cefalópodos. Los sexos están separados y aunque no existe un 

dimorfismo sexual aparente, las hembras crecen más deprisa y alcanzan la madurez sexual a los 

tres años, mientras los machos lo hacen a los dos años, aunque en cautividad pueden alcanzar la 

madurez sexual bastante antes (Asturiano et al., 2000). Las puestas tienen lugar de diciembre a 

marzo y suelen ser de unos 150.000 huevos por kg de peso. Los huevos son de forma esférica, 

transparentes y con gotas lipídicas que les confieren un coloración amarillenta, son pelágicos y 

flotan durante el período de incubación.  

Hábitat y distribución: Es una especie litoral pelágica que habita normalmente en fondos 

arenosos, fangosos o pedregosos, hasta unos 100 metros de profundidad. Se distribuye 

principalmente por el Mediterráneo, Mar Negro y Océano Atlántico oriental hasta el Mar del 

Norte y el Mar Báltico. 

 

Figura. 5. Lubina (Dicentrarchus labrax). 
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5.4 Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792).  

Descripción morfológica: La trucha “arco iris” pertenece a la familia Salmoniade. Tiene 

un cuerpo alargado, algo comprimido y moteado, con pequeñas manchas negras y muestra una 

banda lateral irisada que recorre todo el cuerpo. No suele exceder de 60 cm de longitud total y 

tiene de 3 a 4 espinas en la aleta dorsal (Fig. 6).  

Biología: Es un pez carnívoro, cuya alimentación se basa fundamentalmente en larvas 

de invertebrados y en peces de pequeño tamaño. La reproducción tiene lugar entre enero y 

marzo, aunque depende de la latitud. Es un pez de aguas subtropicales a frías y algunas 

poblaciones son anádromas y viven en el mar cerca del fondo en un rango de profundidades 

entre 0 y 200 metros, remontando los ríos para desovar. Es una especie pelágica aunque los 

alevines más pequeños son bentopelágicos.  El hábitat natural de la especies es el agua dulce de 

unos 12 ºC en verano, no estando claro si la aparición de la anadromía es una adaptación 

genética o simplemente un comportamiento oportunista, lo que sí parece claro es que cualquier 

población de esta especie es capaz de emigrar al mar en cualquier momento que lo necesiten, 

siendo capaces de adaptarse a todo tipo de aguas. Los anádromos suelen vivir unos 11 años, 

remontando los ríos por primera vez a reproducirse en el tercer año de vida, por lo que suelen 

reproducirse unas 8 veces en la vida; los no anádromos suelen vivir un máximo de 6 años, 

reproduciéndose por tanto 3 veces en la vida (Riva-Rossi et al., 2007). 

Hábitat y distribución: Es un pez eurihalino de agua dulce y de marina, distribuido de 

forma nativa por el norte del océano Pacífico, desde el Japón pasando por el mar de Bering 

hasta Península de Baja California, en México, aunque de forma artificial ha sido introducida 

por el hombre gran parte de las aguas del planeta (Gall y Crandell, 1992). 

 

 

 

 

Figura. 6: Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). 
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El objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio del funcionamiento de los relojes 

biológicos moleculares en teleósteos y  su sincronización a los ciclos diarios de fotoperiodo y 

alimentación. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

1. Clonar el gen reloj per1 de lubina, estudiar la distribución de su expresión y analizar su 

expresión rítmica a lo largo de 24 horas en tejidos nerviosos y en tejidos periféricos. 

 

2. Estudiar el efecto del fotoperiodo y de diferentes longitudes de onda del espectro lumínico 

sobre la ontogenia del ritmo de expresión del gen per1, en larvas de lubina (de 0  a 5 días 

post-fertilización). 

 

3. Estudiar la ontogenia de los relojes biológicos moleculares durante en el desarrollo 

embrionario temprano de la trucha arcoíris, un modelo con un largo periodo de incubación, 

bajo diferentes fotoperiodos. 

  

4. Determinar el efecto sincronizador de los ciclos de alimentación sobre la expresión de los 

genes reloj y sobre los ritmos de actividad motora en el pez cebra. 

 

5. Estudiar el efecto de la alimentación periódica, frente a la aleatoria, sobre los ritmos de 

comportamiento, crecimiento e indicadores de estrés en dorada. 
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III. CAPÍTULOS EXPERIMENTALES 
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1. CLONACIÓN DEL GEN PER1 EN LUBINA. 

 

Clonación, ritmos de expresión diaria y distribución por tejidos del gen  per1 de lubina 

(Dicentrarchus labrax) 1 

 

Sánchez J.A.*, Madrid J.A. and Sánchez-Vázquez F.J.  

Departamento de Fisiología, Facultad de Biología, Universidad de Murcia, 30100, Murcia, 

España. 

 

Este trabajo ha sido publicado en la revista: Chronobiology International, 27(1): 1–15, (Junio, 

2010)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1
 La secuencia de nucleotidos ha sido enviada a la base de datos del Gen-bank y le ha sido 

asignado el número de acceso  GQ353293. 

 



Tesis Doctoral 

 

 

36 

 

 

 

  



                                                                                                                                                 Tesis Doctoral 

 

 

37 

 

RESUMEN 

La principal característica de los ritmos circadianos es su origen endógeno, originado 

por la existencia de osciladores moleculares autónomos denominados relojes moleculares. Los 

relojes moleculares están formados un grupo de genes llamados genes reloj y por sus productos, 

los cuales interaccionan entre sí formando bucles de retroalimentación que regulan la expresión 

rítmica de estos genes. La familia Period es un grupo de genes reloj esenciales para el 

funcionamiento de los relojes moleculares. En este estudio se ha clonado un gen period 1 (per1) 

de lubina, un teleósteo marino de alto interés en cronobiología. La secuencia obtenida codifica 

para una proteína de 1436 aminoácidos que presenta una alta homología con otras proteínas 

Per1 de teleósteos, teniendo la mayor identidad con la proteína Per1 de Medaka. El análisis de la 

expresión génica mostró que el gen per1 de lubina es expresado en  todos los tejidos que fueron 

analizados (cerebro, corazón, hígado, branquias, músculo, tracto digestivo, tejido adiposo, bazo, 

y  retina). Además, per1 mostró un ritmo de expresión circadiana con una acrofase o pico de 

expresión a ZT0 (próximo al encendido de la luces) tanto en tejidos nerviosos (cerebro), como 

en tejidos periféricos (hígado y corazón). En conclusión, la identificación y caracterización del 

gen per1 de lubina, proporciona una valiosa información para dilucidar los mecanismos 

moleculares que regulan el sistema circadiano de esta especie. Futuros estudios podrán 

determinar el papel que juega este gen en el sistema circadiano de esta especie, así como su 

posible implicación en las inversiones de comportamiento de esta especie. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Period, Per1, Sea bass, Clock genes, Circadian rhythms. 
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INTRODUCCIÓN 

Los ritmos circadianos son generados, regulados y mantenidos a través de bucles de 

retroalimentación autorregulados, que están formados por la internación de un grupo de genes 

reloj y de las proteínas codificadas por ellos (Ko & Takashi, 2006; Yu & Hardin, 2006; Wang, 

2008; Dardente & Cermakian, 2007). Los genes reloj fueron identificados por primera vez en 

Drosophila melanogaster (Konopka & Benzer, 1971; Bargiello et al., 1984; Reddy et al., 1984). 

Más tarde, los genes reloj fueron descritos en una gran diversidad de organismos, lo que puso de 

manifiesto que estos genes están evolutivamente muy conservados (Dunlap, 1999; Panda et al., 

2002; Tauber et al., 2004; Bell-Pendersen et al., 2005; Wang, 2008). Hasta la fecha, los genes 

reloj han sido muy estudiados en mamíferos (Albrecht et al., 1997; Shearman et al., 1997; Sun 

et al., 1997; Tei et al., 1997; Dardente & Cermakian, 2007), sin embargo, algunas especies de 

teleósteos, como el pez cebra, representan un modelo de particular interés para el estudio de los 

relojes moleculares (Cahill, 2002; Pando & Sassone-Corsi, 2002).  

La familia de proteínas PERIOD (PER) pertenece la superfamilia denominada PAS (PER-

ARNT-SIM), la cual ha sido descrita como un grupo de proteínas que actúan como  sensores a 

nivel celular (Kewley et al., 2004). En adición, las proteínas PER son componentes esenciales 

en los relojes moleculares de Drosophila y de vertebrados (Numano et al., 2006; Yildiz et al., 

2005). Algunas mutaciones en estos genes provocan efectos drásticos en el periodo y estabilidad 

de los ritmos circadianos (Baylies et al., 1992; Huang et al., 1995; Albrecht et al., 2001; Bae et 

al., 2001; Zheng et al., 2001; Pando et al., 2002; Grima et al., 2004). Por otro lado, se ha 

demostrado que la regulación de la función de las proteínas PER tiene lugar por cambios en la 

síntesis, fosforilación, localización subcelular e interacciones especificas con otras 

proteínas/genes que forman parte de los relojes moleculares (Yildiz et al., 2005).  

En teleósteos, los genes reloj han sido estudiados sobre todo en el pez cebra (Whitmore et 

al., 1998; Cermakian et al., 2000; Delaunay et al., 2000, 2003; Kobayashi et al., 2000; Pando et 

al., 2001; Vallone et al., 2004; Ziv & Gothilf, 2006), aunque también han sido descritos en otras 

especies de teleósteos como Siganus guttatus (Rabbitfish) (Park et al., 2007), Takifugu rubripes 

(Fugu), Tetraodon nigroviridis (“spotted green pufferfish”), Oryzias latipes (Medaka), y 

Gasterosteus aculeatus (espinoso) (Wang, 2008). Sin embargo, hasta la fecha, la secuencia 

completa del gen per1 no había sido descrita en ninguna especie de interés en acuicultura. Los 
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estudios en el pez cebra han puesto de manifiesto que su sistema circadiano y sus relojes 

moleculares difieren en algunos aspectos de los de mamíferos. En primer lugar, en el pez cebra, 

todas las células son capaces de detectar la luz (Tamai et al., 2005), además, no han sido 

descritos relojes centrales similares al presente en el núcleo supraquiasmático de mamíferos 

(Cahill, 2002; Pando & Sassone-Corsi, 2002), y por último, los genes reloj presentan varios 

homólogos/parálogos para cada uno de los genes reloj presentes en los relojes de mamíferos que 

probablemente fueron generados por duplicaciones genómicas (Wang, 2008).  

La lubina Europea, Dicentrarchus labrax, es una especie de teleósteo marino muy utilizado 

en estudios cronobiológicos, debido a que presenta la capacidad de invertir sus patrones de 

comportamiento. Bajo condiciones naturales de temperatura y fotoperiodo, esta especie muestra 

un comportamiento nocturno en invierno y diurno el resto del año (Sánchez-Vázquez et al., 

1998). Además, algunos estudios previos han revelado que sus ritmos de alimentación y 

comportamiento son endógenos y que las inversiones de comportamiento pueden aparecer 

también bajo condiciones constantes de fotoperiodo y temperatura, de manera que un mismo 

individuo puede pasar de  diurno a nocturno y viceversa (Sánchez-Vázquez et al., 1995). Por 

otro lado, los ritmos diarios de melatonina también han sido estudiados en esta especie, bajo 

condiciones de laboratorio, mostrando perfiles diarios inversos en plasma y en retina (Sánchez-

Vázquez et al., 1997; Ligo et al., 1997; García-Allegue et al., 2001), los cuales son 

influenciados por las condiciones lumínicas y por la temperatura del agua (Bayarri et al., 2002). 

Así pues, esta especie representa un interesante modelo para estudiar los mecanismos 

moleculares implicados en el control de los ritmos circadianos. 

El objetivo de este estudio fue sentar las bases que permitan investigar la regulación a nivel 

molecular de los relojes biológicos y el sistema circadiano de la lubina. Para ello, se clonó el 

gen per1 y se analizó su expresión en diferentes tejidos. Además, se estudiaron los ritmos 

diarios de expresión de per1 tanto en tejidos nerviosos (cerebro), como tejidos periféricos 

(hígado y corazón). 
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MATERIAL AND MÉTODOS 

Mantenimiento de los animales. 

Todos los procedimientos de este estudio fueron realizados bajo las normas de la 

legislación española sobre bienestar animal y buenas prácticas de laboratorio. Además, los 

protocolos experimentales fueron diseñados conforme a estándares éticos internacionales  

(Portaluppi et al., 2008).  

 Un total de 40 individuos de lubina europea, como un peso medio de 400 ± 52 g (mean ± 

S.D.),  fueron obtenidos de una empresa de acuicultura local. Los animales fueron mantenidos 

en dos tanques de 500 litros en el laboratorio de acuicultura de la Estación Naval de Algameca 

(ENA, Murcia, España) bajo un sistema de recirculación abierta y con una temperatura 

constante de 20°C. El fotoperiodo fue 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con el encendido 

de luces a las 09:00 h (ZT0). Durante la fase de luz, la intensidad lumínica fue de 

aproximadamente 300 lux. Después de dos semanas bajo estas condiciones, se obtuvieron 

muestras cada tres horas a lo largo de un día  completo (a ZT0, ZT3, ZT6, ZT9, ZT12, ZT15, 

ZT18, y ZT21). En cada punto de muestreo se sacrificaron 5 animales, bajo las condiciones 

lumínicas de la fase correspondiente. En la fase de oscuridad las muestras se obtuvieron 

utilizando una luz roja débil. Los peces fueron anestesiados y sacrificados y se obtuvieron 

muestras de cerebro, hígado y corazón. Además a ZT0 y ZT12 se obtuvieron muestras de retina, 

agallas, musculo, tejido adiposo, bazo. Todas las muestras fueron almacenadas a -80ºC en 

TRIzol® (Invitrogen) hasta su posterior análisis.  

 

Clonación 

Para amplificar un fragmento de cDNA del gen per1 de lubina, se diseñaron primers 

degenerados (5’-TTYCAGCARATCTGYAA-3’ y 5’-CARTTRATCTGCTGRTA-3’), en base a 

regiones conservadas del gen, identificadas mediante el alineamiento de secuencias de mRNA 

de genes homólogos de varias especies de vertebrados. El cDNA fue sintetizado a partir de 1 µg 

de RNA total extraído de homogenados de cerebro de lubina, utilizando Superscript III reverse 

transcriptase (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La amplificación por 
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PCR consistió en 35 ciclos de desnaturalización (30 s a 94°C), alineamiento (30 s a 55°C), y 

extensión (1 min a 72°C). Los productos de PCR obtenidos fueron clonados en el vector pGEM-

T (Promega) y secuenciados. Una vez confirmada la identidad de los fragmentos de cDNA 

secuenciados mediante BLAST, estas secuencias fueron utilizadas para el diseño de primers con 

el fin de obtener la secuencia completa mediante PCR-RACE utilizando el kit SMART RACE 

cDNA amplificación kit (Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA) según las 

instrucciones del fabricante. Se diseñaron primers específicos y se realizaron dos rondas de 

PCR, la primera fue llevada a cabo con el siguiente programa: 5 ciclos de 94°C durante 5 s, 

72°C durante 3 min; 5 ciclos a  94°C durante 5 s, 70°C durante 10 s, y 72°C durante 3 min; y 25 

ciclos a 94°C  5 s, 68°C 10 s, and 72°C durante 3 min. A continuación se realizó una PCR 

nested  de 25 ciclos con las siguientes condiciones  94°C  5 s, 68°C  10 s, y 72°C 3 min. Los 

fragmentos de cDNA amplificados fueron clonados en el vector TOPO-TA (Invitrogen) y 

secuenciados por el método de los didesoxinucleótidos. 

 

Análisis de la secuencia 

 La secuencia de cDNA y la secuencia deducida de aminoácidos fue analizada y 

comparada con secuencias relacionadas obtenidas del GenBank, utilizando el programa BLAST 

(National Center for Biotechnology Information, NIH, USA). Los dominios estructurales de la 

proteína fueron identificados utilizando el programa SMART (Schultz et al., 1998; Letunic et 

al., 2006) (http://www.smart.emblheidelberg.de/) y ScanProsite (http://expasy.org/tools/). Se 

realizaron alineamientos múltiples con otras proteínas PER de vertebrados utilizando ClustalW2 

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) con los siguientes parámetros: gap open 

penalty=10, gap extension penalty=0.05, gap distance=8. El análisis filogenético se realizo con 

el paquete PHYLIP 3.68 (Felsenstein, 1989). El  bootstrap-análisis fue realizada usando 1000 

replicas generadas con el programa SEQBOOT. Las distancias fueron calculadas con el 

programa PROTDIST utilizando la matriz JTT, y las matrices de distancia calculadas fueron 

usadas para generar 1000 árboles, utilizando el programa NEIGBOR. El árbol filogenético 

consenso fue calculado con el algoritmo CONSENSE. El fenograma sin raíz fue representado 

con el programa TreeView (versión 1.40). Los números de acceso o IDs de los 

transcritos/proteínas utilizados en el análisis filogenético fueron los siguientes: NP_525056 
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(Drosophila PER);  NP_002607 (Human PER1); NP_073728 (Human PER2); NP_058515 

(Human PER3); NP_035196 (Mus PER2); NP_001152839 (Mus PER1); NP_035197 (Mus 

PER3); NP_001029297 (Ratus PER1); NP_113866 (Rattus PER2); NP_076468 (Rattus PER3); 

NP_001079172 (Xenopus  PER1); NP_001081098 (Xenopus PER2); NP_001025354 (Zebrafish 

PER1a); NP_997604 (Zebrafish PER1b); NP_878277 (Zebrafish PER2); NP_571659 

(Zebrafish PER3); NP_001129992 (Medaka PER1); ENSORLP00000019352 (Medaka PER2b); 

ENSORLP00000020793 (Medaka PER2a) y ENSORLP00000019968 (Medaka PER3). 

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  

 Las muestras de tejidos fueron homogeneizadas en TRIzol® usando un homogeneizador 

(Polytron®, PT1200, Kinematica, Switzerland) y procesadas usando el kit PureLink Micro-to-

Midi Systems (Invitrogen), según las instrucciones del fabricante. Se determinó la 

concentración de RNA y 1 µg fue tratado con DNasa I para prevenir la contaminación por DNA 

genómico. La síntesis de cDNA fue realizada con Superscript III Reverse Transcriptase y 

Random primers (Invitrogen) en un volumen de reacción de 20 µl. La PCR en tiempo real fue 

realizada utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y  ABI Prism 7500 

(Applied Biosystems). El programa ABI Sequence Detection System 7000 software (Applied 

Biosystems) fue programado con el siguiente protocolo: 95°C-10 min, seguido de 40 ciclos de 

95°C - 15 s, y 60°C - 1 min. La amplificación se llevó a cabo en un volumen de 20 µl. Todas las 

muestras fueron amplificadas por triplicado. Los primers fueron diseñados con el programa 

Primer Express software (Applied Biosystems) y sintetizados por Invitrogen. La eficiencia de 

amplificación, especificidad de los primers y cantidad de cDNA por muestra fue testeada por el 

método de la curva estándar. La expresión relativa de per1 fue calculada con el método CT con 

corrección de eficiencia  utilizando el gen de la β-actina de lubina como endógeno (nº de 

acceso: AJ493428) (Patruno et al., 2008). 
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Análisis de Datos 

La expresión relativa de per1 fue analizada por ANOVA, seguido del test de Tukey’s 

(post-hoc) utilizando el programa SPSS. El análisis de los ritmos de expresión en cerebro, 

hígado y corazón fue realizado con el método de Cosinor (Nelson et al., 1979), el cual evalúa si 

los datos muestran una fluctuación regular sobre un periodo de 24 horas mediante el ajuste a la 

función coseno por el método de los mínimos cuadrados. Se consideró que el ritmo era 

significativo cuando p < 0.05. La acrofase (pico de expresión) fue expresada en tiempo 

zeitgeber (encendido de las luces = ZT0). El análisis de los ritmos fue realizado utilizando el 

programa “EL TEMPS®” (Prof. A. Díez Noguera, Universidad of Barcelona). 

 

RESULTADOS 

Clonación 

Utilizando primers degenerados fue amplificado un fragmento de cDNA cuya secuencia 

mostró una alta homología con otras proteínas PER de vertebrados. Este fragmento mostró una 

identidad del 76% con PER1 de Oryzias latipes  (NP_001129992), en cuanto a la secuencia de 

aminoácidos, un 46% con PER1a de pez cebra (NP_001025354), y un 56% con PER1b 

(NP_997604) de pez cebra (blastx, usando la base de datos “Reference Protein”). A partir de la 

secuencia de este fragmento de cDNA se diseñaron primers, con el fin de extender la secuencia 

mediante 5’- y 3’- PCR-RACE (Amplificación rápida de los extremos de cDNA). La secuencias 

obtenidas fueron ensambladas y revelaron la presencia de una región 5’- UTR de 662-bp, una 

región 3’-UTR de 410-bp, y un fragmento de lectura abierta (ORF) de 4311-bp. Este último 

codificaba para una proteína de 1436 aminoácidos con una masa molecular calculada de 153.6 

kDa. El análisis de los dominios estructurales y el alineamiento con otras proteínas PER1 (de 

Homo sapiens, Oryzias latipes y Danio rerio) reveló que la proteína PER1 clonada contenía las 

mismas regiones conservadas que habían sido previamente identificadas en otras proteínas PER 

de vertebrados: un dominio PER-ARNT-SIM (PAS), una señal de exportación al núcleo (NES) 

carboxiterminal al dominio PAS, una región corta mutable (región S/M), y un domino de 

repeticiones serina/treonina-glicina (región SG). Además, la secuencia deducida de aminoácidos 
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de la proteína PER1 de lubina  contenía varios sitios conservados de fosforilación por Casein-

Kinasa-I (CKI) (Fig. 1). 
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Figura 1. Alineamiento múltiple de la secuencia deducida de aminoácidos de PER1 de lubina con otras proteínas 

PER de vertebrados. Los recuadros indican las regiones conservadas correspondientes al dominio PAS (regiones 

PAS-A, PAS-B, y PAC), un domino mutable corto (S/M), la señal de exportación al núcleo (NES), la región de 

repeticiones de serina-glicina (SG), y dos sitios putativos de fosforilación por casein kinasa I (CKI). "*" indica la 

presencia de residuos iguales; "." indica la presencia de substituciones semiconservadas; ":" indica la presencia de 

substituciones conservadas, Dicentrarchus labrax; Ol, Oryzias latipes; Dr, Danio rerio; Hs, Homo sapiens. 

 

Análisis filogenético 

Se realizó un análisis filogenético para caracterizar las relaciones evolutivas de proteína 

PER1 de lubina con otros subtipos de proteínas PER de vertebrados. El árbol consenso obtenido 

mostró que la proteína PER1 de lubina está estrechamente relacionada con las proteínas PER1 

de teleósteos. Los diferentes subtipos de PER fueron agrupados en tres clusters con una 

divergencia independiente (PER1, PER2, and PER3). El subtipo PER1 fue dividido en dos sub-

clusters: uno de los cuales contenía las proteínas PER1 de mamíferos y Xenopus y otro que 

contenía las proteínas PER1 de peces (pez cebra y Medaka). Además, la proteína PER de lubina 

fue agrupada en el mismo grupo que la proteína PER1 de Medaka y que las proteínas PER1a y 

PER1b de pez cebra (Fig. 2).  

 

Figura 2. Análisis filogenético que muestra las relaciones evolutivas entre la proteína PER1 de lubina y otras 

proteínas PER  de vertebrados (PER1, PER2, y PER3). El árbol filogenético fue creado por el método de los vecinos 

cercanos utilizando el paquete PHYLIP (versión 3.68). Los números indican los porcentajes del remuestreo 

utilizando 1000 réplicas. La proteína PER de Drosophila fue usada como grupo externo. Dm, Drosophila 

melanogaster; Dr, Danio rerio; Ol, Oryzias latipes; Mm, Mus musculus; Rn, Rattus norvegicus; Hs, Homo sapiens; 

Xl, Xenopus laevis; Dl, Dicentrarchus labrax. Los números de acceso o IDs de las proteínas en RefSeq o en Ensembl 

aparecen en la sección Material y Métodos de este trabajo. 
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Especificidad de tejido y ritmos de expresión diaria. 

El análisis de la expresión en cerebro, corazón, hígado, agallas, musculo, tracto 

digestivo, tejido adiposo, bazo y retina mostró que per1 es expresado todos los tejidos que 

fueron analizados (Fig. 3).  

 

Figura 3. Expresión de per1 en varios tejidos de lubina. Un screening por PCR fue realizado en cerebro, corazón, 

hígado, agallas, musculo, tracto digestivo, tejido adiposo, bazo y retina. Las muestras fueron tomadas a ZT0.  
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La expresión relativa de per1 durante un día completo, fue medida en cerebro, hígado y 

corazón, mostrando un patrón similar en los tres tejidos. Los niveles de expresión fueron 

mayores al final de la fase de oscuridad, disminuyendo durante la fase de luz (Fig. 4, 5, 6). 

Mediante ANOVA se encontraron variaciones significativas en función del tiempo (p < 0.05), 

tanto en cerebro, hígado como en corazón. El análisis de Cosinor reveló que el patrón de 

expresión en los tres tejidos mostraba un ritmo circadiano estadísticamente significativo (p < 

0.05). La acrofase, o pico de expresión, para la expresión de per1 fue localizada a ZT23.1 (± 

1.8) en cerebro (Fig. 3), ZT 22.8 (± 2.0) en corazón (Fig. 4), y ZT 20.9 (± 1.5) en hígado, es 

decir próximas al final de la fase de oscuridad (Fig. 5). 

 

 

Figura 4. Expresión relativa del gen per1 de lubina en cerebro bajo un ciclo LD (A). Los datos representan la media 

± S.E.M. de 5 cerebros diferentes. Se encontraron variaciones significativas dependiendo del tiempo (ANOVA, p < 

0.05). Las muestras de cerebro fueron tomadas cada 3 horas y la expresión relativa fue normalizada utilizando el 

gen de la β-actina como gen endógeno. Análisis de cosinor de la expresión de per1 en cerebro (B). Este análisis 

mostró la existencia de un ritmo circadiano de expresión significativo (p < 0.05). La flecha indica la acrofase del 

ritmo. Las dos barras adyacentes a la elipse indican el límite de confianza de la acrofase al 95%. 
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Figura 5. Expresión relativa del gen per1 de lubina en hígado bajo un ciclo LD (A). Los datos representan la media 

± S.E.M. de 5 muestras de hígado diferentes. Se encontraron variaciones significativas dependiendo del tiempo 

(ANOVA, p < 0.05). Las muestras de cerebro fueron tomadas cada 3 horas y la expresión relativa fue normalizada 

utilizando el gen de la β-actina como gen endógeno. Cosinor de la expresión de per1 en cerebro (B). Este análisis 

mostró la existencia de un ritmo circadiano de expresión significativo (p < 0.05). La flecha indica la acrofase del 

ritmo y las dos barras adyacentes a la elipse indican el límite de confianza de la acrofase al 95%. 

 

Figura 6. Expresión relativa de per1 de lubina en corazón bajo un ciclo LD (A). Los datos representan la media ± 

S.E.M. de 5 muestras de corazón diferentes. Se encontraron variaciones significativas dependiendo del tiempo 

(ANOVA, p < 0.05). Las muestras de cerebro fueron tomadas cada 3 horas y la expresión relativa fue normalizada 

utilizando el gen de la β-actina como gen endógeno. Cosinor de la expresión de per1 en cerebro (B). Este análisis 

mostró la existencia de un ritmo circadiano de expresión significativo (p < 0.05).  

 

DISCUSIÓN 

En el presente estudio, se clonó el gen per1 de lubina completo. El análisis de su secuencia 

reveló la existencia de un ORF que codificaba para una proteína de 1436 aminoácidos con una 
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alta homología con otras proteínas PER de vertebrados, mostrando la mayor identidad con la 

proteína PER1 de Oryzias latipes. El análisis filogenético reveló las relaciones evolutivas de la 

proteína PER de lubina con los diferentes subtipos de proteínas PERs de vertebrados. En 

contraste con Drosophila, que tiene un solo gen PER, los vertebrados tetrápodos (incluyendo el 

hombre) tienen tres genes parálogos para este gen (per1, per2, y per3). Estos genes fueron 

generados, probablemente, por dos rondas de duplicaciones genómicas que ocurrieron en la 

evolución de los cordados (Schantz et al., 2006; Wang 2008). Adicionalmente, los teleósteos 

presentan copias extra de estos genes per, que fueron generadas a partir de una nueva 

duplicación genómica, la cual tuvo lugar, probablemente, en teleósteos ancestrales. (Amores et 

al., 1998; Postlethwait et al., 1998; Meyer & Schartl 1999; Aparicio al. 2002; Christoffels et al., 

2004; Meyer & Van, 2005; Woods et al., 2005; Wang, 2008). Así pues, en el pez cebra se han 

conservado dos genes de per1 llamados per1a y per1b, mientras que otros peces, como medaka, 

fugu, Tetraodon nigroviridis, y Gasterosteus aculeatus, han retenido solo un copia de per1, la 

cual presenta una mayor similitud con el gen per1b de pez cebra (Wang, 2008). En el árbol 

consenso, el gen clonado en el presente estudio, es agrupado junto a los genes per1b de pez 

cebra y per1 de medaka (O. latipes). Estos resultados concuerdan con la evolución de estas 

especies ya que la lubina está más cercana evolutivamente a medaka, fugu y tetraodon. Además, 

es posible que el gen clonado en este estudio sea la única copia del gen per1 presente en lubina, 

como ocurre en medaka. Sin embargo, se necesitan más estudios para confirmar si existen otros 

homólogos de este gen similares a los del pez cebra, tanto en lubina como en medaka, fugu y 

tetraodon. 

Las regiones conservadas descritas en otras proteínas PERs de vertebrados y de 

Drosophila, también fueron también identificadas en la secuencia de aminoácidos deducida de 

la proteína PER1 de lubina. El dominio estructural más importante caracterizado en proteínas 

PER, y presente en la proteína PER1 de lubina, es el dominio PAS. Este dominio fue aislado por 

primera vez en la proteína PER de Drosophila, en la proteína ARNT (the Ah receptor nuclear 

translocator) y en la proteína SIM (Drosophila single minded) de Drosophila, pero aparece 

también, en otras muchas proteínas de señalización, donde el dominio PAS participa en la 

dimerización con otras proteínas PAS, actuando como la “superficie” donde tienen lugar 

interacciones con otros dominios PAS (Gu et al., 2000). En las proteínas PER, este dominio está 

implicado en la dimerización con otras proteínas reloj que tienen también este dominio. La 
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región PAS cosiste en 250-300 aminoácidos, en los cuales existen dos subdominios que 

consisten repeticiones adyacentes de 50 aminoácidos llamados repeticiones PAS-A y PAS-B. El 

dominio PAS aparece frecuentemente asociado con el motivo PAC (PAS-associated C-terminal 

motif), una región conservada de 40-45 aminoácidos carboxiterminal a la región PAS en muchas 

proteínas. Recientemente, ésta ha sido descrita como un dominio estructural directamente unido 

al dominio PAS y que contribuye a mantener a su estructura, de manera que el conjunto se ha 

denominado plegamiento PAS. Así pues, el plegamiento PAS que aparece en las proteínas PER, 

incluyendo la proteína PER1 de lubina y se corresponde a un dominio estructural previamente 

definido como dos dominios PAS y PAC (Hefti et al., 2004).               

Otros dominios estructurales y funcionales caracterizados en proteínas PER fueron también 

identificados en la proteína PER1 de lubina: una señal de exportación al núcleo (NES) 

carboxiterminal al plegamiento PAS e implicada en la translocación al núcleo (Vielhaber et al., 

2001), una región S/M (short-mutable domain) y una región de repeticiones serina/treonina-

glicina (SG) (Tei et al., 1997; Young, 1998). Además, fueron identificados varios sitios 

putativos de fosforilación por Casein kinasa I (CKI). Recientemente, ha sido descrito que las 

proteínas PER y otras proteínas reloj son reguladas por fosforilación por CKI (isoformas epsilon 

y delta) (Agostino et al., 2008). Además, la fosforilación de PER por CKIε ha sido relacionada 

con la regulación de la localización celular, y con la estabilidad y degradación de esta proteína 

por la vía del proteosoma. Más específicamente, las regiones conservadas identificadas en la 

proteína PER1 de lubina han sido descritas previamente como esenciales en proteínas 

relacionadas, por ejemplo, para la translocación al núcleo de mPER1 en ratón (Takano et al., 

2004), y también implicadas las alteraciones de PER2 que provocan el síndrome FASPAS 

(síndrome familiar de la fase del sueño avanzado, del inglés: familial advanced sleep phase 

síndrome) en humanos (Toh et al., 2001).  

Así pues, basándonos en las evidencias estructurales y en los análisis filogenéticos, 

podemos concluir que la proteína identificada en este estudio, pertenece a la familia de proteínas 

PER, estando estrechamente relacionada con las proteínas PER1 de Oryzias y PER1b de pez 

cebra, las cuales también presentan un alto grado de homología entre ellas (Vallone et al., 2004; 

Park et al., 2007). 
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 El screening por PCR mostro que per1 expresado ubicuamente en lubina. El mRNA de 

per1 fue detectado en todos los tejidos analizados (cerebro, corazón, hígado, agallas, musculo 

tracto digestivo, tejido adiposo, bazo y retina). Estos resultados no son sorprendentes, ya que en 

los últimos años se ha descrito la expresión de los genes reloj en muchos tejidos periféricos, 

tanto en mamíferos como en peces, demostrándose que estos genes no solo son expresados en 

cerebro (Whitmore et al., 1998; Yoo et al., 2004).  

El patrón diario de expresión de per1 en lubina, fue analizado en tejidos neurales (cerebro) 

y periféricos (hígado y corazón). En los tres tejidos se encontraron patrones similares de 

expresión con una acrofase, o pico de expresión, cercano al encendido de las luces (ZT0). Este 

patrón es similar a los descritos previamente para per1 en líneas celulares de pez cebra (PAC-2), 

en larvas de pez cebra (Lahiri et al., 2005), en carpines adultos (Velarde et al, 2009), y en peces 

cebra adultos (Sánchez & Sánchez-Vázquez, 2009). Por otro lado, estos patrones de expresión 

fueron obtenidos bajo condiciones de temperatura y fotoperiodo similares a los utilizados en 

estudios previos, realizados con lubina (12L:12D, 20ºC), que muestran que esta especie puede 

presentar tanto un comportamiento diurno, como nocturno (Sánchez-Vázquez et al., 1995, 

1997).   

En conclusión, en este estudio se ha clonado el gen per1 de lubina, el cual fue expresado en 

todos los tejidos analizados. Además, la expresión de este gen, en lubinas sometidas a un ciclo 

LD, mostró un ritmo circadiano significativo tanto en tejidos nerviosos como en tejidos 

periféricos, mostrando  un pico de expresión cercano a ZT0. La identificación y caracterización 

de este gen proporciona una valiosa información para la elucidación de los mecanismos 

moleculares implicados la regulación del sistema circadiano de esta especie. Futuros estudios 

podrán determinar el papel de per1 en el sistema circadiano de esta especie, así como en las 

inversiones de comportamiento y en la ontogenia de los relojes moleculares de la lubina.  
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2. ONTOGENIA DEL RELOJ CIRCADIANO EN LARVAS DE 

LUBINA. 

Sanchez JA, Villamizar N, Blanco-Vives B, Sanchez-Vazquez FJ. 

 

RESUMEN. 

En teleósteos, la maduración de los relojes moleculares comienza muy pronto en el 

desarrollo embrionario y el fotoperiodo juega un importante papel en el inicio o sincronización 

de los ritmos circadianos tanto a nivel molecular, como fisiológico y comportamental. En este 

trabajo, se investigó el efecto del fotoperiodo y de la longitud de onda del espectro lumínico 

sobre la expresión del gen per1, durante el desarrollo de larvas de lubina. Después de la 

fecundación, los embriones fueron expuestos a diferentes condiciones lumínicas, luz constante 

(LL), oscuridad constantes (DD) y bajo un fotoperiodo 12L:12D utilizando luz con diferente 

composición espectral o longitud de onda: luz blanca (LDW), roja (LDR) y azul (LDB). A partir 

de la eclosión, se tomaron muestras aproximadamente cada 3 horas hasta el día 5 post-eclosión 

y también a lo largo del día 16. La expresión del gen per1, en las larvas de los grupos 

experimentales LDW y LDB mostró un ritmo circadianos de expresión de este gen en el día 16 

post-eclosión. Además, en el día 5, se detectó un ritmo de baja amplitud en el grupo LDB. Sin 

embargo, en ausencia de un fotoperiodo (luz u oscuridad constantes) el gen per1 fue expresado 

de forma arrítmica durante los primeros 16 días post-eclosión. Por último, el fotoperiodo de luz 

roja no fue capaz de sincronizar o iniciar la expresión rítmica de este gen. Estos resultados 

muestran la importancia de las condiciones lumínicas (fotoperiodo y longitud de onda) para el 

inicio de expresión rítmica de los genes reloj durante el desarrollo de la lubina. 

 

 

 

Keywords: Lubina, relojes moleculares, per1, ontogenia sistema circadiano. 
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INTRODUCCIÓN. 

El desarrollo de los relojes moleculares es un paso previo y necesario para la maduración o 

desarrollo del sistema circadiano. En teleósteos, diversos procesos, tales como la organogénesis, 

eclosión, metamorfosis, crecimiento, etc., siguen un estricto orden temporal, por lo que la 

existencia de mecanismos de medida del tiempo podría jugar un importante papel regulador de 

estos procesos. Sin embargo, el papel de los relojes biológicos en el desarrollo embrionario de 

teleósteos, es poco conocido. Hasta la fecha, los estudios sobre ontogenia de los relojes 

moleculares en teleósteos se han llevado a cabo casi exclusivamente en el pez cebra. En esta 

especie, se ha demostrado la existencia de relojes moleculares funcionales desde estadios 

tempranos del desarrollo, cuyo desarrollo se ve afectado la luz o fotoperiodo. Además, el 

fotoperiodo juega un importante papel en el inicio y/o sincronización de los ritmos circadianos 

no solo a nivel molecular, sino también a nivel fisiológico y comportamental (Hurd y Cahill, 

2002; Cahill, 2002; Kaneko y Cahill, 2005; Ziv y Gothilf, 2006).  

Paralelamente, la luz y el fotoperiodo tienen un profundo impacto sobre la supervivencia y 

crecimiento de lavas de teleósteos (Puvanendran and Brown, 2002; Monk et al., 2006; Yoseda 

et el., 2008; Villamizar et al., 2009). Además, algunos estudios, han demostrado que la 

composición espectral de la luz también afecta al correcto desarrollo y crecimiento de larvas de  

teleósteos (Villamizar et al., 2009). Por otro lado, el efecto de la luz sobre los ritmos 

circadianos, varía en función de la longitud de onda utilizada, de manera que no todas las 

longitudes de onda del espectro luminoso, son igualmente eficaces en la sincronización de los 

ritmos circadianos (Bayarri et al.,  2002). Sin embargo, a pesar de estas evidencias, se 

desconoce el efecto de la composición espectral de la luz sobre el desarrollo embrionario y la 

ontogenia de los relojes moleculares en teleósteos. 

La lubina es una de las especies más importantes en la acuicultura Mediterránea, cuyo 

sistema circadiano ha sido muy estudiado. Esta especie presenta un comportamiento dual 

(Sánchez-Vázquez et al. 1995; Sánchez-Vázquez et al., 1998), pudiendo comportarse como 

nocturna o como diurna, lo que la hace muy atractiva desde el punto de vista de la 

cronobiología. Utilizando comederos a demanda, se han descrito inversiones de 

comportamiento bajo condiciones naturales, asociadas a cambios estacionales, así como bajo 

condiciones constantes de luz y temperatura (Sánchez-Vázquez et al., 1995; Sánchez-Vázquez 
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et al., 1998). Por otro lado, los ritmos diarios de melatonina en plasma y en retina, descritos en 

esta especie (Sánchez-Vázquez et al., 1997; Ligo et al., 1997; García-Allegue et al., 2001), son 

claramente influenciados por las influenciados por las condiciones lumínicas y por la 

temperatura del agua (Bayarri et al., 2002). Además, recientemente se ha caracterizado el gen 

per1 de lubina (Sánchez y Sánchez-Vázquez, 2010), mostrando un ritmo de expresión 

circadiano con una acrofase situada próxima al final de la noche. Por todo lo anterior, la lubina 

es una especie muy atractiva para el estudio comparado de la ontogenia de los relojes 

moleculares en teleósteos. 

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la ontogenia de los relojes moleculares de 

lubina, investigando el efecto del fotoperiodo y de las diferentes longitudes de onda del espectro 

lumínico, sobre la expresión del gen reloj per1, durante el desarrollo larvario. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS. 

Mantenimiento y Diseño experimental. 

Para este experimento se utilizaron huevos fecundados de lubina (posteriormente larvas), 

que fueron transferidos a tanques de unos 500 litros bajo aireación, en el Instituto 

Oceanográfico de Mazarrón (Murcia, España). A partir del día 8 post-eclosión, las larvas fueron 

alimentadas con rotíferos cultivados y alimento comercial a base de algas verdes (Phytobloom, 

Prof Necton, Portugal). Después de la fertilización, los huevos fueron sometidos a 5 diferentes 

regímenes luminosos, con tres replicas. Tres tanques fueron sometidos a un fotoperiodo 

12L:12D con luz blanca (LDW, longitud de onda: 367-1057 nm), otros tres con luz roja (LDR, 

longitud de onda: 641-718 nm) y otros tres con luz azul (LDB, longitud de onda: 435-500 nm). 

Por último, tres tanques fueron mantenidos en oscuridad constante (DD) y otros tres en 

condiciones de luz constante (LL).  Para la iluminación se utilizaron LEDs dispuestos en un 

placa y colocados a aproximadamente 50 cm de la superficie del agua. A partir de la eclosión se 

tomaron muestras aproximadamente cada 3 horas durante los primeros cinco días post-eclosión. 

El 16 post-eclosión, también se tomaron muestras cada 3 horas, a lo largo de 24 horas. Cada 

muestra consistió en un pool de aproximadamente 30 larvas, tomadas de diferentes replicas, que 
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fueron congeladas a -80ºC en TRIzol® (Invitrogen, España) hasta su análisis por PCR en 

tiempo real. El muestreo fue hecho en las mismas condiciones lumínicas de cada tratamiento.  

PCR en tiempo real.  

 Las muestras fueron homogeneizadas en TRIzol® usando un homogeneizador 

(Polytron®, PT1200, Kinematica, Switzerland) y procesadas utilizando el kit PureLink Micro-

to-Midi (Invitrogen) según las instrucciones del fabricante. Una vez extraído el RNA, se 

cuantifico por espectrofometría y se utilizó 1 µg para la síntesis de cDNA, tratándolo 

previamente con DNasa I (1 unit/µg RNA, Invitrogen). Las síntesis de cDNA fue llevada a cabo 

con Superscript III Transcriptasa Reversa, utilizando Oligo-dT (Invitrogen) como cebador. El 

ensayo de PCR en tiempo real fue realizado con la metodología del SYBR-Green, utilizando 

SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). 

El software fue programado con el siguiente protocolo: 95°C durante 10 min, seguido de 40 

ciclos de 95°C durante 15 s, y 60°C durante 1 minuto. Las reacciones de PCR fueron llevadas a 

cabos en un volumen de 20 µl conteniendo los primers y la Master mix de acuerdo con las 

instrucciones del fabricante (Applied Biosystems). Todas las muestras fueron analizadas en 

triplicado. La expresión relativa de per1 fue calculada por el método CT con corrección de 

eficiencia normalizando la expresión con gen de la β-actina como endógeno (numero de acceso. 

AJ493428) (Patruno et al., 2008). 

Análisis de datos 

El análisis de los ritmos de expresión relativa  de per1 fue realizado con el método de 

Cosinor (Nelson et al., 1979), utilizando el programa “EL TEMPS®” (Prof. A. Díez Noguera, 

Universidad of Barcelona). Se consideró que el ritmo era significativo cuando p < 0.05. La 

acrofase (pico de expresión) fue expresada en tiempo zeitgeber (encendido de las luces = ZT0).  

 

RESULTADOS. 

La expresión de per1 fue detectable desde en el primer día post-eclosión, tanto en las larvas 

mantenidas bajo condiciones constantes de luz y de oscuridad, como en aquellas sometidos a un 

fotoperiodo 12L:12D utilizando luces con diferente composición espectral. 
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La expresión de per1 en larvas sometidas a condiciones constantes de luz (LL) y de 

oscuridad (DD), no mostró ritmos de expresión significativos en el periodo de tiempo estudiado 

(0-16 días post-eclosión). En cambio, las larvas sometidas a un fotoperiodo 12L:12D con luz 

blanca y azul (LDW y LDB) mostraron un claro ritmo de expresión de per1 en el día 16 post-

eclosión (Cosinor, p < 0.05). En el caso del grupo LDW también se detectó un ritmo 

significativo en el día 5, aunque éste fue de menor amplitud (p < 0.05) (Fig. 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Expresión de per1 en larvas de lubina en los primeros cinco días post-eclosión y en el día 16. La expresión 

fue determinada cada tres horas en 3 diferentes pools de unas 30 larvas sometidas a diferentes regímenes luminosos: 

oscuridad constante (DD), luz constante (LL) y fotoperiodos 12L:12D con luz blanca (LDW), roja (LDR) y azul 

(LDB). 

El análisis de Cosinor mostró que la acrofase o pico de expresión del gen per1 en el día 16 

se situó a ZT 22.6 ± 4.7 en el grupo LDW, mientras que en el grupo LDB fue a ZT 21.1± 4.2. 

En el día 5, para el grupo LDB se situó en ZT 21.2 ± 2.2 (ZT0 indica la hora de encendido de 
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las luces, que corresponde a las 9:00 h). En el resto de días en los diferentes tratamientos no se 

encontró un ritmo significativo (Cosinor, p > 0.05) (Fig. 2). 

Las larvas sometidas a un fotoperiodo LD con luz roja (LDR), tampoco  se observa un 

claro ritmo de expresión de este gen a lo largo del periodo de  estudio, similar a lo encontrado 

para los grupos mantenidos bajo condiciones constantes de luz y oscuridad (Fig. 1).  

 

 

Figura 2. Análisis de cosinor de los ritmos de expresión de per1 en larvas de lubina. Las larvas fueron sometidas a 

un fotoperiodo 12L:12D utilizando luz azul (A y B) y luz blanca (C). A: día 5 post eclosión, LDB. B: día 16 post-

eclosión LD. C: día 16 post-eclosión, LDW. 

 

DISCUSIÓN. 

Este artículo proporciona nuevos datos sobre la importancia del fotoperiodo en la ontogenia 

de los relojes moleculares de teleósteos y del sistema circadiano. Los resultados expuestos aquí, 

indican que las condiciones lumínicas, fotoperiodo y composición espectral, son críticas para la 

maduración de los relojes moleculares durante el desarrollo temprano de la lubina.  

El fotoperiodo (utilizando luz blanca y azul), indujo el inicio de un ritmo circadiano en la 

expresión del gen reloj per1, a partir del día 16 post-fertilización, y en el caso de la luz azul, a 

partir del día 5 ya se observa un ritmo circadiano de baja amplitud. En cambio, las larvas que 

fueron sometidas a condiciones constantes (LL y DD) no mostraron un ritmo de expresión de 

per1 durante los primeros 16 días post-eclosión. Estos resultados son similares a lo descrito en 

el pez cebra, donde se ha demostrado que los relojes que controlan los ritmos fisiológicos y de 
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comportamiento en larvas se desarrollan gradualmente y la exposición a sincronizadores es 

necesaria para el inicio ritmos circadianos tanto de de expresión de genes reloj, como de 

melatonina y de comportamiento (Cahill, 2002). A nivel molecular, varios estudios demuestran 

que si se somete a las larvas de pez cebra a un fotoperiodo durante el primer o segundo día post-

eclosión, se observa un ritmo de expresión tanto de genes reloj, como de genes clock-regulados 

(como Aanat2) en el tercer y cuarto día post-eclosión, mientras que si las larvas se desarrollan 

bajo oscuridad constante estos ritmos no se observan (Ziv y Gothilf 2006; Kaneko y Cahill, 

2005; Dekens y Whitmore, 2008). Por ejemplo, Dekens y whitmore (2008) mostraron que la 

expresión rítmica de per1 tiene lugar a partir del segundo día post-eclosión, en larvas de pez 

cebra bajo LD, mientras que bajo DD la expresión de este gen es constante.  

En cuanto a los ritmos fisiológicos y comportamentales, también existen evidencias del 

efecto del fotoperiodo durante el desarrollo. Estudios previos realizados en el pez cebra 

muestran que la exposición al fotoperiodo inicia los ritmos circadianos de comportamiento a 

partir del cuarto día aproximadamente, tan pronto como las larvas comienzan a nadar y 

alimentarse, mientras que bajo condiciones constantes de oscuridad las larvas son arrítmicas 

(Cahill, 2002, Hurd y Cahill, 2002) . A nivel fisiológico, también se ha demostrado que el 

fotoperiodo induce la aparición de un ritmo circadiano de melatonina a partir de la segunda 

noche post-eclosión lo que coindice con la aparición de un ritmo en la expresión de Aanat2, 

además, ambos ritmos se mantienen cuando se transfieren las larvas a DD  (Gothilf et al., 1999; 

Kazimi y Cahill 1999).  

Por otro lado, estos resultados están correlacionados con estudios previos, que muestran 

que un fotoperiodo adecuado mejora el crecimiento, desarrollo y supervivencia de las larvas, 

mientras que las condiciones constantes de luz o de oscuridad disminuyen el crecimiento o 

aumentan el porcentaje de deformidades en las larvas (Barahona-Fernández, 1979; Villamizar et 

al., 2009). 

Curiosamente, las que fueron mantenidas bajo un fotoperiodo 12L:12D con luz roja, al 

igual que aquellas mantenidas bajo condiciones constantes, no mostraron un ritmo de expresión 

claro durante los primeros 16 días post-eclosión. En adición la luz azul, fue más eficaz que la 

blanca, ya que los ritmos de expresión de per1 fueron detectables en el día 5. Una posible 

explicación a estos resultados es que los pigmentos fotosensibles que participan en la 
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sincronización de los ritmos biológicos (posiblemente la pineal) sean sensibles solo a las 

longitudes de onda a las que están expuestas de forma natural. En este sentido, la luz azul es 

predominante a ciertas profundidades ya que la columna de agua actúa como un filtro 

cromático, de manera que la  luz roja es totalmente absorbida por la columna de agua a pocos 

metros de la superficie, mientras que la luz azul y violeta son transmitidas a mayor profundidad 

(Nicol, 1989; Wolken, 1995; Villamizar et al., 2009). Además, estos resultados son apoyados 

por experimentos realizados por Bayarri (2002), quien demostró que los ritmos de melatonina 

en lubina son fuertemente afectados por la luz azul. Resultados similares han sido encontrados 

en la pineal de pez cebra, donde la luz roja provoca una menor supresión de la producción de 

melatonina, que la luz azul (Ziv et al, 2007). Por otro lado, estos resultados son paralelos a los 

obtenidos por Villamizar (2009), en los que un fotoperiodo de luz azul mejoró el crecimiento 

larvario en lubina y disminuyó el porcentaje de malformaciones, respecto de aquellas larvas 

mantenidas en DD y con un fotoperiodo de luz roja.  

En todos los grupos experimentales, la expresión per1 fue detectable desde el primer día 

post-eclosión, independientemente del fotoperiodo. Existen evidencias de la presencia de 

transcritos de genes reloj en las primeras horas post-eclosión en pez cebra (Dekens y Whitmore, 

2008). Se ha postulado la posibilidad incluso, de una herencia materna de transcritos para genes 

reloj que aparecen ya en huevos sin fecundar (Delaunay, et al., 2000). Además, se han atribuido 

funciones, no relacionadas con sistema circadiano a estos transcritos, durante el desarrollo 

embrionario temprano (Vallone et al., 2007). 

Se han propuesto varias hipótesis sobre el papel de la luz en el desarrollo del sistema 

circadiano del pez cebra. La luz podría actuar iniciando la oscilación circadiana, o bien 

sincronizando múltiples osciladores (Vallone et al., 2007). Nuestros resultados son compatibles 

con las dos hipótesis, ya que la expresión del gen per1 fue detectable a partir del día 1 post-

eclosión de forma arrítmica y la luz podría haber actuado bien iniciando la expresión rítmica, o 

bien sincronizando los ritmos a nivel celular en los grupos LDW y LDB. Es decir, cabe la 

posibilidad de que existan ritmos a nivel celular, pero asincrónicos, y el fotoperiodo actuaría 

sincronizando estos ritmos celulares. Los estudios realizados por Dekens y Whitmore (2008) en 

pez cebra apuntan hacia esta última hipótesis, ya estos autores observaron ritmos de expresión 
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asincrónicos de per1 a nivel celular, en el primer día post eclosión bajo DD, que eran 

sincronizados al transferir las larvas a LD.  

Por otro lado, con se menciona anteriormente, existe una correlación entre el efecto del 

fotoperiodo y espectro sobre la maduración de los ritmos circadianos y el efecto sobre la mejora 

del crecimiento y desarrollo en larvas. No existen evidencias claras acerca de posible papel de 

los relojes moleculares como reguladores del desarrollo, sin embargo los datos disponibles 

muestran que tanto los ritmos de expresión de genes reloj, como los ritmos manifiestos maduran 

muy pronto en el desarrollo de teleósteos (Hurd y Cahill, 2002; Cahill, 2002; Kanekio y Cahill, 

2005; Ziv y Gothilf, 2006; Vallone et al., 2007). Es posible que los relojes biológicos actúen 

regulando procesos del desarrollo que deben ocurrir con un orden temporal correcto. Por otro 

lado, se han descrito ritmos circadianos de división celular en pez cebra (Dekens et al.,  2003), 

que aparecen tan pronto como los relojes moleculares comienzan a funcionar (4 dpf). El 

restringir el momento del día en que tiene lugar la fase S de la mitosis podría ser una ventaja 

adaptativa, al disminuir el daño por luz UV (Vallone et al., 2007). Además, los ritmos de 

secreción de melatonina también han sido implicados en la estimulación de la proliferación 

celular en los momentos del día con menor radiación UV, en embriones de pez cebra (Danilova 

et al., 2004). Por último, no existen datos acerca de los efectos a largo plazo de las condiciones 

de desarrollo de los relojes biológicos y del sistema circadiano de teleósteos, aunque serían de 

interés estudios sobre su posible efecto en los plásticos y variables ritmos de comportamiento 

observados en la lubina, así como en las inversiones de comportamiento (Sánchez-Vázquez et 

al. 1995; Sánchez-Vázquez et al., 1998). 

En conclusión, el fotoperiodo es un factor importante en la maduración de los relojes 

biológicos de larvas lubina. En ausencia de un fotoperiodo (luz u oscuridad constantes), el gen 

reloj per1 es expresado de forma arrítmica, al menos durante los primeros 16 días post-eclosión, 

y se requiere de un fotoperiodo para iniciar los ritmos de expresión de este gen. Además, la luz 

roja no tiene capacidad para sincronizar o iniciar la expresión rítmica de per1 en larvas de 

lubina. Estos resultados muestran la importancia de las condiciones lumínicas en la maduración 

normal de los relojes biológicos de lubina. 
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RESUMEN 

Los relojes moleculares controlan todos los ritmos biológicos de los organismos. En 

teleósteos, a pesar de la gran diversidad de especies existentes, el estudio de los relojes 

moleculares se ha llevado a cabo casi exclusivamente en el pez cebra. La trucha arcoíris podría 

ser una especie muy interesante para el estudio de la ontogenia de los relojes moleculares ya que 

presenta un desarrollo embrionario muy largo en comparación con otras especies (i.e. 

zebrafish), lo cual permite una mayor resolución en el estudio del inicio de la expresión de los 

genes reloj. En este trabajo se analizó la expresión de los genes reloj Clock, Per1 y Aanat2 a lo 

largo del desarrollo embrionario en la trucha arcoíris. Se utilizaron dos grupos de embriones que 

fueron mantenidos bajo un fotoperiodo 12L:12D y bajo condiciones constantes de luz, LL. Bajo 

LD, la expresión de per1 presentó un ritmo circadiano a partir del día 8 post-fertilización (dpf), 

mientras que la expresión del gen clock mostró ritmicidad a partir del primer día. Sin embargo, 

bajo LL, la expresión de estos genes fue arrítmica o con acrofases alteradas. Por otro lado, 

Aanat2 presentó una expresión rítmica a partir de los días 21-22 pdf, bajo LD. Estos resultados 

sugieren la presencia de relojes moleculares funcionales en embriones de trucha arcoíris durante 

el desarrollo embrionario. Además, muestran la importancia del fotoperiodo en el inicio o 

sincronización de los ritmos de expresión de los genes reloj y la posible existencia de 

mecanismos fotorreceptores no identificados que aparecen antes del desarrollo de estructuras 

como la pineal y la retina. 

Keyword: trucha arcoíris, relojes moleculares, ontogenia, genes reloj, fotoperiodo. 
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INTRODUCCIÓN 

El sistema circadiano permite a los animales “medir el tiempo” y anticiparse a los ciclos 

diarios de luz y oscuridad. Este sistema es sincronizado por diferentes factores ambientales tales 

como, la luz, el alimento y la temperatura, siendo la luz o el fotoperiodo, considerada como el 

sincronizador más potente del sistema circadiano (Cahill, 2002).  

Los relojes moleculares constituyen la base del funcionamiento del sistema circadiano. 

Estas estructuras están constituidas por agrupaciones celulares, en las cuales tiene lugar la 

expresión de los genes reloj, siguiendo un patrón circadiano autosostenido. Así pues, los genes 

reloj son los responsables de los ritmos circadianos observables tanto a nivel celular, como a 

nivel fisiológico e incluso a nivel de comportamiento. 

El estudio de la ontogenia de los relojes biológicos moleculares en peces se ha abordado 

casi exclusivamente en el pez cebra (Kaneko y Cahill, 2005; Ziv y Gothilf, 2006; Cahill, 2002; 

Vallone et al., 2007). Sin embargo, en muchas otras especies de interés para la acuicultura 

existen procesos muy diversos como la puesta, el desarrollo embrionario y la metamorfosis que 

presentan un estricto orden temporal, lo cual sugiere que son regulados o modulados por los 

relojes moleculares. En este sentido, la trucha arcoíris representa un modelo ideal para el estudio 

de la ontogenia de los relojes moleculares a lo largo del desarrollo, ya que esta especie presenta 

un desarrollo embrionario muy largo, en comparación con otros teleósteos, como el pez cebra y 

la lubina. En el caso del pez cebra, la eclosión tiene lugar aproximadamente el tercer día post-

fertilización, mientras que en trucha arcoíris este proceso puede alargarse más de 30 días en 

función de la temperatura (Bastardo et al., 1992; Omura y Oguri, 1993). 

El objetivo de este trabajo fue identificar la presencia de relojes moleculares en huevos y 

larvas de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) y describir la expresión de los genes reloj a lo 

largo del desarrollo embrionario. Además, se investigó el impacto del fotoperiodo sobre su 

expresión. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Mantenimiento de los animales. 

Para este estudio se utilizaron embriones de trucha arcoíris que fueron obtenidos justo 

después de loa fertilización. Los embriones fueron mantenidos a temperatura constante (7.1 ± 

0.1 °C) y bajo dos diferentes fotoperiodos: 12L:12D y bajo iluminación constante (LL), hasta la 

eclosión, la cual tuvo lugar a los 350°C.dia. En los días 1, 8, 21 y 42 post-fertilización (dpf), se 

tomaron muestras (huevos o larvas) durante un día completo cada 4 horas (n=6.7). Las muestras 

fueron almacenadas a -70ºC para su posterior análisis por PCR en tiempo real. 

 

Clonación y PCR en tiempo real. 

 Las muestras de tejidos fueron homogeneizadas en TRIzol® usando un homogeneizador 

(Polytron®, PT1200, Kinematica, Switzerland) y se extrajo el RNA total. La concentración de 

RNA fue determinada por espectroscopia y 1 µg fue utilizado para la síntesis de cDNA con 

Superscript II Reverse Transcriptase y Oligo-dT (Invitrogen).  

En base a las secuencias presentes en el Genbank, se diseñaron primers para amplificar 

fragmentos de los mRNA de los genes aanat2, per1 y clock de trucha arcoirris. Estos 

fragmentos fueron amplificados por PCR y clonados en el vector p-GEMT (Promega). Se 

purificaron los plásmidos, se cuantificaron y fueron utilizados para el establecimiento de un 

patrón para la cuantificación absoluta del número de copias de mRNA de los genes reloj 

mediante PCR  a tiempo real. La PCR en tiempo real fue realizada utilizando SYBR Green y 

todas las muestras fueron amplificadas por triplicado. Se midieron los niveles de expresión de 

los genes  Clock, Per1, y Aanat-2 en todas las condiciones experimentales  (LD y LL) y se usó 

el gen de la B-actina como endógeno para la normalización de los datos.  

Análisis de Datos 

El análisis de los ritmos de expresión fue realizado con el método de cosinor (Nelson et al., 

1979), el cual evalúa si los datos muestran una fluctuación regular sobre un periodo de 24 horas 

mediante el ajuste a la función coseno por el método de los mínimos cuadrados. Se consideró 
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         Period 1           Clock 
Sample LD LL LD LL 

0-1 dpf n.s n.s 23:0± 1.91 n.s. 

8-9 dpf 23:00 ± 1.74 19:00 ± 1.56 23:00 ± 1.91 n.s 

21-22 dpf 23:00 ± 2.58 23:00 ±1.29 n.s. n.s 

42-43 dpf 23:00 ± 2.82 n.s. 23:00 ±2.71 n.s 
 

Tabla 1: Acrofases o picos de expresión de los genes Per1 y Clock. El tiempo es mostrado como zeitgeber time 

(ZT0= encendido de las luces). Las acrofases fueron calculadas por regresión utilizando el método Cosinor (se 

muestra la acrofase ± 95% intervalo de confianza). 

 

La expresión del gen Aanat-2 mostró ritmos de expresión diaria, en los días 21 y 42 dpf 

bajo LD, mientras que bajo LL solo se observaron ritmos circadianos significativos en el día 42 

dpf. 

 

DISCUSIÓN 

Los ritmos de expresión detectados, en los genes reloj per1 y clock, durante el periodo 

de incubación, en embriones de trucha arcoíris, sugieren que los relojes moleculares están 

presentes y son funcionales durante el desarrollo embrionario de este especie. Estos resultados 

son concordantes con estudios previos realizados en pez cebra, donde se ha demostrado que los 

ritmos de expresión de genes reloj, así como los ritmos de melatonina, son detectables a partir 

del segundo día post-eclosión (Cahill, 2002; Vallone et al., 2007). En nuestros experimentos en 

trucha, se detectaron ritmos de expresión de genes reloj, también muy pronto (antes del día 8 

post-fertilización), pero a diferencia del pez cebra, estos ritmos aparecen ya durante el periodo 

de incubación. Estas diferencias son debidas probablemente al largo periodo de incubación de la 

trucha arcoíris, ya que mientras que el pez cebra tiene un periodo de incubación muy corto (2-3 

días), este etapa en la trucha arcoíris puede extenderse más de 30 días, en función de la 

temperatura (310-410 ºC-día, según autores) (Bastardo et al., 1992; Omura y Oguri, 1993). Por  

otro lado, nuestros resultados son apoyados por algunos estudios realizados en el pez cebra, 

donde se ha detectado la presencia de transcritos de genes reloj en huevos incluso sin fecundar 



                                                                                                                                                 Tesis Doctoral 

 

 

81 

 

(Delaunay et al., 2003), así como durante los primeros días post-fertilización (Ziv y Gothilf, 

2006) 

Mediante microscopía electrónica Omura y Oguri (1993), demostraron que el órgano 

pineal en el desarrollo embrionario de trucha, comienza a ser fotorreceptivo aproximadamente a 

los 15 dpf, y aparece bien desarrollado el día 21 dpf (a 10-12ºC), mientras que la retina se 

desarrolla más tarde, siendo fotosensible aproximadamente el día 27 dpf (a 10-12 ºC). Así pues, 

nuestros resultados indican que la expresión rítmica de per1 aparece antes del desarrollo de los 

fotorreceptores clásicos (pineal y retina), lo que sugiere que este ciclo se inicia bien por 

fotorreceptores aún no identificados o bien es transmitido vía materna al oocito, a través de 

mRNA materno. Sin embargo, la alteración de la expresión de clock y per1 entre los dos 

tratamientos, LL y LD, apoya la primera hipótesis, sugiriendo además, que el fotoperiodo es 

necesario para iniciar o sincronizar estos ritmos de expresión. Por lo tanto, esto implica, la 

existencia de mecanismos de fotorrecepción, que operan ya en las fases tempranas del desarrollo 

embrionario. Esta hipótesis es apoyada también por estudios previos realizados en embriones de 

pez cebra, donde se ha demostrado que pulsos de luz suministrados antes de que la pineal y 

retina adquieran fotosensibilidad (dos primeros días post-eclosión), inducen la expresión de 

per2 y además, sincronizan la expresión de Aanat2 más tarde (a partir del segundo día) (Ziv y 

Gothilf, 2006). Además, en el pez cebra se ha descrito también la existencia de un fotorreceptor 

circadiano en tejidos periféricos que actúa incluso en células en cultivo (Whitmore et al., 2000; 

Pando y Sassone-Corsi, 2002). Un mecanismo similar podría estar operando en los huevos de 

trucha arcoíris.  

En la mayoría de especies de teleósteos, la pineal forreceptiva contiene el reloj 

circadiano que autorregula la producción/liberación de melatonina. Sin embargo, en salmónidos 

(como Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus masou, Oncorhynchus nerka), se ha demostrado 

que la producción de melatonina en el órgano pineal es conducida por luz y no exhibe un ritmo 

circadiano en DD (Ligo et al., 2007;  Migaud et al., 2010; Coon et al., 1998; Masuda et al., 

2003). La regulación circadiana de la producción de melatonina en pineal, en la mayoría de 

teleósteos, esta mediada por la presencia de la secuencia denominada E-box en la región 

promotora del Aanat2 (Migaud et al., 2010; Mizasawa et al., 1999; Mizasawa et al., 2000). Este 

gen es expresado preferentemente en pineal (Benyasi et al., 2000; Mizasawa et al., 2000) y su 
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expresión exhibe un ritmo circadiano bajo LD que se mantiene al transferir a los animales y a 

pineales en cultivo in vitro a DD. Los salmónidos, sin embargo, constituyen una excepción, ya 

que en este grupo aanat2 no presenta ritmos circadianos de expresión en pineal (lo explica que 

la síntesis de melatonina no este clock-regulada, en este grupo) (Mizasawa et al., 1999; 

Mizasawa et al., 2000). Se ha sugerido que esta peculiaridad puede ser debida a la perdida de la 

regulación circadiana en salmónidos ancestrales (Ligo et al., 2007). Nuestros resultados en 

embriones de trucha arcoíris están básicamente en desacuerdo con estas observaciones, ya que 

se encontraron ritmos de expresión en Aanat2, antes del desarrollo de la pineal. No tenemos una 

explicación clara para este hecho, pero posiblemente la regulación de la expresión de Aanat2 

difiere del adulto en estos estadios tempranos del desarrollo, tanto en la regulación por luz o 

circadiana, como en los lugares de expresión.  

En conclusión, esta es la primera demostración funcional de la existencia de ritmos 

circadianos en la expresión de genes reloj en embriones de trucha arcoíris. En este estudio se 

pone de manifiesto la importancia del fotoperiodo para el inicio y sincronización de los relojes 

moleculares durante el desarrollo embrionario de trucha arcoíris, así como la presencia de 

mecanismos de fotorrecepción desconocidos que actúan antes del desarrollo de pineal y retina 

en esta especie. Además, en conjunto, estos resultados, comparados con estudios previos 

realizados en pez cebra, representan valiosa información sobre la importancia de los relojes 

moleculares en el desarrollo larvario teleósteos, aunque es evidente que debido a la diversidad 

de las estrategias de  vida en teleósteos, existe una posible variabilidad en la forma en que 

diferentes especies utilizan este sistema.  
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III.II. EL ALIMENTO COMO SINCRONIZADOR 

DE RELOJES MOLECULARES Y DE LOS RITMOS 

FISIOLÓGICOS Y DE COMPORTAMIENTO.  
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4. SINCRONIZACIÓN DE LOS RITMOS DE ACTIVIDAD Y 

EXPRESIÓN DE GENES RELOJ A LOS CICLOS DE 

ALIMENTACIÓN EN ZEBRAFISH 

 

Sincronización al alimento de los ritmos diarios de actividad locomotora y expresión de 

genes reloj en cerebro de pez cebra. 
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RESUMEN. 

El fotoperiodo y los ciclos de alimentación son fuertes sincronizadores del sistema circadiano de 

vertebrados. Tanto los ritmos circadianos fisiológicos, como los ritmos de actividad, son 

fuertemente sincronizados por el fotoperiodo. Además, los ciclos de alimentación periódica 

inducen la aparición de una Actividad Anticipatoria al Alimento (FAA) en la mayoría de 

animales. Sin embargo, los mecanismos moleculares a través de los cuales estos 

sincronizadores, la luz y el alimento, modulan los osciladores biológicos siguen siendo 

desconocidos. En este estudio hemos investigado la existencia de FAA en 7 grupos de peces 

cebra, sometidos a un ciclo de luz/oscuridad (LD) o a luz constante (LL) y a diferentes 

regímenes alimenticios (aleatorio, ayuno y alimentación periódica en mitad de la fase de luz y 

en mitad de la fase de oscuridad). El objetivo de este estudio fue determinar si los ritmos diarios 

de comportamiento y la expresión de genes reloj (per1 and cry1), en cerebro de pez cebra, son 

sincronizados por el fotoperiodo y por el horario de alimentación. Los resultados revelaron que 

los peces cebra desarrollan FAA cuando el alimento es proporcionado a un hora fija del día, 

tanto bajo un ciclo LD, como bajo LL. Bajo LD, los peces cebra mostraron la mayoría de su 

actividad  locomotora durante el día, aunque el porcentaje de actividad durante la fase de luz 

mostró diferencias debidas al régimen de alimentación. Sin embargo, los diferentes tratamientos 

de alimentación no modificaron los ritmos diarios de expresión de per1 y cry1 en cerebro de pez 

cebra, bajo un ciclo LD (con una acrofase a ZT22 y ZT4, respectivamente; donde ZT0 indica el 

encendido de luces). Por otro lado, bajo LL, la expresión de per1 y cry1 no mostró un ritmo de 

expresión circadiano significativo independientemente del régimen de alimentación. Estos 

resultados indican que los peces cebra desarrollan FAA cuando son sometidos a alimentación 

periódica, pero los ciclos de alimentación tienen poco o ningún efecto sobre la expresión de 

genes reloj en homogenados de cerebro. Estos resultados sugieren que el oscilador sincronizable 

por el alimento (FEO) podría estar localizado fuera del cerebro, o bien en una parte concreta y 

especifica del cerebro. 

 

Keywords: Pez cebra, Ritmos circadianos, Actividad locomotora, Genes reloj, Alimentación 

periódica. 
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INTRODUCCIÓN 

 Desde niveles celulares hasta el de organismo completo, los ritmos circadianos de los 

animales son conducidos por osciladores moleculares. Estos osciladores son sincronizados por 

ciclos ambientales, como los ciclos de luz/oscuridad y la disponibilidad de alimento. La 

importancia biológica de estos osciladores circadianos es que permiten a los organismos 

anticiparse a cambios cíclicos diarios, tanto bióticos, como abióticos (Pardini & Kaeffer, 2006). 

Aunque la luz es considerada el sincronizador más potente de los ritmos biológicos, el alimento 

puede ser otro importante sincronizador cuando éste es proporcionado cíclicamente, es decir, 

todos los días a la misma hora. En estas condiciones, la mayoría de los animales, desarrollan un 

fenómeno llamado Actividad Anticipatoria al Alimento (FAA, del inglés Food anticipatory 

Activity) que consiste, básicamente, en un incremento de los niveles de actividad varias horas 

antes de la llegada del alimento (Mistlberger, 1994; Reebs & Lague, 2000). La FAA ha sido 

muy estudiada en mamíferos, pero también aparece en otros vertebrados e invertebrados. En 

todo ellos se ha propuesto la existencia de un oscilador endógeno sincronizado por los ciclos de 

alimentación periódica, que ha sido llamado “Oscilador Sincronizable por el Alimento” (FEO, 

del inglés, “feeding-entrainable oscillator”) (Aranda et al., 2001; Davidson et al., 2003; 

Sánchez-Vázquez et al., 1997; Stephan, 2002). 

 En mamíferos, el núcleo supraquiasmático (NSC) del hipotálamo contiene el oscilador 

circadiano central que coordina los ritmos de comportamiento y los ritmos fisiologicos del 

organismo. La luz ambiental sincroniza indirectamente este oscilador, induciendo cambios en la 

fase del ritmo de expresión de los genes reloj. (Challet, 2007). Además, se ha demostrado que 

en mamíferos, los relojes moleculares también están presentes en tejidos periféricos y en otras 

partes del cerebro (Abe et al., 2002; Schibler et al., 2003; Yoo et al., 2004; Dardente & 

Cermakian, 2007). El modelo actual establece que el NSC actúa sincronizando éstos relojes 

periféricos (Yoo et al., 2004) y como un reloj central (Cuninkova & Brown, 2008).  

Por otro lado, la localización anatómica del FEO en mamíferos continúa siendo 

desconocida (Stephan, 2002). En algunos estudios se ha descrito que ciertos relojes moleculares 

de tejidos periféricos y de cerebro, podrían ser sincronizados por los ciclos de alimentación. Sin 

embargo, no está claro si el reloj central del NSC está implicado en el desarrollo de la FAA 
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(Feillet et al., 2006). Por otro lado, en peces, se conoce muy poco acerca de la existencia tanto 

de un reloj central comparable al de mamíferos, como de un FEO. 

 En los últimos años, el pez cebra ha sido muy utilizado para el estudio del reloj 

molecular de vertebrados y el mecanismo de acción de este reloj ha sido bien caracterizado a 

nivel molecular, encontrándose algunas diferencias respecto al de mamíferos. En el pez cebra, 

muchas células y tejidos presentan relojes moleculares, pero en contraposición a mamíferos, 

todos ellos pueden ser sincronizados directamente por los ciclos de luz-oscuridad, lo cual 

sugiriere que estos relojes periféricos presentan un alto grado de autonomía (Cermakian et al., 

2000; Tamai et al., 2005). Además, en pez cebra no se ha identificado un reloj central como el 

del SCN de mamíferos, lo cual también sugiere que el sistema circadiano de esta especie está 

muy descentralizado (Cahill, 2002; Pando & Sassone-Corsi, 2002). Otra de las diferencias de 

los relojes moleculares del pez cebra, es que la expresión rítmica de per2 es estrictamente 

dependiente de la luz ambiental (Pando et al., 2001; Pando & Sassone-Corsi, 2002). En adición, 

cry1 es inducido fuertemente por luz y es un gen es crítico en la sincronización de los relojes 

circadianos por este zeitgeber. (Tamai et al., 2007). 

 El efecto del horario de alimentación sobre el comportamiento y la fisiológia también ha 

sido estudiado en teleósteos (Noeske-Hallin et al., 1985; Spieler & Clougherty, 1989; Spieler & 

Noeske, 1984; Weber & Spieler, 1987). Tanto el FEO, como la FAA, han sido descritos en 

algunas especies de peces (aunque hasta la fecha, no habían sido descritos en pez cebra), 

sugiriendo que los ciclos de alimentación pueden actuar como potentes sincronizadores de los 

ritmos de comportamiento y de los procesos digestivos en teleósteos (Aranda et al., 2001; 

Azzaydi et al., 2007;  Sánchez-Vázquez et al., 2001; Sánchez-Vázquez & Madrid, 2001; Vera et 

al., 2007). La naturaleza endógena del FEO ha sido demostrada en el carpín, el cual muestra 

FAA bajo condiciones de oscuridad constantes (DD) que se mantienen varios días en curso libre 

al retirar el alimento (Sánchez-Vázquez et al., 1997). Sorprendentemente, la cuestión de si los 

reloj moleculares del cerebro están implicados en la sincronización al alimento todavía no ha 

sido estudiada en peces. En mamíferos, algunos estudios sugieren que per2 podría estar 

relacionado con la FAA (Feillet et al., 2006; Mistlberger, 2006); sin embargo, en pez cebra, 

per2 no es un buen candidato para explicar la FAA, ya que en esta especie per2 está regulado 

estrictamente por luz (Pando & Sassone-Corsi, 2002). Por otro lado, el estudio per1 en relación 
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con la FAA podría ser interesante ya que este gen ha sido muy utilizado como indicador de la 

fase de los relojes moleculares y además, es considerado un gen crucial en la sincronización de 

la expresión de otros genes reloj y en la sincronización de los ritmos de comportamiento 

(Numano et al., 2006).  

 El objetivo de este estudio fue investigar si los peces cebra sometidos a alimentación 

periódica muestran un comportamiento anticipatorio y si el alimento es capaz de modular los 

patrones de comportamiento rítmico normales, así como la expresión de genes reloj (per1 y 

cry1) en cerebro. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales y mantenimiento. 

 Para este estudio se utilizaron peces cebra de 0.4 ± 0.13 g, Los animales fueron 

mantenidos en acuarios de 60 litros (20/ por acuario). El agua fue aireada y recirculada  

atravesado un filtro biológico (EHEIM, Germany). La temperatura del agua fue controlada y 

mantenida a 25ºC por medio de un calentador (100 W, Askoll) presente en cada acuario. La 

iluminación fue proporcionada por tubos fluorescentes colocados a 18 cm sobre la superficie del 

agua y cuyo espectro mostró los mayores picos a 438, 471, 547, and 658 nm (GRO-LUX, 40 W, 

Germany). El alimento consistió en escamas comerciales (Nutron, Hi-Fi, Prodac), y fue 

proporcionado por comederos automáticos (EHEIM, model 3581, Germany). Los comederos 

para los grupos sometidos a alimentación aleatoria fueron acoplados a un reloj (Data Micro, 

Orbis, España) que fue programada aleatoriamente dejando intervalos de entre 12 y 36 horas 

entre comedias, de manera que todos los grupos experimentales recibieran la misma cantidad de 

alimento. 

 La actividad locomotora fue registrada por medio de fotocélulas infrarrojas (Omron, 3S-

AD62, Japan; wavelength = 880 nm) colocadas en cada acuario (a 10 cm desde el fondo y 7 cm 

desde el lado). Las fotocélulas fueron conectas a un ordenador, de manera que cada vez que el 

haz infrarrojo de la fotocélula era interrumpido se podría una señal que era almacenada en la 

computadora. El número de interrupciones del haz infrarrojo era almacenado cada 10 min a 
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través e un software diseñado para la adquisición de datos. En este capítulo el tiempo es 

mostrado en tiempo zeitgeber (encendido de luces = ZT0).  

Todos los procedimientos fueron realizados conforme a la legislación Española sobre 

bienestar animal y prácticas de laboratorio y siguiendo los estándares de esta revista (Portaluppi 

et al., 2008).  

Diseño experimental 

 El objetivo de este estudio fue investigar el papel de alimento como sincronizador de los 

ritmos de actividad locomotora y de la expresión de genes reloj en cerebro de pez cebra. Para 

ello, los peces cebra fueron sometidos a una única comida diaria que fue proporcionada cada día 

a la misma hora o bien, a una hora aleatoria. El fotoperiodo fue de 12 horas de luz/12 horas de 

oscuridad (LD), en los grupos donde dos sincronizadores estaban presentes ( luz y alimento), o 

bien se utilizó luz constante (LL) para evitar el efecto del ciclo LD y las posibles interferencias 

con la sincronización al alimento. Además, se estudió el efecto de ayuno bajo las mismas dos 

condiciones, LD y LL. Para llevar a cabo esto, se diseñaron 7 grupos experimentales (con tres 

replicas de cada uno):  

 Cuatro grupos fueron mantenidos bajo un ciclo 12:12 LD. El primer grupo fue alimentado 

una vez al día a una hora aleatoria (grupo RF-LD); el segundo fue mantenido en ayuno durante 

dos semanas (grupo FF-LD); el tercer grupo fue alimentado periódicamente una vez al día en 

mitad de la fase de luz (grupo SF-ML), el cuarto grupo fue alimentado una vez al día en mitad 

de la fase de oscuridad (grupo SF-MD).  

 Los otros tres grupos experimentales fueron mantenidos bajo luz constante (LL). El primer 

grupo fue alimentado a horas aleatorias (grupo RF-LL); el segundo grupo fue alimentado 

aleatoriamente durante las primeras tres semanas y después sometido a ayuno durante las dos 

últimas semanas (grupo FF-LL), mientras que el tercer grupo fue alimentado periódicamente a 

ZT18 (grupo SF-LL). 

 Después de cinco semanas bajo estos diferentes regímenes de alimentación y 

fotoperiodo, los peces fueron sacrificados y diseccionados a lo largo de un día completo cada 5 

horas (ZT3, ZT7, ZT11, ZT15, ZT19 y ZT23). Tres cerebros completos de diferentes peces 
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cebra fueron aislados y almacenados a -80ºC en TRIzol (Invitrogen) para su posterior análisis 

por PCR en tiempo real.  

PCR en tiempo real.  

 Las muestras de cerebro fueron homogeneizadas en TRIzol® usando un 

homogeneizador de tejidos (POLYTRON®, PT1200, Kinematica, Switzerland) y procesadas 

usando el  kit  PureLink Micro-to-Midi Systems (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. 1 µg de RNA fue tratado con DNase I amplification grade (1 unit/µg RNA, 

Invitrogen).  La síntesis de cDNA fue realizada con Superscript III Reverse Transcriptase 

(Invitrogen) y Oligo (dT)18 (Invitrogen) en un volumen de reacción de 20 µl. La PCR en 

tiempo real fue realizada utilitizando SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) y 

ABI Prism 7500 a (Applied Biosystems). El software “ABI Sequence Detection System 7000“ 

(Applied Biosystems) fue programado para realizar el siguiente protocolo: 95°C-10 min, 

seguido de 40 ciclos de 95°C-15 s y 60°C-1 min. Las amplificaciones fueron realizadas en un 

volumen de 20 µl, el cual contenía los primers y la Master mix de acuerdo con las instrucciones 

del proveedor (Applied Biosystems). Todas las muestras fueron amplificadas por triplicado. Los 

primers fueron diseñados utilizando el programa Primer Express (Applied Biosystems) y 

sintetizados por Invitrogen. La eficiencia de la amplificación, especificidad de los primers y 

cantidad de cDNA por amplificación fue testada por el método de la curva-estándar. La 

expresión relativa para per1 y cry1 fue calculada por el método delta-CT con corrección de 

eficiencia y utilizando el gen GAPDH (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) como gen de 

referencia  (GAPDH) (Tang et al., 2007). Los primers usados fueron los siguientes: 5’-

CGCTGGCATCTCCCTCAA-3’ y 5’-TCAGCAACACGATGGCTGTAG-3’ para gapdh,  5’-

GCCGTGTTATCCGCACATACT-3’ y 5’-CAGCCCACTAGGTTGGACCAT-3’ para per1; 

5’-GGCCGCCGCACTGA-3’ y 5’-GGCAGGAAAACCCCTTAAGACT-3’ para cry1a. 

  

2.5 Análisis de datos. 

 La actividad locomotora fue monitorizada durante las últimas dos semanas del 

experimento, y los datos fueron analizados por un software de cronobiología  (EL TEMPS® by 

Prof. A. Díez Noguera, Universidad de Barcelona), Excel, y SPSS. Los análisis estadísticos de 
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la expresión relativa de per1 y cry1 fueron  realizados por ANOVA factorial seguido por el test 

de Bonferroni. El análisis de los ritmos fue realizado por el método del Cosinor (Nelson et al., 

1979) el cual evalúa si un conjunto de datos muestra una fluctuación regular con un periodo 

definido (24h) mediante el ajuste a la función coseno de los datos. Nosotros consideramos que 

un ritmo era significativo cuando p < 0.05. La acrofase (tiempo del día en cual la variable 

muestra el mayor nivel) es mostrado como tiempo zeitgeber (encendido de luces = ZT0). Estos 

análisis fueron realizados utilizando el programa “EL TEMPS®” (Prof. A. Díez Noguera, 

Universidad de Barcelona). 

 

RESULTADOS 

Ritmos de actividad locomotora y FAA. 

 Bajo un ciclo LD, los peces cebra mostraron un comportamiento diurno, con la mayoría 

de la actividad locomotora centrada en la fase de luz, pero modulada por el horario de 

alimentación. Los grupos alimentados periódicamente (SF) mostraron la mayoría de la actividad 

alrededor de la hora de alimentación. (Fig. 1). Curiosamente, el grupo SF-ML mostró una FAA 

más evidente en la segunda mitad del experimento. Los patrones de actividad locomotora en los 

grupos RF-LD y FF-LD fueron similares, mostrando una actividad locomotora mantenida a lo 

largo de la fase de luz (Fig. 2A y 2B). El porcentaje de actividad en la fase de luz fue del 81.6% 

de la actividad total en el grupo RF-LD y del 85.6% en el grupo FF-LD. En contraste, los 

grupos alimentados periódicamente (SF-ML y SF-MD) mostraron diferencias en sus patrones de 

actividad  locomotora relacionadas con el horario de  alimentación (Fig. 2C y 2D). El grupo SF-

ML mostró una actividad locomotora mayor en la fase de luz, la cual fue del 93.2% de la 

actividad diaria total (Fig. 2C), mientras que el grupo SF-MD mostró un 63.1% de actividad 

total durante día (Fig. 2D).  
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Figura 1. Actogramas representativos de actividad locomotora en pez cebra sometidos a diferentes regímenes de luz 

y de alimentación durante las últimas dos semanas del experimento. Bajo LD, los grupos de peces cebra fueron 

alimentados aleatoriamente (RF-LD, mantenidos en ayuno (FF-LD), alimentados periódicamente en mitad de la fase 

de luz (SF-ML), o en mitad de la fase de oscuridad (SF-MD). Bajo LL, los peces cebra fueron alimentados 

aleatoriamente (RF-LL), mantenidos en ayuno (FF-LL) y alimentados periódicamente (SF-LL).Las flechas indican la 

hora de alimentación. Las barras indican el fotoperiodo: ciclo 12L:12D y LL. Las barras en cada línea de los 

actogramas representan el número de interrupciones de fotocélulas infrarrojas. El tiempo es mostrado en tiempo 

zeitgeber (encendido de las luces = ZT0). 

 

 Los grupos de peces cebra alimentados periódicamente bajo un ciclo LD (SF-ML y SF-

MD), incrementaron su actividad locomotora en las horas previas a la llegada del alimento 

(FAA). Sin embargo, se observaron ciertas diferencias entre estos grupos experimentales (Fig. 

2C y 2D). EL grupo SF-ML mostró un incremento mayor en la actividad locomotora durante las 

dos horas previas a la hora de alimentación, con un 21.9% de la actividad total concentrada en 

este periodo. Después de la alimentación, este grupo mantuvo una actividad alta a lo largo del 

resto de la fase de luz (Fig. 2C). Por otro lado, los peces cebra alimentados durante la fase de 

oscuridad (grupo SF-MD), mostraron solamente un 12.6% de su actividad total diaria durante 

las 2 h previas a la llegada del alimento (Fig. 2D). La actividad anticipatoria media (2 h antes de 
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la alimentación) observada en SF-ML y SF-MD, fue significativamente mayor que los valores 

basales (t-test pareado, p < 0.05).  

Bajo LL, los grupos sometidos a alimentación aleatoria (RF-LL) y ayuno (FF-LL) 

mostraron una actividad locomotora sostenida durante el día, sin picos de actividad  (Fig. 1, 3A 

y 3B). Sin embargo, el grupo SF-LL mostró un pico de actividad locomotora justo en la hora de 

en la que el alimento era dispensado, así como FAA durante las dos horas previas a la hora de 

alimentación (equivalente al 13.4% de la actividad total) (Fig. 3C). 

 

Figura 2. Ondas medias de la actividad locomotora de los grupos de peces cebra sometidos a un ciclo 12L:12D y a 

diferentes regímenes de alimentación: aleatorio (RF-LD, A), ayuno (FF-LD, B),  alimentación periódica en mitad de 

la fase de luz (SF-ML, C)  y en mitad de la fase de oscuridad (SF-MD, D). Los valores representan la media ± S.E.M. 

de las interrupciones de las fotocélulas en intervalos de 10 minutos a lo largo de las dos últimas semanas del 

experimento. Los diferentes grupos experimentales mostraron diferentes patrones de actividad locomotora, aunque 

la media de actividad no mostro diferencias significativas. Las barras indican el fotoperiodo y las flechas marcan la 

hora de alimentación. El tiempo es mostrado en tiempo zeitgeber (encendido de luces = ZT0). 
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Figura 3. Ondas medias de actividad locomotora de los grupos de peces cebra sometidos a LL y a diferentes 

regímenes de alimentación: aleatorio (RF-LL, A), ayuno (FF-LL, B), o alimentación periódica (SF-LL, C). Los 

valores representan la media ± S.E.M. de las interrupciones de las fotocélulas en intervalos de 10 minutos a lo largo 

de las dos últimas semanas del experimento. Los diferentes grupos experimentales mostraron diferentes patrones de 

actividad locomotora, aunque la media de actividad no mostro diferencias significativas. Las flechas indican la hora 

de alimentación.  

 

Expresión de genes reloj. 

En los grupos de peces cebra sometidos a un ciclo LD (RF-LD, FF-LD, SF-ML y SF-

MD), la expresión de los genes reloj, per1 y cry1, mostró patrones similares a lo largo del día, 

independientemente del régimen de alimentación (Fig. 4). La expresión de per1 mostró altos 

niveles durante la fase de oscuridad y descendió durante la fase de luz (Fig. 4A), mientras que el 

perfil de expresión de cry1 mostró bajos niveles durante la fase de oscuridad y altos niveles 

durante la fase de luz (Fig. 4B). El análisis de ANOVA (factorial) reveló que no hubo 

interacciones significativas, entre el tiempo y el régimen de alimentación (grupo experimental), 
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en la expresión de los dos genes para los grupos sometidos a LD. Sin embargo, la expresión 

relativa de per1 y cry1 mostró una variación significativa en función del tiempo del día (p < 

0.05). El análisis cosinor reveló que ambos genes mostraron ritmos circadianos significativos de 

expresión génica bajo un ciclo LD (p < 0.05), sin diferencias en la acrofase. La acrofase media 

fue localizada entre ZT21.1 y 22.8 (i.e., al final de la fase de oscuridad) para per1, y entre ZT3.5 

y 4.0 para cry1 (Fig. 4).  

Bajo LL, la expresión de per1 y cry1 en los grupos RF-LL, FF-LL, y SF-LL no mostró 

un patrón circadiano (Fig. 5). El análisis de cosinor no revelo un ajuste significativo a la función 

coseno.  

 

Figura 4. Expresión relativa de per1 (A) y  cry1 (B) en homogenados de cerebro completo de peces cebra bajo un 

ciclo LD. Se representan cuatro grupos experimentales bajo un ciclo LD y diferentes regímenes de alimentación: 

Alimentación aleatoria (grupo RF-LD ; línea discontinua y círculos blancos), ayuno (grupo FF-LD; línea 

discontinua y cuadrados blancos), alimentación periódica en mitad de la fase de luz (ZT6) (grupo SF-ML; círculos 

negros) y alimentación periódica en mitad de la fase de oscuridad (ZT18) (grupo SF-MD; cuadrados negros). La 

expresión relativa fue normalizada usando el gen GADPH como endógeno. Los datos son representados como la 

media ± S.E.M. de tres cerebros diferentes. Se encontraron variaciones significativas entre en función del tiempo (p 

< 0.05),  pero no entre grupos.  
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Figura  5. Expresión relativa de per1 (A) y cry1 (B) en homogenados de cerebros completos de peces cebra bajo luz 

continua. Tres grupos experimentales fueron sometidos a LL y diferentes regímenes de alimentación: (grupo RF-LL; 

línea discontinua y círculos blancos), ayuno (grupo  FF-LL; línea discontinua y cuadrados blancos) y alimentación 

periódica (SF-LL; triángulos negros). La expresión relativa fue normalizada utilizando el gen GADPH como gen 

endógeno. Los datos son representados como la media ± S.E.M. de tres cerebros diferentes. No hubieron ritmos 

circadianos significativos en ningún grupo experimental (cosinor, p < 0.05). 

 

DISCUSIÓN 

En el presente estudio mostramos que los ritmos de actividad locomotora en pez cebra 

son sincronizados por el fotoperiodo y por el horario de alimentación, cuando ambos 

sincronizadores están presentes de forma cíclica. Los peces cebra alimentados todos los días a la 

misma hora (SF) mostraron FAA bajo un fotoperiodo LD y bajo condiciones constantes de luz 

(LL). En el primer caso, la alimentación periódica fue capaz de inducir FAA durante la fase 

activa de los animales (fotofase) y durante la fase inactiva (oscuridad), aunque en ambos casos, 

los peces cebra continuaron mostrando la mayoría de su actividad locomotora durante la fase de 

luz, independientemente del régimen de alimentación. Por otro lado, la expresión de genes reloj 
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(per1 y cry1) a nivel de homogenados de cerebros completos fue sincronizada principalmente 

por el fotoperiodo, y no por el horario de alimentación. Además, en ausencia de un ciclo LD, la 

expresión de estos genes no mostró un ritmo de expresión circadiana ni de sincronización al 

alimento (SF-LL).  

El alimento puede ser un potente sincronizador para los ritmos circadianos cuando este 

es restringido o proporcionada periódicamente, i.e., todos los días a la misma hora (Stephan, 

2002). Nuestros resultados muestran que los peces cebra desarrollan FAA cuando son sometidos 

a alimentación periódica, independientemente del fotoperiodo. La FAA ha sido descrita 

previamente en otras especies de teleósteos (Reebs & Lague, 2000; Sánchez-Vázquez & 

Madrid, 2001; Vera et al., 2007), y uno de los aspectos que la caracterizan es el incremento de la 

actividad locomotora en las horas previas a la hora de alimentación que aparece pocos días 

después del establecimiento de los ciclos de alimentación. Además, en un estudio en carpines 

sometidos a alimentación periódica, la FAA fue mantenida en curso libre durante días después 

de la privación de alimento, lo que sugiere la existencia de un oscilador endógeno responsable 

del desarrollo de FAA (Sánchez-Vázquez et al., 1997).  

La importancia biológica de la sincronización de los ritmos biológicos al alimento está 

relacionada con la capacidad de anticiparse a la llegada o disponibilidad del alimento. En la 

naturaleza, el alimento no está disponible constantemente, sino que sufre de variaciones 

especiales y temporales. Por esta razón, la búsqueda de alimento se restringe normalmente, a 

ciertos periodos en los cuales la abundancia de alimento es mayor y la presencia de 

depredadores menor (Sánchez-Vázquez & Madrid, 2001). Por otro lado, la FAA no solamente 

implica cambios comportamentales, sino que también se dan cambios fisiológicos asociados. 

Por ejemplo, en mamíferos se ha descrito un incremento en la temperatura corporal y la 

corticosterona plasmática (Feillet et al., 2006) y en carpines, la alimentación periódica provoca 

un incremento en la secreción de amilasa 2 h antes de la llegada del alimento (Vera et al., 2007), 

lo que prepara al animal para una mejor utilización del alimento. Así pues, la habilidad de 

predecir la llegada del alimento es claramente beneficiosa para los animales.  

El pez cebra es considerado típicamente como una especie diurna que muestra la 

mayoría de su actividad durante el día (Cahill, 2002; Hurd et al., 1998). Nuestros resultados 

confirman estos patrones de comportamiento, aunque la alimentación periódica fue capaz de 
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moldurar estos patrones, incrementando la actividad locomotora en la fase en la cual, el 

alimento fue proporcionado.  Resultados similares han sido descritos en otras especies de peces  

(Reebs & Lague, 2000). En general, los teleósteos muestran ritmos circadianos plásticos que 

podrían permitir una rápida adaptación a cambios ambientales bruscos, tales como los cambios 

en la disponibilidad de alimento (Sánchez-Vázquez & Madrid, 2001).  

En contraposición a mamíferos, todos los tejidos del pez cebra son sensibles 

directamente a la luz (Whitmore et al., 2000). La luz sincroniza los relojes moleculares, 

reseteando la fase y periodo de los genes reloj, cuya expresión permanece acoplada al ciclo LD. 

En el pez cebra, el gen cry1a juega un papel clave en la sincronización por luz del reloj de pez 

cebra, ya que la luz induce la expresión de cry1a y la proteína Cry1 interacciona directamente 

con las proteínas Clock y Bmal induciendo su disociación (Tamai et al., 2007). En nuestros 

experimentos, los ritmos diarios de expresión de per1 y cry1 en homogenados de cerebros, se 

mantuvieron en fase con el ciclo LD en todos los grupos experimentales, indicando que la luz 

actúa como un sincronizador muy potente. Además, bajo LL, la expresión de los genes per1 y 

cry1 no mostró un ritmo circadiano, aunque la actividad locomotora si fue sincronizada por el 

ciclo de alimentación. En consecuencia, estos resultados sugieren que los relojes moleculares 

presentes en cerebro de peces cebra son sincronizados principalmente por luz, mientras que el 

oscilador sensible a los ciclos de alimentación y que modifica los ritmos de comportamiento, en 

presencia de un ciclo de alimentación, podría estar localizado fuera del cerebro. Sin embargo, 

no podemos descartar la posibilidad de que esté presente en una o varias partes específicas del 

cerebro, de manera que la expresión de los genes reloj en los homogenados de cerebro 

enmascararía los cambios en la expresión de genes reloj en estos sitios específicos. 

Tanto los relojes moleculares de pez cebra, como los ritmos de comportamiento, pueden 

ser también sincronizados por sincronizadores no fóticos, tales como los ciclos de temperatura. 

Bajo LL y un termociclo (26:20oC, Termofase:criofase, TC), los ritmos de actividad de pez 

cebra son sincronizados fuertemente a la termofase, mientas que a temperatura constante los 

peces cebra previamente sincronizados a termociclos mostraron ritmos en curso libre (López-

Olmeda et al., 2006). Además, aunque el reloj circadiano es auto-ajustado para mantener un 

cierto periodo bajo un amplio rango de temperaturas (compensación), la expresión de ciertos 

genes reloj en el pez cebra, bajo LL, es fuertemente influenciado por los ciclos de temperatura  
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(Lahiri et al., 2005). Sin embargo, nuestros resultados no están totalmente de acuerdo con estas 

observaciones ya que los ciclos de alimentación, como sincronizador no fótico, no modificaron 

la expresión de per1 y cry1 en cerebros de pez cebra bajo LL y LD. 

La alimentación aleatoria es capaz de sincronizar los osciladores circadianos presentes 

en cerebro de mamíferos. La fase de los ritmos de expresión de genes reloj se ajustada a los 

ciclos de alimentación periódica en el cortex cerebral, hipocampo y cuerpo estriado (Mendoza, 

2007; Wakamatsu et al., 2001). Sin embargo, existe cierta controversia sobre si los ciclos de 

alimentación periódica son capaces de sincronizar el reloj central del SNC de mamíferos. 

Algunos estudios sugieren que la alimentación periódica sincroniza el reloj central de 

mamíferos (Damiola et al., 2000; Schibler & Sassone-Corsi, 2002; Stokkan et al., 2001), 

mientras otros estudios recientes muestran que cuando la alimentación periódica es acoplada a 

restricción calórica, la expresión de genes reloj en el SCN es sincronizada a ciclos de 

alimentación (Mendoza et al., 2005). Además, en otros estudios se ha descrito una 

sincronización del reloj del SCN sin restricción calórica (Abe et al., 2007; Castillo et al., 2004). 

Básicamente, nuestros resultados en pez cebra no están de acuerdo con los anteriores estudios 

ya que la alimentación periódica no fue capaz de sincronizar el ritmo diario de expresión de los 

genes reloj bajo LD. Además, la expresión de per1 y cry1 bajo LL, no mostró ningún ritmo 

significativo y ni la alimentación aleatoria, ni el ayuno, mejoraron el efecto sobre la expresión 

de per1 y cry1. En resumen, nuestros resultados muestran que la alimentación periódica no fue 

capaz de sincronizar la expresión de per1 y cry1 en homogenados de cerebro, aunque no 

podemos descartar la posibilidad de que aéreas específicas del cerebro sean sincronizadas. Así 

pues, se necesitan más estudios, por ejemplo mediante hibridación en situ, para aclarar este 

aspecto. 

El análisis de las mutaciones en los genes reloj ha revelado que algunos, pero no todos, 

los genes reloj están implicados en la FAA en roedores. Generalmente, la mayoría de 

mutaciones en los genes reloj no afectan a la FAA, a excepción de mutaciones en per2 (Feillet 

et al., 2006; Mistlberger, 2006). Así pues, per2 podría estar implicas en la FAA de mamíferos, 

aunque en pez cebra es menos probable, ya que la expresión de per2 es estrictamente 

dependiente del fotoperiodo (Pando & Sassone-Corsi, 2002). Las implicaciones de los genes cry 

en la FAA, también han sido testeadas en mamíferos (Iijima et al., 2005). Iijima et al. mostró 
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que el gen cry1 no es necesario para la sincronización al alimento, pero que la total deficiencia 

en mCry afecta a la estabilidad y el desarrollo de FAA. En mamíferos, per1 es considerado 

crucial para la sincronización del comportamiento y de la oscilación molecular de los genes 

reloj (Numano et al., 2006), aunque mutaciones en el gen per1 no impiden el desarrollo de 

FAA. Así pues, la FAA ha sido bien caracterizada a nivel de comportamiento y fisiológico en 

peces, pero el control genético continúa siendo desconocido y serían de interés estudios con 

mutantes/knock-out para elucidar que genes están implicados en el desarrollo de FAA.  

En resumen, nuestros resultados muestran que la alimentación periódica sincroniza los 

ritmos de actividad locomotora, pero no es capaz de modificar la fase de la expresión de los 

genes per1 y cry1 en homogenados de cerebro, los cuales permanecen sincronizados 

exclusivamente por el fotoperiodo. La alimentación periódica moduló los patrones de actividad 

locomotora de peces cebra de manera que los grupos SF mostraron FAA. Bajo LL, los ritmos de 

actividad locomotora de peces cebra fueron sincronizados por alimentación periódica, mientras 

que los grupos bajo alimentación aleatoria o ayuno fueron totalmente arrítmicos. Para concluir, 

estos resultados sugieren que la sincronización al alimento de los ritmos de comportamiento es 

mediada por un oscilador sincronizable por el alimento, aunque su localización sigue sin 

conocerse. 
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5. EFECTO DE LOS CICLOS DE ALIMENTACIÓN SOBRE LOS 

RITMOS DE ACTIVIDAD Y LA RESPUESTA AL ESTRÉS EN 

DORADA (Sparus aurata,  Linnaeus, 1758). 
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RESUMEN 

Los ritmos biológicos son fuertemente sincronizados por los ciclos de alimentación. 

Esto permite a los animales anticipar la llegada del alimento optimizando la ingesta y utilización 

de nutrientes, lo cual contribuye a mejorar el bienestar animal. En este capítulo, se estudio el 

efecto de los ciclos de alimentación en dorada (Sparus aurata). Para ello, se utilizaron dos 

grupos experimentales, uno de los cuales recibió el alimento de forma aleatoria durante el 

periodo de luz (RF), mientras que el otro recibió el alimento siempre a la misma hora (SF), en 

mitad de la fase de luz. Ambos grupos mostraron un comportamiento diurno, aunque el grupo 

SF mostró un menor porcentaje de actividad durante el día  (84.4% vs. 79.5% en los grupos RF 

y SF respectivamente). Además, el grupo SF mostró Actividad Anticipatoria al Alimento (FAA) 

durante las horas previas a la hora de la alimentación. La media de la actividad locomotora total 

del grupo RF fue significativamente mayor que la del grupo SF (3132 vs. 2654 cuentas/día, 

respectivamente). En cuanto al incremento de biomasa, el peso medio fue diferente en ambos 

grupos en el día 30 del experimento (115.7 g en el grupo RF y 125.6 g en el grupo SF), pero 

estas diferencias desaparecieron en el día 60. Por otro lado, los niveles de cortisol y glucosa 

plasmáticos fueron diferentes en ambos grupos (cortisol: 71.8 vs. 8.7 ng/ml, glucosa: 53.7 vs. 

43.8 mg/dl en RF y SF, respectivamente), mientras que el lactato no mostro diferencias 

significativas. Estos resultados sugieren que el horario de alimentación, periódico o aleatorio, 

afecta al comportamiento y fisiología de la dorada, indicando que una comida diaria 

suministrada de forma periódica es beneficiosa para el bienestar animal, debido probablemente 

a que los animales pueden preparase y anticipar llegada del alimento. 
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INTRODUCCIÓN 

La mayoría de los animales, incluidos los teleósteos, muestran ritmos diarios de 

comportamiento, concentrando su actividad motora, bien durante el día, o bien durante la noche, 

pero generalmente, no a lo largo de las 24 horas. Estos patrones rítmicos de comportamiento son 

el resultado de la influencia del ciclo día/noche generado por el movimiento de rotación del 

planeta, que ha actuado como una fuerza selectiva a lo largo de la evolución. Los ritmos 

biológicos relacionados con el comportamiento y diferentes variables fisiológicas, son 

conducidos por osciladores endógenos presentes en el cerebro, los cuales son sincronizados por 

señales ambientales, tales como el fotoperiodo y los ciclos de alimentación. Sin embargo, en 

ausencia de señales ambientales, los relojes biológicos mantienen su ritmicidad y los ritmos 

biológicos persisten entrando en curso libre, revelando su propio periodo, el cual suele diferir de 

los ciclos ambientales a los cuales se mantienen normalmente sincronizados (Pardini y Kaeffer, 

2006; Sánchez-Vázquez et al., 1997).  

En la naturaleza, la disponibilidad de alimento no es constante ni continua, si no que 

varía tanto en función del tiempo, como del espacio. Así pues, el alimento aparece a menudo 

restringido a periodos específicos del día. Esta situación es fácilmente reproducible en el 

laboratorio mediante el establecimiento de un ciclo de alimentación, es decir, proporcionado o 

restringiendo el alimento, a un cierto momento o periodo del día. Bajo estas condiciones, la 

mayoría de animales muestran un incremento en la actividad locomotora en las horas previas a 

la hora de alimentación, fenómeno denominado “Actividad Anticipatoria al Alimento” (FAA) 

(Sánchez-Vázquez y Madrid, 2001). La primera evidencia de FAA en peces fue proporcionada 

por Davis (Davis, 1963), quien demostró que los carpines incrementan su actividad locomotora 

de 1 a 3 h antes de la hora de alimentación, cuando son sometidos a alimentación periódica. 

Estas observaciones fueron confirmadas más tarde por varios autores (Sánchez-Vázquez et al., 

1997; Sánchez-Vázquez y Madrid  2001; Davis, 1963; Spieler, 1992; Spieler y Noeske 1984). 

La FAA no solamente implica cambios de comportamiento  (como el incremento en la actividad 

locomotora), sino que también implica cambios fisiológicos que  permiten a los animales 

optimizar sus procesos digestivos y metabólicos (Davidson y Stephan; 1999). El significado 

adaptativo de la FAA es que permite a los animales anticiparse a un evento recurrente, en este 

caso el alimento, de manera que éstos pueden preparase y optimizar el uso del alimento y de sus 
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nutrientes (Strubbe y Dijk; 2002). En carpines sometidos a alimentación periódica, se ha 

mostrado que la secreción de factores digestivos y endocrinos incrementa unas 2 horas antes de 

la alimentación, mientras que los peces sometidos a alimentación aleatoria no muestran ésta 

anticipación, ni en cuanto a comportamiento, ni en cuanto a variables endocrinas o digestivas 

(Vera et al., 2007).  

La alimentación es un factor clave en el bienestar animal en peces (Huntingford et al., 

2006). Sin embargo, la mayoría de estudios se han centrado en el diseño de dietas óptimas para 

mejorar el crecimiento de especies de interés comercial como la dorada (Sparus aurata) 

(Caballero et al., 2006; Benedito-Palos et al., 2008), pero se conoce el posible impacto del 

horario de alimentación sobre el bienestar animal. Además, en dorada, el crecimiento puede ser 

maximizado cuando el alimento es distribuido de manera que coincida con sus ritmos normales 

de actividad  (Azzaydi et al., 1999). 

El objetivo de este trabajo fue estudiar la influencia del horario de alimentación 

(periódica frente aleatoria) sobre los ritmos diarios de actividad locomotora de dorada y sobre 

parámetros indicadores de bienestar animal, como el crecimiento, cortisol plasmático y otros 

metabolitos relacionados: glucosa y lactato.   

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Animales y mantenimiento 

Para este estudio se utilizaron 40 doradas adultas proporcionadas por una empresa de 

acuicultura local y con un peso medio de 108±8 g (media±S. D.). El experimento fue llevado a 

cabo en el laboratorio de la Estación Naval de la Algameca (ENA, Murcia, España). Para ello, 

se utilizaron seis tanques de poliéster de 100 litros de capacidad conectados a un sistema abierto 

de recirculación de agua. El fotoperiodo utilizado fue un ciclo 12:12 LD, con el encendido de 

las luces a las 8:00 h, y la temperatura de fue constante y de 20 °C. Durante la fase de luz, la 

intensidad lumínica en la superficie del agua fue de aproximadamente 300 lux.  
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Diseño experimental 

Los peces fueron divididos en seis grupos experimentales, con n=8 doradas por tanque. 

Tres grupos fueron sometidos a alimentación periódica (SF) y otros tres grupos fueron 

expuestos a alimentación aleatoria pero restringida a la fase de luz (RF). El alimento fue 

proporcionado por comederos automáticos (EHEIM, modelo 3581, Alemania) colocados en 

cada tanque y controlados por un temporizador digital  (Data Micro, Orbis, España), conectado 

a los comederos y programado semanalmente para cada día de la semana. Los peces fueron 

alimentados solamente una vez al día. En el caso de los grupos SF el alimento se suministro 

siempre a las 14:00 horas (en mitad de la fase de luz), mientras que en los grupos RF fue 

dispensado durante la fase de luz, a horas aleatorias. La cantidad de alimento liberado por los 

comederos fue ajustada al 1% de la biomasa del tanque en el inicio del experimento y en el día 

30. Tanto el alimento liberado por los comederos, como el alimento no consumido fue 

controlado semanalmente para asegurar que todos los grupos consumían la misma cantidad de 

alimento. Una fotocélula infrarroja (OMROM E3S-AD62, Japón) fue colocada a 40 cm de 

profundidad en cada tanque para registrar la actividad locomotora de cada grupo. Todas las 

fotocélulas fueron conectadas a una computadora, en la cual fueron almacenados los datos para 

futuros análisis. La toma de muestras se realizó siempre a las 12:00 horas. Los peces 

muestreados (24 para cada régimen de alimentación) fueron anestesiados y pesados en los días 

1, 30 y 60 del experimento. El último día del experimento, el día 60, se obtuvieron muestras de 

sangre para el análisis de cortisol y otros metabolitos del plasma. Los peces fueron anestesiados 

utilizando aceite de clavo (Guinama, Valencia), previamente disuelto en 10 ml de etanol y 

después disuelto en el agua quedando a una concentración final de 50 µl/l. Las muestras de 

sangre fueron obtenidas de la vena caudal utilizado jeringuillas heparinizadas. Por último, el 

plasma fue separado de las células por centrifugación durante 15 min a 3000 ×g y almacenadas 

a −80 °C para su posterior análisis. 

 Análisis de cortisol, glucosa, y lactato  

Los niveles de cortisol plasmáticos fueron medidos radioinmunoensayo utilizando un 

kit comercial (Demeditec Diagnostics GMBH, Alemania). El lactato fue estimado utilizando un 

kit colorimétrico (Spinreact, Barcelona), y los valores de glucosa fueron determinados 

utilizando un glucometer (GLUCOCARD Gmeter, Menarini Laboratories, Barcelona). La 
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sensibilidad del ensayo para el cortisol (de acuerdo con el fabricante) fue de 0.07 µg/dl, 

determinada a −2 S.D. de Bo (n=20). El coeficiente de variación intra-ensayo fue de 9.1%, 

calculado utilizando muestras de dorada. Esta valor está muy próximo al suministrado por el 

fabricante (7.7%). 

 

RESULTADOS 

 Análisis de ritmos de actividad locomotora 

Todos los animales mostraron la mayoría de su actividad durante la fotofase, aunque los 

actogramas revelaron diferencias entre los dos tratamientos (Fig. 1). El diurnalismo, o 

porcentaje medio de actividad durante el día, fue del 84.4%±1.8% para los peces alimentados 

aleatoriamente (grupo RF), mientras que para los peces alimentados de forma periódica (grupo 

SF) fue de 79.5%±1.4% (t-test, p<0.05). También se observaron diferencias en los perfiles de 

actividad diaria. La onda media del grupo RF no mostró picos a lo largo del día, por el 

contrario, el grupo SF mostró un incremento de su actividad locomotora, justo antes de la hora 

de alimentación, conocido como actividad anticipatoria al alimento (FAA) (Fig. 2). En este 

último grupo, el perfil de actividad disminuyó gradualmente después de la alimentación, 

aproximándose a la línea de actividad locomotora basal durante la fase de oscuridad e 

incrementándose de nuevo con el encendido de las luces. Los niveles de actividad diaria totales, 

también mostraron diferencias entre ambos grupos, siendo significativamente mayores en el 

grupo RF que en el grupo SF (3132±217 vs. 2654±209 cuentas/día ± S.E.M., respectivamente) 

(t-test, p<0.05) (Fig. 3). 
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Figura 1. Actogramas representativos de la actividad locomotora en doradas sometidas a alimentación aleatoria 

(RF) y alimentación periódica (SF). Las barras de la parte superior de los actogramas indican los periodos de luz y 

oscuridad diarios. 
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Figura 2. Ondas medias la actividad locomotora de doradas sometidas a alimentación aleatoria (RF) y periódica 

(SF). Corresponden a la media de la actividad locomotora de todos los días del experimento de las tres réplicas o 

tanques de cada tratamiento. La actividad (eje y) es expresada como el número de interrupciones del haz infrarrojo 

cada 10 minutos. Las barras en la parte superior indican el fotoperiodo. La línea de puntos indica la hora de 

alimentación del grupo SF.  

 

Incremento de biomasa  

El peso de todos los peces (n=24 para cada tratamiento de alimentación), fue 

determinado a las 12:00 h en los días 1, 30 y 60 del experimento, con el propósito de 

monitorizar la evolución del crecimiento durante el experimento. Al inicio del experimento, en 

el día 1, ambos grupos mostraban un peso medio similar, pero a lo largo del experimento se 

encontraron diferencias. El análisis mediante ANOVA de dos vías, reveló diferencias en la 

biomasa media, en función del tiempo (p<0.0001) y en función del régimen de alimentación 

(p<0.05). Sin embargo, las diferencias de biomasa encontradas en el día 30 desaparecieron al 

final del experimento, donde la biomasa media fue similar en ambos grupos (134.3±3.1 vs. 

134.7±3.6 g, SF y RF, respectivamente) (Fig. 4).  

 

Figura 3. Actividad locomotora media total del grupo RF (barra blanca) y del grupo SF (barra negra). Se representa 

la media de cuentas por día de las tres replicas de cada tratamiento, al final del experimento. Las barras de error 

representan el error estándar de la media. El asterisco indica diferencias significativas entre ambos grupos (t-test, 

p<0.05). 
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Figura 4. Evolución de la biomasa media en los grupos RF y SF, durante el curso del experimento. Se representa la 

media. ± Error estándar (n=24). El asterisco indica diferencias significativas entre ambos grupos (ANOVA, Tukey 

post-hoc test, p<0.05). 

 

 Cortisol, glucosa y lactato 

Para evitar el efecto negativo del estrés causado por las extracciones de sangre en los 

animales, las muestras para el análisis de hormonas y metabolitos plasmáticos, fueron obtenidas 

solamente en el último día del experimento (día 60). Las muestras fueron tomadas antes de la 

hora de alimentación en ambos grupos (12:00 h) para evitar el efecto de la alimentación. El 

análisis del cortisol plasmático mostró marcadas diferencias entre grupos. El grupo RF mostró 

una concentración de cortisol plasmático mayor (71.8 ng/ml) que el grupo SF (8.7 ng/ml) (t-test, 

p<0.005) (Fig. 5A). También se encontraron diferencias significativas en cuanto a los niveles de 

glucosa en plasma (53.7 vs. 43.8 mg/dl para el grupo RF y SF, respectivamente, t-test, p<0.05) 

(Fig. 5B). Sin embargo, no se encontraron diferencias en los niveles de lactato (16.9 vs. 16.1 

mg/dl  en RF y SF, respectivamente) (t-test, p=0.58) (Fig. 5C).  
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Figura 5. Niveles de cortisol plasmático (A), glucosa (B), y lactato (C) en doradas alimentadas de aleatoriamente 

(RF) y periódicamente (SF). Se representan la media ± Error Estándar (n=24). 24). *** y * indican diferencias 

significativas entre ambos grupos (t-test, p<0.005 y p<0.05).  

 

DISCUSIÓN 

Los ciclos de alimentación tienen profundos efectos sobre el comportamiento y la 

fisiología de teleósteos. Este estudio proporciona nuevas evidencias acerca de la influencia del 

horario de alimentación sobre los ritmos  de comportamiento, hormonas y metabolitos 

plasmáticos en dorada. Durante el experimento, se observaron diferentes patrones de 

comportamiento en los grupos RF y SF: el grupo sometido a alimentación periódica, SF, mostró 
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un incremento de su actividad locomotora en las horas previas a la alimentación. Este pico de 

actividad de los animales sincronizados al ciclo de alimentación se denomina actividad 

anticipatoria al alimento (FAA), mientras que la sincronización al alimento denota el proceso 

interno que acopla los ritmos biólogos a los ciclos de alimentación. La FAA ha sido descrita en 

diferentes especies de vertebrados, especialmente en mamíferos (Mistlberger, 1994). Sin 

embargo, en peces, la FAA ha sido menos investigada, y la localización y función del oscilador 

endógeno que controla la sincronización al alimento sigue siendo desconocida. Varios estudios 

realizados en carpín han mostrado que la FAA persiste, entrando en curso libre, cuando el 

alimento es retirado, sugiriendo la existencia de un oscilador endógeno que controla la 

anticipación al alimento y la FAA (Sánchez-Vázquez y Madrid, 2001). El comportamiento 

alimentario de la dorada ha sido estudiado previamente utilizando comederos a demanda, los 

cuales permiten a los peces obtener el alimento en el momento que desean. Usando este sistema, 

se ha demostrado que, en doradas bajo condiciones constantes, aparece un patrón diurno de 

alimentación con tres picos (al inicio, mitad y final de la fotofase) (Velázquez et al., 2006). En 

el presente experimento, de acuerdo con el ritmo diurno espontáneo de alimentación atribuido a 

esta especie, las doradas fueron alimentadas durante el día y mostraron un comportamiento 

diurno, independientemente del régimen de alimentación.. Usualmente, los peces responden a la 

alimentación periódica modulado sus patrones de actividad en función de la hora de la 

alimentación, de manera que tienden a ser más activos durante la fase en la cual el alimento es 

proporcionado (día o noche) (Sánchez-Vázquez y Madrid, 2001).  En este estudio, tanto los 

peces  alimentados periódica como aleatoriamente, recibieron el alimento automáticamente, 

pero siempre durante la fotofase. Sin embargo, el porcentaje de diurnalismo fue 

significativamente mayor en el grupo RF que el grupo SF (84.4% vs. 79.5%, t-test, p<0.05). 

Estas diferencias no tiene un explicación clara, aunque es posible que este fenómeno este ligado 

a que los animales alimentados aleatoriamente están bajo la influencia de un solo sincronizador 

(la luz), mientras que los grupos SF están sometidos a dos sincronizadores (luz y alimento). La 

luz es un sincronizador de los ritmos biológicos muy potente e induce un alto porcentaje de 

diurnalismo en comparación con el grupo SF (sincronizado al alimento, pero posiblemente no al 

fotoperiodo). Al final del experimento, la media de la actividad locomotora total del grupo RF 

fue mayor que la del grupo SF. Es decir, el grupo RF mantuvo una actividad locomotora mayor, 

lo que sugiere que al no poder predecir la llegaba el alimento, los animales se mantenían en un 
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estado de alerta constante para prevenir perdidas de alimento. Además, aunque el grupo SF 

mostró un mayor grado de actividad antes del alimento, la actividad postprandial fue menor. La 

FAA es considerada una ventaja adaptativa, de manera que los peces capaces de anticiparse a la 

llegada del alimento pueden prepararse tanto a nivel de comportamiento como fisiológico. 

Estudios recientes han demostrado que los carpines alimentados periódicamente muestran un 

incremento en la secreción de amilasa y neuropéptido Y (NPY) 2 horas antes la hora de 

alimentación (Vera et al., 2007). Por el contrario,  la alimentación aleatoria promueve un estado 

de activación continuo en los peces, el cual podría ser energéticamente desfavorable. Esto 

podría explicar las diferencias de biomasa encontradas durante el experimento. Sin embargo, al 

final del experimento (día 60), tales diferencias desaparecieron. En resumen, estos resultados 

sugieren la existencia de una habilidad para predecir la llegada del alimento en peces 

alimentados periódicamente, la cual podría actuar ahorrando energía y consecuentemente 

mejorando el crecimiento. Sin embargo, este fenómeno podría solo ser válido a corto plazo, ya 

que al final del experimento el grupo RF compensó el crecimiento alcanzando al grupo SF.  

El concepto de bienestar animal es complejo e implica numerosos aspectos científicos y 

éticos. La alimentación es ciertamente un factor clave que afecta a las condiciones de un animal 

en cautividad, ya que el alimento debe estar en una cantidad suficiente y con una composición 

adecuada para el adecuado mantenimiento la salud y del comportamiento normal de los 

animales  (Huntingford et al., 2006). La ingesta es generalmente considerada como un criterio 

fiable para evaluar el bienestar animal, tanto bajo diferentes condiciones experimentales, como 

en acuicultura (Damsgard et al., 2004). Sin embargo, hasta la fecha, el efecto del horario de 

alimentación sobre el bienestar animal en peces es poco conocido. Existe un debate acerca de la 

elección de indicadores de bienestar animal en peces, dentro de los cuales se incluyen variables 

comportamentales y fisiológicas. El cortisol plasmático, la glucosa y el lactato han sido a 

menudo usados como indicadores de estrés en peces (Ashley, 2007). Además, los niveles de 

glucosa y lactato en plasma están directamente relacionados con los niveles de cortisol, ya que 

esta hormona juega un papel crucial en el metabolismo de carbohidratos, incrementado los 

valores plasmáticos de ambos metabolitos. En dorada, los indicadores de estrés, incluyendo los 

niveles de cortisol, han sido estudiados previamente en relación a cambios de salinidad (Láiz-

Carrión et al, 2003), ayuno (Polakof et al., 2006) y confinamiento (Sangiao-Alvarellos et al., 

2005). En nuestro experimento, los peces alimentados aleatoriamente mostraron niveles de 
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cortisol 10 veces mayores que los del grupo SF, siendo estos últimos similares a los descritos 

previamente bajo condiciones normales en dorada (Sangiao-Alvarellos et al., 2005) y otras 

especies de teleósteos (Øverli et al., 2002; Moreira et al., 2004; Magee et al., 2006; Barreto et 

al., 2006). Además, los valores de cortisol del grupo RF también fueron similares a los 

observados por otros autores bajo circunstancias estresantes variadas como el confinamiento 

(Arends et al., 1999), el ayuno y alta densidad (Sangiao-Alvarellos et al., 2005), y los cambios 

de salinidad (Sangiao-Alvarellos et al., 2006), lo que sugiere que los peces alimentados 

aleatoriamente estaban bajo condiciones de estrés.  

El incremento de biomasa podría también ser usado como un indicador de bienestar, ya 

que condiciones sub-óptimas disminuye el crecimiento. En el presente experimento, se 

observaron diferencias en la mitad del experimento (día 30), pero no al final (día 60). Cabe 

destacar, que el análisis para cortisol y glucosa fue testeado solamente en el día 60, cuando la 

biomasa de ambos grupos fue similar. Así pues, los datos de crecimiento deberían ser 

interpretados con precaución, ya que éste no es un indicador simple de bienestar en animales por 

sí solo, y además para la evaluación del bienestar animal deberían ser utilizados múltiples 

indicadores (Ashley, 2007). 

En resumen, estos resultados sugieren que el horario de alimentación (aleatorio o 

periódico) afectó al comportamiento y fisiología en dorada. La alimentación periódica 

sincronizó los ritmos de actividad locomotora, induciendo la aparición de FAA. Además, el 

grupo alimentado de forma aleatoria mostró niveles mayores de cortisol y glucosa plasmáticos. 

Estos resultados son relevantes para la acuicultura de esta especie, ya que los ciclos de 

alimentación periódica fueron beneficiosos para el bienestar animal, optimización del 

crecimiento y mantenimiento de bajos niveles de cortisol y glucosa plasmáticos. En la 

naturaleza, los ciclos apetito y alimentación son importantes sincronizadores de los ritmos 

biológicos de peces, por lo que un régimen de alimentación caótico podría conducir a la perdida 

de la integración temporal y en consecuencia, producir efectos negativos indeseables. 
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IV. DISCUSIÓN GENERAL. 
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En la presente tesis doctoral se investigaron los ritmos biológicos de peces teleósteos y 

su sincronización tanto a factores bióticos como abióticos. En el primer bloque experimental, 

mediante el análisis de la expresión de los principales genes reloj, se estudiaron los relojes 

biológicos moleculares de teleósteos y su ontogenia. En segundo bloque experimental, se 

estudió efecto del fotoperiodo y de los ciclos de alimentación sobre la sincronización de los 

relojes moleculares y de los principales ritmos manifiestos (ritmos de actividad locomotora y 

ritmos hormonales). Para ello, se utilizaron varios modelos experimentales: pez cebra, lubina, 

dorada y trucha, los cuales resultaban adecuados para los diferentes objetivos de esta tesis 

doctoral.  

Para el estudio de la ontogenia de los relojes moleculares se utilizaron dos especies de 

teleósteos, la lubina y la trucha. La lubina, es una especie que presenta un sistema circadiano 

muy plástico y el estudio de la ontogenia de los relojes moleculares en esta especie puede 

arrojar algo de luz sobre los mecanismos que regulan esta plasticidad. Con este objetivo se llevó 

a cabo la clonación del gen per1 de lubina y posteriormente se estudió la expresión de este gen 

durante el desarrollo larvario. La trucha arcoíris fue seleccionada para profundizar en el estudio 

de la ontogenia de relojes moleculares en teleósteos debido a su largo periodo de incubación, lo 

que nos permitía realizar un estudio con mayor resolución que en el caso de lubina. Además, 

nos permite obtener una visión comparada de la ontogenia de los relojes moleculares, ya que en 

los salmónidos, a diferencia del resto de teleósteos, el control de la síntesis de melatonina por la 

pineal no está regulado por osciladores circadianos endógenos. 

Por otro lado, el estudio de los efectos sincronizadores de los ciclos de alimentación 

sobre los relojes moleculares se realizó en pez cebra. El reloj molecular de esta especie ha sido 

bastante bien caracterizado y además, la secuencia de su genoma está disponible actualmente 

para la comunidad científica, de manera que resulta un modelo idóneo para los estudios a nivel 

molecular. Sin embargo, este modelo presenta algunas limitaciones debidas a su limitado 

tamaño y crecimiento, por lo que para el estudio del efecto de los ciclos de alimentación sobre el 

crecimiento y ritmos de cortisol plasmático, se seleccionó a la dorada como modelo, la cual nos 

proporcionó resultados más aplicables. 
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IV.I. Relojes moleculares y ontogenia. 

Como primer paso para profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares que 

controlan el sistema circadiano de la lubina, se llevo a cabo la clonación y caracterización del 

gen per1, uno de los principales genes que constituyen los relojes moleculares. 

Existen múltiples evidencias ritmos circadianos en lubina Europea (Dicentrarchus 

labrax). Esta especie ha sido muy utilizada en nuestro laboratorio, ya que presenta un alto 

interés tanto cronobiológico, como para la acuicultura mediterránea. En consecuencia, los 

ritmos circadianos de la lubina han sido bien caracterizados tanto a nivel comportamental, como 

endocrino (Sánchez-Vázquez et al., 1995, Sánchez-Vázquez et al., 1998), siendo este el primer 

estudio realizado a nivel molecular. La principal característica de esta especie, y que la hace 

atractiva para la cronobiología, es su capacidad de invertir sus patrones de comportamiento, de 

manera que puede comportarse como diurna o como nocturna, en función de la época del año 

(Sánchez-Vázquez et al., 1995). Sin embargo, los mecanismos que median en estas inversiones 

son todavía desconocidos y la clonación de este gen abre las puertas a estudios moleculares 

sobre la plasticidad del sistema circadiano de esta especie. 

La secuencia la proteína PER1 de lubina, deducida a partir del gen clonado en el 

capítulo 1, reveló la presencia de una serie de dominios característicos de la familia de proteínas 

PERIODS, confirmando que esta proteína está muy conservada tanto en vertebrados, como en 

invertebrados. Los principales dominios identificados fueron los siguientes: 

• Dominio PAS (Per-Arnt-Sim), implicado en la dimerización con otras proteínas 

reloj (Gu et al., 2005). 

• Dominio NES (del inglés, nuclear export signal) que contiene la secuencia 

señal para su transporte o localización nuclear (Vielhaber et al., 2001). 

• Dominio o región S/M (del inglés, short-mutable) (Tei et al., 1997; Young, 

1998). 

• Una región rica en los aminoácidos Serina/treonina y glicina  en su extremo 

carboxiterminal (Tei et al., 1997; Young, 1998).  
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• Varios sitios de fosforilación por Casein Kinasa I (CKI) implicados en la 

regulación de la localización celular y su translocación al núcleo, así como en la 

estabilidad y degradación de esta proteína (Agostino et al., 2008). 

Por otro lado, en este capítulo se analizó también la expresión de per1 en diferentes 

tipos de tejidos, mostrando que per1 en lubina es expresado tanto en tejidos neuronales (cerebro 

y la retina), como en tejidos periféricos (corazón, hígado, agallas, musculo, bazo, tejido adiposo 

y tracto digestivo). Estos resultados son similares a lo descrito tanto en mamíferos como en 

otras especies de teleósteos (i. e. pez cebra), donde se ha descrito la presencia de relojes 

moleculares periféricos en diferentes tejidos e incluso también, en células aisladas en cultivo 

(Whitmore et al., 1998: Yoo et al., 2004). Además, el patrón de expresión a lo largo de un ciclo 

de 24 horas mostró un ritmo circadiano con una acrofase o pico de expresión cercana al final de 

la noche, similar a lo descrito para este gen en otros teleósteos, como en el pez cebra y en el 

carpín (Lahiri et al., 2005; Velarde et al, 2009).  

En teleósteos, la ontogenia de los relojes moleculares ha sido investigada 

exclusivamente en el pez cebra (Cahill, 2002, Vallone et al, 2007), sin embargo, los resultados 

obtenidos no pueden ser extrapolables a todos los teleósteos, debido a la gran diversidad de 

formas de vida existentes. Nuestros estudios, realizados en lubina y trucha permiten tener un 

punto de vista comparado sobre los mecanismos implicados en el establecimiento y desarrollo 

de la ritmicidad durante el desarrollo embrionario. Desde el punto de vista de la cronobiología, 

los teleósteos pueden dividirse en dos grandes grupos, los salmónidos y el resto de teleósteos, 

los cuales difieren entre sí, en la regulación de la síntesis de melatonina en la pineal.  

 En todos los teleósteos, la pineal es considerada un órgano clave en el funcionamiento 

del sistema circadiano y en la sincronización de los ritmos circadianos al fotoperiodo. Además, 

en muchas ocasiones este órgano ha sido propuesto como reloj central de teleósteos, sin 

embargo, los estudios más recientes demuestran que no actúa como tal, ya que por ejemplo se 

han descrito ritmos de actividad locomotora en animales pinealectomizados (Sánchez-Vázquez 

et al., 2000). Por otro lado, es bien conocido que la pineal actúa como un órgano endocrino 

sintetizando la hormona melatonina y además, contiene un oscilador intrínseco y autónomo, que 

es sincronizado directamente por la luz a través de los fotopigmentos presentes en este órgano 

(Falcón, 1999; Falcón et al., 2010). Además, a diferencia de los relojes periféricos, la pineal 
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transmite su ritmicidad a distintas áreas cerebrales a través de aferencias directas, y al resto del 

organismo a través de los ritmos circadianos de producción de la hormona melatonina,  que a su 

vez, está involucrada en la regulación de numeras variables rítmicas diarias y estacionales 

(Cassone, 1998; Falcón et al., 2010). Sin embargo, en salmónidos (incluyendo la trucha 

arcoíris), a diferencia del resto de teleósteos, la producción de melatonina en pineal está 

regulada directamente por luz y no por un oscilador circadiano, por lo que no muestra ritmos 

circadianos en DD, como ocurre en el resto de especies.   

En resumen, los modelos experimentales utilizados en el estudio de la ontogenia de los 

relojes moleculares, lubina y trucha arcoíris, pertenecen a cada uno de los dos grandes grupos de 

teleósteos que difieren en la regulación de la síntesis de melatonina. Por un lado, la clonación 

del gen per1 de lubina (primer capítulo), nos permitió estudiar estos aspectos en larvas, 

analizando la expresión de este gen como marcador del desarrollo de los relojes biológicos 

durante los primeros 16 días post-eclosión. Por otro lado, en trucha arcoíris, se analizó la 

expresión de los genes reloj, per1 y clock, así como Aanat-2, durante los primeros 45 días post-

fertilización. Como se ha mencionado, la trucha arcoíris presenta un desarrollo embrionario 

mucho más lento, con un largo periodo de incubación, lo cual nos permitió analizar con más 

detalle estos aspectos. 

 Nuestros hallazgos ponen de manifiesto que tanto el gen per1 en larvas de lubina, como 

los genes per1 y clock en huevos de trucha, comienzan a expresarse muy pronto en el desarrollo 

embrionario, independientemente de las condiciones lumínicas. La presencia de transcritos para 

estos genes fue detectable antes de la eclosión en ambos casos (el día antes de la eclosión en 

lubina y el primer día post-fertilización en trucha), aunque en general, la oscilación rítmica 

apareció más tarde. Estos resultados son apoyados por estudios realizados en pez cebra, donde 

también se ha detectado la presencia de transcritos para genes reloj poco después de la 

fertilización e incluso en huevos sin fecundar (Delaunay et al., 2000; Vallone et al., 2007). El 

significado biológico de la expresión arrítmica temprana de los genes reloj no está claro y 

podría ser simplemente un paso previo y necesario en el desarrollo de los relojes moleculares. 

En el pez cebra, también se ha propuesto una herencia materna de transcritos, e incluso se ha 

postulado una posible sincronización de los relojes embrionarios a través de esta vía (Delaunay 

et al 2000). Por otro lado, se ha sugerido que los genes reloj podrían tener efectos pleiotrópicos, 
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teniendo funciones importantes en la regulación del desarrollo embrionario no relacionadas con 

los relojes moleculares (Vallone et al., 2007), lo cual explicaría su expresión temprana y 

arrítmica.  

Aunque la expresión de genes reloj fue detectable muy pronto, los ritmos de expresión 

de estos genes fueron detectables en un poco más tarde en el desarrollo. Bajo un fotoperiodo 

12L:12D, la expresión rítmica de per1 fue detectable a partir del día 16 post-eclosión, en lubina 

y  a partir del día 8 post-fertilización en trucha arcoíris. Además, nuestros estudios en larvas de 

lubina y embriones de trucha mostraron que el comienzo de la expresión rítmica de los genes 

reloj es afectado por las condiciones lumínicas. Bajo condiciones constantes de luz u oscuridad 

(en ausencia de un fotoperiodo), no se observaron ritmos circadianos de expresión en per1 

durante los primeros 16 post-eclosión en lubina, y el caso de la trucha arcoíris, la expresión de 

de los genes reloj tampoco mostró ritmos circadianos o bien fueron caóticos y con acrofases 

alteradas. Estos hallazgos sugieren la luz/fotoperiodo es necesaria para el inicio de un ritmo en 

la expresión en estos genes, ya que en ausencia de un fotoperiodo, el desarrollo de los relojes 

moleculares se vio afectado o al menos retrasado. Estos hallazgos son apoyados por diversos 

estudios realizados en pez cebra, donde se ha demostrado que la luz o el fotoperiodo es 

indispensable para el iniciar de los ritmos circadianos en la expresión de los genes reloj durante 

el desarrollo larvario (Ziv y Gothilf, 2006; Dekens y Whitmore, 2006; Kaneko y Cahill, 2005). 

En trucha arcoíris, la pineal es la primera estructura fotorreceptiva que se desarrolla y 

comienza a ser fotorreceptiva aproximadamente a los 15 dpf (Omura y Oguri, 1993). 

Curiosamente, bajo LD, la expresión rítmica de los genes reloj durante el desarrollo embrionario 

fue detectable antes del desarrollo de este fotorreceptor, lo que sugiere la existencia de 

mecanismos de fotorrecepción desconocidos. Esta hipótesis, es apoyada por algunos estudios 

realizados en el pez cebra, donde se ha identificado un mecanismo de fotorrecepción directa por 

parte de relojes periféricos y células en cultivo (Whitmore et al., 2000; Pando y Sassone Corsi, 

2002). Además, existen evidencias sobre la sincronización de genes reloj y genes clock-

regulados durante el desarrollo embrionario de pez cebra que ocurren antes del desarrollo de la 

pineal y retina (Ziv y Gothilf, 2006). Así pues, un mecanismo similar podría estar operando en 

las primeras etapas del desarrollo embrionario de trucha arcoíris y de lubina. 
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Además, en el estudio sobre la ontogenia de relojes moleculares de lubina, hemos 

determinado por primera vez, que la longitud de onda de la luz también es capaz de afectar 

también la maduración de los relojes moleculares. Mientras que en los huevos/larvas  

mantenidos bajo un fotoperiodo 12L:12D con luz azul se detectó un ritmo en expresión de per1 

antes que en los mantenidos bajo un fotoperiodo de luz blanca, las larvas sometidas a un 

fotoperiodo de luz roja, no mostraron ritmos circadianos evidentes en la expresión de este gen, 

obteniéndose resultados comparables a los de oscuridad y luz constantes. Estos resultados, son 

apoyados por estudios previos, donde se ha demostrado que la composición espectral de la luz 

utilizada afecta a la sincronización de ritmos de melatonina en lubina (Bayarri, 2002) y otros 

teleósteos (Oliveira et al., 2007), siendo la luz azul más eficaz en la sincronización de estos 

ritmos que la luz blanca, mientras que la luz roja no afecta a la concentración plasmática de 

melatonina nocturna. Este efecto, parece mediado por la sensibilidad diferencial de los 

pigmentos fotorreceptores, debida a la adaptación al ambiente fótico habitual, en el cual la luz 

roja es totalmente absorbida a pocos metros de la superficie, mientras la azul/violeta  penetra 

mucho más (Wolken, 1995). Además, los fotorreceptores presentes en la pineal tienen la 

máxima sensibilidad a longitudes de onda cortas (azul) y medias (verde) (Forsell et al., 2001). 

Así pues, la luz roja puede utilizarse para la manipulación nocturna durante el manejo y 

muestreo sin afectar a los ritmos circadianos. 

Estos resultados son consistentes con el hecho de que en la composición espectral de la 

luz también afecta a al crecimiento, supervivencia y desarrollo de larvas de lubina, de manera 

que la luz azul también mejora estos aspectos, mientras que la luz roja y las condiciones 

constantes de luz u oscuridad se asocian con malformaciones y alta tasa de mortalidad 

(Villamizar et al., 2009). Las alteraciones en el desarrollo larvario observadas por este autor 

podrían tener una relación con retraso en el desarrollo de los relojes moleculares descrito aquí, 

lo que sugeriría un papel regulador de los relojes moleculares en el desarrollo embrionario de 

teleósteos. 

Varias hipótesis son compatibles con los resultados obtenidos. La expresión 

constitutiva/arrítmica de los genes reloj fue detectable en trucha y lubina durante los primeros 

días de desarrollo, y solo en los grupos sometidos a un fotoperiodo se detectó el comienzo de 

una expresión rítmica de estos genes al cabo de un periodo variable en función de la especie. 
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Este periodo sugiere que el efecto de la luz sobre la expresión de genes reloj requiere de cierto 

grado de diferenciación o desarrollo en las estructuras que componen los osciladores 

moleculares o los mecanismos de fotorrecepción. Una vez son funcionales, la luz puede actuar 

de dos formas, iniciando la oscilación circadiana, o bien sincronizando múltiples osciladores 

preexistentes (Vallone, 2007). Es decir, podrían existir ritmos a nivel celular asincrónicos no 

detectables por PCR, y la luz podría actuar sincronizando estos ritmos. Estudios recientes, 

apoyan esta última hipótesis ya que se han encontrado ritmos de expresión asincrónicos de per1 

a nivel celular en embriones de pez cebra durante primer día post-eclosión bajo DD, que son 

sincronizados por efecto de la luz (Dekens y Whitmore, 2008). Por último, el inicio de los 

ritmos manifiestos aparece más tarde en el desarrollo, posiblemente porque se requiere del 

desarrollo posterior o paralelo de diversas estructuras (glándulas, aparato locomotor, etc.) y del 

acoplamiento de éstas a los relojes moleculares. 

 

 

 

Figura 1. La expresión de los genes reloj comienza siendo arrítmica (A). La luz es requerida para iniciar un ritmo en 

la expresión o bien, para sincronizar los ritmos de expresión celular asincrónicos (A->B). Este proceso puede 

ocurrir antes de la eclosión como la expresión per1 en trucha arcoíris o bien posteriormente como en lubina y pez 

cebra. El momento del desarrollo en el que se detecta ritmicidad  también varía en función del tipo  ritmo (expresión 

de genes reloj, ritmos de melatonina, de comportamiento etc.), ya que se  requiere cierto grado diferenciación.  
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Por último, es importante destacar que la función de los genes reloj en el desarrollo 

embrionario es poco conocida. Por un lado, como se ha mencionado anteriormente, la expresión 

arrítmica inicial se ha relacionado con funciones reguladoras del desarrollo embrionario 

separadas de los relojes moleculares. En Xenopus, por ejemplo, se ha encontrado una expresión 

diferencial de los genes reloj en distintos tejidos durante el desarrollo embrionario (Curran et al., 

2008). Además, en otras especies se han descrito mutaciones letales de los genes reloj que 

provocan un desarrollo anormal que no llega a término (Vallone et al., 2007). Por otro lado, el 

significado biológico de la aparición de ritmos circadianos en etapas tempranas del desarrollo 

podría suponer una ventaja adaptativa, ya que los individuos adquieren la capacidad de 

anticiparse a eventos recurrentes muy poco después de la eclosión o incluso antes. Además, los 

relojes moleculares podrían regular procesos del desarrollo que deben ocurrir en orden temporal 

dado o en un momento concreto del día. Por ejemplo, en el pez cebra se han descrito ritmos de 

división celular a los 4 días post-fertilización y se ha postulado que permiten sincronizar la fase 

S de la mitosis a los momentos del día con menor radiación UV (Vallone et al., 2007), lo que 

disminuiría los daños mutagénicos. 

En conclusión, los relojes moleculares están presentes y son funcionales durante el 

desarrollo embrionario de lubina y trucha arcoíris, detectándose ritmos circadianos en la 

expresión de genes reloj a partir del día 8 post-fertilización en trucha arcoíris, mientras que en 

lubina, los relojes están presentes en el 16 post-eclosión y a partir del día 5 post-eclosión, 

pueden detectarse ritmos circadianos de expresión de per1 bajo condiciones lumínicas 

apropiadas. Estas diferencias son debidas probablemente a la diferente duración del desarrollo 

embrionario en estas especies. Además, nuestros resultados revelan que el inicio los ritmos 

circadianos en la expresión de los principales genes reloj es afectado tanto por el fotoperiodo, 

como por calidad de luz (longitud de onda o espectro).  
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IV.II Sincronización a la luz y alimento. 

Para profundizar en el estudio de la luz y del alimento como sincronizadores del sistema 

circadiano de teleósteos, se utilizaron dos modelos experimentales, el pez cebra y la dorada. El 

pez cebra ha sido muy utilizado en el estudio de los relojes moleculares, ya que presenta una 

serie de ventajas que lo hacen un modelo experimental excelente: pequeño tamaño, fácil 

mantenimiento en el laboratorio, alta fecundidad, un desarrollo rápido y además, su genoma está 

secuenciado, lo cual nos permitió investigar el efecto de estos sincronizadores sobre los relojes  

moleculares. Por otro lado, para el estudio del efecto del fotoperiodo y el horario de 

alimentación sobre los niveles de estrés y el crecimiento en teleósteos, se eligió como modelo a 

la dorada, ya el pez cebra es un modelo muy alejado de las especies de interés productivo y 

además, su pequeño tamaño hace difícil determinar niveles hormonales plasmáticos e 

incrementos de peso. Sin embargo, la dorada facilita estas determinaciones y es un modelo muy 

atractivo desde el punto de vista de la acuicultura y por lo tanto los resultados son más 

aplicables. 

Los ritmos circadianos de actividad locomotora del pez cebra y los ritmos de 

alimentación de dorada han sido estudiados previamente (Hurd et al., 1998; Cahill, 2002; 

Velázquez et al., 2006).  En nuestros experimentos, tanto las doradas, como los peces cebra 

mostraron un comportamiento diurno bajo un ciclo LD, confirmando los patrones de 

comportamiento diurnos atribuidos a ambas especies. Sin embargo, nuestros resultados 

mostraron que el alimento también puede actuar como sincronizador de los ritmos biológicos, 

modulando los patrones de la actividad locomotora típicos de estas especies. Por ejemplo, en el 

pez cebra, los ciclos de alimentación periódica, provocaron un incremento en la actividad en la 

fase del día en la cual el alimento fue proporcionado (i.e., día o noche), lo cual, obviamente, está  

relacionado con la ingesta. Sin embargo, ambas especies continuaron mostrando la mayor parte 

de su actividad durante el día, tanto bajo un ciclo de alimentación periódica, como cuando 

fueron alimentadas aleatoriamente. Esta capacidad para modificar o modular los patrones de 

comportamiento normales, en este caso en respuesta a los ciclos de alimentación, ha sido 

observada frecuentemente en teleósteos (Sánchez-Vázquez y Madrid, 2001), y confirma la 

plasticidad del sistema circadiano atribuida a los teleósteos (Reeb y Lague, 2002), cuyo 

significado biológico es permitir una rápida adaptación a cambios ambientales. 
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La FAA ha sido descrita en un gran número de especies distintas, demostrándose que se 

trata de un ritmo circadiano endógeno, el cual se mantiene varios días después de la retirada del 

alimento. Nuestros experimentos realizados en el pez cebra demuestran, por primera vez, que 

esta especie también presenta FAA cuando es sometida a un ciclo de alimentación, de manera 

similar a lo que se ha descrito en otras especies de teleósteos (Aranda et al., 2001; Davidson, 

2003; Sánchez-Vázquez et al., 1997; Stephan, 2002) y en mamíferos (Mistlberger, 1994). 

Resultados similares fueron encontrados en dorada, la cual también presento FAA bajo 

alimentación periódica. Además, estudios recientes demuestran que la FAA no solamente 

implica un incremento en la actividad locomotora, sino que también implica cambios a nivel 

fisiológico y bioquímico, como el incremento en la secreción de amilasa y NPY dos horas antes 

de la hora de alimentación (Vera, 2007). Así pues, la FAA permite a los animales anticiparse al 

alimento, preparándose para su ingesta y optimizar la adquisición, digestión y utilización de 

éste.  

La FAA es controlada por la existencia de un oscilador circadiano sincronizable por el 

alimento (FEO), tanto en mamíferos como en peces (Sánchez-Vázquez y Madrid, 2001). En 

mamíferos, mediante lesiones a nivel del núcleo supraquiasmático, se ha podido demostrar que 

el FEO está localizado fuera de esta estructura anatómica, ya que los animales lesionados siguen 

presentado FAA cuando son sometidos a alimentación periódica, a pesar de ser completamente 

arrítmicos. Por el contrario, el oscilador sincronizable por luz (LEO) de mamíferos, ha sido bien 

caracterizado y se ha localizado en el núcleo supraquiasmático del hipotálamo. En el caso de 

teleósteos, no sido descrita ninguna estructura anatómica concreta que actúe como FEO, ni 

como LEO, a pesar de que se ha demostrado la existencia de ambos osciladores mediante el 

análisis de los ritmos de actividad locomotora y de alimentación (Sánchez-Vázquez y Madrid, 

2001).  

Nuestros análisis de la expresión de los genes reloj per1 y cry1 en peces cebra 

sometidos a alimentación periódica bajo diferentes condiciones lumínicas, sugieren que el FEO 

está localizado fuera del cerebro, ya que los ciclos de alimentación no sincronizaron los ritmos 

de expresión de estos genes en cerebro. Sin embargo, estos resultados no permiten descartar que 

el FEO se encuentre en alguna estructura cerebral concreta, de manera que cambios en la 

expresión de los genes reloj en esta estructura queden enmascarados por la expresión global 
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obtenida en homogenados de cerebro. Así pues, hacen falta más estudios para determinar la 

localización anatómica del FEO y del LEO en peces. 

 

 

 

Figura 2.  El LEO es sincronizado por la luz, mientras que el FEO es sincronizado por el alimento. Estos osciladores 

están relacionados entre sí y controlan diferentes ritmos de comportamiento y endocrinos. Por ejemplo, los ritmos de 

melatonina están bajo el control de LEO, mientras que la FAA está bajo el control de FEO.  En general, los ritmos 

de actividad locomotora son controlados fundamentalmente por el LEO pero modulados por el FEO.  

 

La alimentación periódica, no solamente afecta a los patrones de comportamiento de los 

animales. Nuestros experimentos realizados en dorada demuestran, por primera vez, que el 

horario de alimentación (periódico vs. aleatorio) puede afectar tanto al crecimiento como al 

bienestar animal, aunque la cantidad de alimento total ingerido sea la misma. Los grupos de 

peces que fueron alimentados de forma periódica (en ML), mostraron un nivel de actividad 

locomotora menor, así como niveles menores de cortisol plasmático y glucosa. En 

contraposición, aquellos grupos que fueron alimentados de forma aleatoria mostraron una 

actividad locomotora global superior y unos niveles de cortisol plasmático 10 veces superiores a 

los encontrados en animales bajo alimentación periódica, siendo estos últimos similares a los 

descritos previamente en dorada (Sangiao-Alvarellos et al., 2005). Los niveles cortisol, glucosa 

y lactato plástico en plasma han sido utilizados previamente como indicadores de estrés en 
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peces (Ashley, 2007). Además, estos metabolitos están estrechamente relacionados ya que el 

cortisol regula el metabolismo de carbohidratos e incrementa los valores plasmáticos de glucosa 

y lactato. En nuestros experimentos, los niveles de cortisol obtenidos en doradas alimentadas 

aleatoriamente fueron similares a los descritos para esta especie en condiciones estresantes 

(Laiz-Carrion eta al., 2003; Polakof et al., 2006), lo que sugiere que los animales bajo un 

régimen de alimentación aleatoria, se mantienen bajo una alerta constante (ya que no pueden 

predecir la llegada del alimento) y están sometidos a una situación de estrés.  

En las doradas bajo un régimen de alimentación periódico se observó un mayor 

crecimiento a los 30 días del experimento, aunque a los 60 días ambos grupos de animales 

(sometidos a alimentación aleatoria y periódica) mostraron un peso medio similar. Estos 

resultados sugieren que la alimentación periódica mejora el crecimiento, al menos a corto plazo. 

Este efecto podría estar mediado por la FAA que como se ha mencionado, permite optimizar la 

adquisición, digestión y utilización del alimento, o bien con el menor gasto energético en 

comparación con las doradas alimentadas aleatoriamente y sometidas a una situación de estrés, 

las cuales presentan una nivel de actividad motora mayor debido a que no pueden predecir 

cuando el alimento estará disponible. 

En conjunto, estos hallazgos muestran la importancia del horario en la alimentación en 

teleósteos, de manera que los ciclos de alimentación periódica actúan como sincronizadores o 

moduladores de la actividad locomotora, mejoran el bienestar animal disminuyendo el estrés, e 

incluso podrían tener un efecto beneficioso sobre el crecimiento. 
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V. CONCLUSIONES. 
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1. El gen reloj per1 de lubina ha sido clonado y secuenciado, presentando una alta 

homología con los genes per1 de pez cebra y medaka. Además, la proteína PER1 de 

lubina tiene los mismos dominios estructurales y funcionales identificados previamente 

en las proteínas “PERIODs” de vertebrados.  

 

2. Per1 se expresa en numerosos tejidos, tanto en tejidos neuronales, como en tejidos no 

nerviosos y muestra un patrón de expresión circadiano, con una acrofase o pico de 

expresión cercana al final de la noche. 

 

3. La expresión del gen reloj per1, en larvas del lubina comienza en etapas tempranas del 

desarrollo, adquiriendo un patrón circadiano robusto a partir del día 16 post-eclosión 

bajo un ciclo LD. 

 

4. El inicio de un patrón rítmico en la expresión de per1 en larvas de lubina requiere de la 

presencia un ciclo luz/oscuridad durante el desarrollo, permaneciendo arrítmico bajo 

condiciones constantes de luz u oscuridad. La composición del espectral de la luz 

utilizada en el ciclo LD, también afecta al comienzo de la expresión rítmica de este gen. 

Utilizando luz azul, dicho ritmo es detectable a partir del día 5 post-eclosión (es decir, 

antes que con luz blanca), mientras que la luz roja no induce la expresión rítmica de 

per1 durante los primeros 16 días post-eclosión.  

 

5. El fotoperiodo afecta a la expresión de los genes reloj durante el desarrollo embrionario 

de la trucha arcoíris. Bajo un fotoperiodo 12L:12D, se detectó un patrón rítmico de 

expresión en los genes reloj (per1 y clock) a partir del día 8 post-fertilización (dpf), 

mientras que la expresión rítmica de aanat2 es detectable a partir del día 21dpf. Por el 

contrario, bajo condiciones constantes de luz, la expresión de los genes reloj es 

modificada, mostrándose arrítmica en el caso del gen clock, alterada en el caso de per1, 

o retrasada en el caso de aanat2 
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6. Los ritmos de expresión de genes reloj en trucha arcoíris, podrían iniciarse  por 

fotorreceptores aún no identificados, ya que aparecen antes del desarrollo de los 

fotorreceptores clásicos (pineal y retina), y no se observan bajo condiciones constantes. 

 

7.  Los peces cebra sometidos a alimentación periódica muestran una actividad 

anticipatoria al alimento (FAA), que se manifiesta como un aumento de la actividad 

locomotora en las horas previas a la hora de alimentación. 

 

8. En pez cebra, el oscilador sincronizado por el alimento parece localizarse fuera del 

cerebro. Sin embargo, no se puede descartar que esté localizado en una zona concreta 

del cerebro, cuya expresión rítmica quede enmascarada por la expresión global de estos 

genes en todo el cerebro. 

 

9. La alimentación aleatoria afecta a los ritmos de comportamiento en dorada provocando 

un aumento de los niveles diarios de actividad locomotora, mientras que la alimentación 

periódica provoca un incremento de la actividad locomotora en la las horas previas a la 

hora de la alimentación (FAA), mostrando un nivel de actividad diaria total menor. 

 

10. En Dorada, la alimentación periódica mejora el bienestar animal y el crecimiento. 

Cuando los animales no pueden predecir la llegada del alimento aumentan los niveles 

de indicadores de estrés, como el cortisol y glucosa plasmáticos. Además, esta situación 

afecta al crecimiento, al menos a corto plazo.  
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AANAT.- enzima arilalkilamina-N-acetiltransferasa. Cataliza el paso de N-acetilserotonina a 

melatonina en la síntesis de ésta última. Generalmente es la enzima limitante de esta ruta 

metabolica. 

Acrofase.- (del gr. 'άκρος , en lo más alto + φάσις , manifestación), punto u hora del dia de una 

onda media o función sinusoidal cuyo valor es máximo, opuesto a la batifase o punto de mínimo 

valor.  

Actograma.- representación gráfica que muestra la expresión de una variable a lo largo de 24 

horas, durante varios días. 

Amplitud.- es la diferencia entre los valores máximo y mínimo de la onda media o función 

sinusoidal. 

ANOVA.- análisis de la varianza. Test estadístico. 

ºC.- grados centígrados. 

ºC-día.- grados-día. Resultado de multiplicar la temperatura en grados centrígrados por los días 

(horas o minutos) transcurridos. Tradicionalmente usado en el estudio del desarrollo 

embrionario de salmónidos, en contraposición con “horas post- fertilización”. 

Ciclo.- (del gr. κύκλος, círculo), es la menor distancia a partir de la cual una onda periódica se 

repite. 

Circadiano.- (del lat. circa, alrededor de, cerca + dies, día), alrededor de un día.  

CKI.- Casein Kinasa I. Encima que cataliza la fosforilación de proteínas en secuencias 

especificas. Existen varias isoformas CKI1ε, CKI1α, etc. 

COR.- cortisol, hormona esteroide comúnmente utilizada como indicador de estrés. Moviliza 

energía (ya que libera glucosa), para que el organismo pueda satisfacer su mayor demanda 

metabólica en condiciones de estrés. 

Cronobiología.- (del gr. χρόνος, tiempo + βίος, vida + λογία, ciencia), ciencia que estudia los 

ritmos biológicos. 

Curso libre o free-running.- condiciones en las que, en ausencia de sincronizadores externos, 

el marcapasos circadiano oscila con periodo endógeno o tau próximo a 24h, haciendo que el 

animal muestre unos ritmos de actividad de duración igual al periodo endógeno. 

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

Día subjetivo.- fase del ritmo endógeno en la que el organismo, cuando se encuentra en curso 

libre o condiciones ambientales constantes, se comporta como si fuese de día. 
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Diurno.- dícese del individuo o especie que es activo durante la fase de luz del fotoperiodo.  

Dual.- individuo o especie genéticamente capaz de desarrollar su activad diaria indistintamente 

durante la fase de oscuridad, o de luz. Algunas especies pueden llevar a cabo inversiones de fase 

a lo largo de su ciclo de vida, de nocturno a diurno y viceversa. 

E-box.- Caja E. Secuencia de DNA cuya secuencia consenso es CACGTG. Está presente en los 

promotores de genes reloj y genes clock-regulados. 

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

Endógeno.- (del gr. 'ένδον, dentro + γεννάν, generar, producir), intrínseco al organismo, que se 

origina por causas internas. Cuando se habla de ritmo endógeno, se refiere al ritmo que 

desarrolla un sujeto en ausencia de información ambiental externa, debido a mecanismos 

internos. 

Enmascaramiento.- modificación de la expresión del ritmo de un organismo, debido a un 

factor ambiental que no actúa sobre el marcapasos circadiano. 

Escotofase.- (del gr. σκότος, tiniebla + φάσις, manifestación), noche o fase de oscuridad del 

fotoperiodo. 

Exógeno.- (del gr. 'έξω, dentro + γεννάν, generar, producir), que se debe a causas externas. 

FAA.- (del ingl. feeding + anticipatory + activity), se refiere a la actividad anticipatoria previa 

al horario regular de alimentación, que un animal desarrolla debido a mecanismos endógenos. 

Factor enmascarante.- estímulo rítmico ambiental que influye directamente sobre la expresión 

del ritmo circadiano del organismo, pero sin actuar sobre su marcapasos circadiano. 

FEO.- (del ingl. feeding + entrainable + oscillator), se refiere al oscilador que es encarrilado 

por el alimento. 

Fotofase.- (del gr. φως , luz + φάσις , manifestación), fase de luz del fotoperiodo, contraria a la 

escotofase. 

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

GADPH.- Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogensa. Enzima citoplasmática que participa en la 

glucolisis. Cataliza la oxidación de Gliceraldehido-3-P a 1-3 bisfosfoglicerato. Suele ser 

expresada constitutivamente y es muy utilizada para la normalización de datos de expresión 

génica. 

HLH- (Helix-loop-helix). Dominio estructural presente en ciertas proteínas, generalmente 

factores de transcripción. Participa en la unión al DNA. 
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HPE.- Horas post-eclosión. Define el tiempo transcurrido desde la eclosión del huevo. 

HPF-. Horas post-fertilización. Define el tiempo transcurrido desde la fertilización del huevo. 

LD.- (del ingl. Light/Dark), se refiere a las fases del fotoperiodo, de luz y oscuridad. LD 12:12, 

indica las 24 h del día quedan divididas en 12 horas de luz y 12 de oscuridad. 

LEO.- (del ingl. light + entrainable + oscillator), se refiere al oscilador que es encarrilado por 

la luz. 

LL.- (del ingl. Light/Light), condiciones de luz constante. 

Marcapasos circadiano.- estructura endógena generadora de ritmos diarios. 

Masking.- Enmascaramiento. Modificación o alteración de la fase de un ritmo circadiano por 

efecto de un factor ambiental biótico o abiótico, sin ejercer un efecto sincronizador sobre reloj 

biológico que regula dicho ritmo circadiano.  

NES.- (del inglés, nuclear export signal). Dominio proteico que actúa como secuencia señal de 

localización nuclear. 

Multioscilatorio.- hace referencia al sistema circadiano compuesto por varios osciladores o 

relojes circadianos, relacionados entre sí para dar lugar a la expresión del ritmo. 

Noche subjetiva.- fase del ritmo endógeno en el cual, un animal que se encuentra en curso 

libre, se comporta como si fuese de noche. 

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

fotoperiodo. 

NSQ.- núcleo supraquiasmático (también SCN, en inglés), estructura localizada en el 

hipotálamo, en la que se localiza el marcapasos central en mamíferos.  

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

estudiados durante varios días. 

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

PAS.- (Per + Arnt +Sim). Dominio conservado presente en algunas proteínas que constituyen la 

familia de proteínas PAS. Actúa como sitio de unión, interviniendo en la interacción y 

formación de dímeros en dominios PAS de diferentes proteínas. 

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

Periodo endógeno.- también llamado tau, se representa por la letra griega τ e indica la duración 

del ciclo del marcapasos circadiano de un individuo o especie, se manifiesta cuando no está 

sujeto a sincronizadores externos. 
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Periodograma.- representación gráfica de los posibles periodos de un ritmo explicados por el 

porcentaje de variación entre sus datos, de la que se obtiene el periodo endógeno de un sujeto. 

RF-. (Random feeding). Alimentación aleatoria, es decir la hora de alimentación varía 

aleatoriamente cada día. 

RIA.- radioinmunoensayo. Técnica empleada para cuantificar la concentración de una sustancia 

en un medio. Para ello, se une un isótopo radiactivo al anticuerpo, siendo posible la 

cuantificación del complejo antígeno-anticuerpo a través de la radiactividad emitida. 

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

S.E.M.- error estándar de la media. 

SF.- (scheduled feeding).- alimentación periódica, es decir alimentación diaria a una hora 

concreta e invariable del día. 

Sincronización.- acoplamiento del ritmo del animal con un estímulo rítmico ambiental. Al 

contrario que el encarrilamiento, no implica la intervención del componente endógeno. Esto es, 

la sincronización 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 biológico. 

S/M.- (del inglés, short-mutable). Dominio o región presente en ciertas proteínas como las 

proteínas de la familia PERIOD.  

Tau (τ).- véase periodo endógeno. 

TRH.- Tracto retinohipotálamico. Vías nerviosas que comunican la retina con el hipotálamo. 

Zeitgeber.- término que proviene del alemán y significa “dador de tiempo”. Véase 

sincronizador. 

ZT.- (del inglés, Zeitgeber time). Hace referencia al tiempo circadiano o fisiológico de un 

animal. Para un animal diurno ZT0 indica la hora de encendido de las luces, mientras que para 

un nocturno ZT0 indica la hora de apagado de las luces.  
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SUMMARY 

INTRODUCTION 

 Chronobiology is a field of science that studies time-related phenomena in living 

organisms. Basically, chronobiology studies the biological rhythms and the origin and 

alterations of these rhythms. In recent years, this field of science has repeatedly demonstrated 

the importance of the circadian system in the adaptation of living organisms to their 

environment. Biological rhythms can be defined as a biological phenomenon (physiological or 

behavioural) that oscillates with a characteristic period, repeating itself at regular intervals of 

time (Aschoff, 1981). The most studied biological rhythms, and probably the most important, 

are the circadian rhythms (from the Latin circa, close; Diem, day), which are examined in this 

thesis. These rhythms have a period close to 24 hours and they are related with the day/night 

cycle. 

The circadian system of animals consists of one or more oscillators or circadian clocks, 

which presents an endogenous and autonomous rhythmicity, some input autonomous 

pathways which transmit the data of the environmental cycles, that synchronizing the 

oscillators, and some output pathways which transmit the temporal information from the 

oscillators to the whole body, giving rise to the expression of physiological and behavioural 

rhythms.  The environmental factors that synchronize biological clocks are called synchronizers 

or zeitgebers, and these allow biochemical, physiological and behavioural rhythms to be kept in 

phase with environmental cycles. In mammals (the most studied organisms), the master 

circadian clock is located in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus. This 

circadian clock is synchronized to the cycle of light / dark by afferent projections of the 

retina.  The photoperiod is one of the most studied zeitgeberts, but in recent years the existence 

of the other important synchronizers have been demonstrated, such as food cycles and 

thermocyclers.   

The circadian system is managed by molecular clocks. Basically, molecular clocks 

consist of a series of clock genes and their products.  Clock gene expression is a self-sustained 
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oscillation controlled by a positive and negative feedback mechanisms, where the gene products 

inhibit or activate the transcription of other clock genes. 

Both the molecular clock ontogeny and the maturation of the circadian system are 

relatively unknown. In mammals, it has been demonstrated that maternal synchronizing signals, 

such as melatonin rhythms, play an important role in the development of biological clocks and 

circadian system. Interestingly, it has also been shown that the expression of major clock genes 

begins even before fertilization (Delaunay et al., 2000; Seron-Ferre et al., 2007). In zebrafish, 

however, environmental signals, such as photoperiod, have been shown to be essential for the 

initiation of the rhythmic expression of the clock genes, and for the synchronization of cellular 

rhythms (Carr and Whitmore, 2005). 

Generally, the teleost circadian system is less well known than the mammal equivalent. 

However, study of the biological rhythms of teleosts is very important both for basic research 

and for aquaculture production. The zebrafish circadian system has been the most studied in 

teleosts, and this species has been used as a model to study the molecular clocks and the 

circadian system of vertebrates. However, the results cannot always be extrapolated to 

aquaculture species because of the great diversity of teleost species. 

 

AIMS 

The overall aim of the present doctoral thesis is the study of the molecular clock 

mechanisms in teleosts, and their synchronization to the daily cycles of photoperiod and 

feeding. The specific aims are: 

1. To clone the clock gene, per1, in European sea bass, studying the distribution of the 

expression of this gene and to analyze its expression along 24 hours, in the nervous and 

peripheral tissues. 

2. To study the effect of the photoperiod and the different wavelengths of the light 

spectrum on the initiation of rhythmic expression of per1 gene in sea bass larvae (from 0-5 days 

post-fertilization). 
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 3. To study molecular clocks ontogeny during early embryonic development, in 

rainbow trout embryos, a model with a long incubation period, exposed to different 

photoperiods. 

4. To determine the synchronizer effect of feeding cycles on clock gene expression and 

locomotor activity rhythms in zebrafish. 

5. To study the effect of periodic (vs. random) feeding on the behavioural rhythms, 

biomass increase and some stress indicators in sea bream. 

 

METHODS  

1. Animals and housing Conditions. 

Animals were kept in aquaria (zebrafish) or tanks with a constant temperature. 

Illumination was provided by full spectrum fluorescent tubes (GRO-LUX, 40 W, Germany) 

with photoperiod generally set at 12:12 LD cycle. Food was provided manually or by an 

automatic timer-feeder (EHEIM, model 3581, Germany). Feeders for random-fed fish were 

coupled to a timer (Data Micro, Orbis, Spain), and random feeding times were programmed, 

setting the feeding interval between 12 and 36 h, so that on average all fish received the same 

amount of food per 24 h.   

 Fish were sampled during the course of one day every 3-4 h to study daily rhythms of 

expression and hormone levels. Sampling was carried out under the same lighting conditions as 

fish has been held until that moment, using a dim red light to sample during darkness. The tissue 

samples were stored at -80ºC in TRIzol (Invitrogen) until real time PCR analysis.   

2. Cloning of sea bass per1 gene and sequence analysis 

Rapid amplification of cDNA ends (RACE) was carried out using the SMART RACE 

cDNA amplification kit (Clontech Laboratories, Mountain View, CA, USA).  The per specific 

primers and nested primers for 3’ and 5’-RACE were designed on the basis of the sequence of 

partial cDNA fragments obtained by degenerate primers. The cDNA fragments amplified by 

RACE were cloned in TOPO-TA vector (Invitrogen) and then sequenced. cDNA sequence and 
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deduced amino acid sequence were analyzed and compared to their counterpart sequences 

available in GenBank using the BLAST program. The protein domain was predicted with the 

simple modular architecture research tool program version 4.0 (SMART) (Schultz et al., 1998; 

Letunic et al., 2006) and ScanProsite. Multiple alignments with other PER proteins were carried 

out using the ClustalW2 program (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) with the 

following settings: gap open penalty=10, gap extension penalty=0.05, gap distance=8. The 

phylogeny inference package software, PHYLIP 3.68 (Felsenstein, 1989) was used to perform 

the remaining analyses.  

 

3. Activity rhythms analysis. 

Locomotor activity rhythms were registered by means of an infrared photocell (Omron, 

3S-AD62, Japan; wavelength = 880 nm) placed in each aquarium and tank. Photocells were 

connected to a computer, so that every time a fish interrupted the infrared light beam it 

produced an output signal. The number of light beam interruptions was stored every 10 min by a 

computer using laboratory-developed software for data acquisition.  

 

4. Real time polymerase chain reaction (PCR)  

The samples were homogenized in TRIzol® using a tissue homogenizer 

(POLYTRON®, PT1200, Kinematica, Switzerland) and processed using PureLink Micro-to-

Midi Systems (Invitrogen) and TRizol (Invitrogen). Total RNA concentration was determined, 

and 1 µg was treated with DNase I amplification grade (1 unit/µg RNA, Invitrogen) to prevent 

genomic DNA contamination. cDNA synthesis was performed with Superscript III Reverse 

Transcriptase (Invitrogen) and Oligo (dT)18 or random primers (Invitrogen) in a 20 µl reaction 

volume. Real-time PCR was performed using SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) and an ABI Prism 7500 apparatus (Applied Biosystems). The ABI Sequence 

Detection System 7000 software (Applied Biosystems) was programmed to perform the 

following protocol: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 

min. All samples were run in triplicate. The primers for all genes were designed with Primer 
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Express Software (Applied Biosystems) and synthesized by Invitrogen. The amplification 

efficiency, specificity of primers, and amount of cDNA per sample were tested by the standard-

curve method. The relative expression was calculated using a reference gene by the CT method 

with efficiency correction, or by the absolute quantification method. 

5. Cortisol, glucose, and lactate analysis  

Plasma cortisol levels were measured using a commercial radioimmunoassay kit 

(Demeditec Diagnostics GMBH, Germany), lactate was estimated using a colorimetric kit 

(Spinreact, Barcelona), and glucose values were determined by a glucometer (GLUCOCARD 

Gmeter, Menarini Laboratories, Barcelona). The sensitivity of the cortisol assay (according to 

the manufacturer) was 0.07 µg/dl, determined at −2 S.D. from Bo (n=20). The intra-assay 

coefficient of variation calculated using sea bream samples was 9.1%, which is close to the 

value given by the manufacturer (7.7%). 

 

6. Data analysis. 

Locomotor activity data were analyzed by chronobiology software (EL TEMPS® by Prof. 

A. Díez Noguera, University of Barcelona), Excel, and SPSS. Statistical analyses of gene 

relative expression were accomplished by factorial ANOVA.  Cosinor analysis was performed 

using the chronobiology software “EL TEMPS®” (by Prof. A. Díez Noguera, University of 

Barcelona). This analysis evaluates whether a set of data has a regular fluctuation with a defined 

period (24h) by fitting a cosine curve with the period to the data (Nelson et al., 1979). We 

considered the rhythms significant when p < 0.05.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

1. THE MOLECULAR CLOCKS AND THEIR ONTOGENY. 

1.1 Molecular cloning of per1 gene in European sea bass (Dicentrarchus labrax)  

Circadian rhythms are controlled by interlocked autoregulatory feedback loops consisting of 

interactions of a group of circadian clock genes and their proteins. The Period family is a group 
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of genes that are essential components of the molecular clock. In the present study, we have 

cloned a period gene (per1) of the European sea bass, a marine teleost of chronobiological 

interest. The cloned sequence encoded a protein consisting of 1436 amino acids which 

homology and phylogenic analyses showed to be related with fish PER1 proteins and to have a 

very high degree of identity with Oryzias latipes (Medaka) per1. Polymerase chain reaction 

screening of per1 expression showed this gene is expressed in all the tissues analyzed (brain, 

heart, liver, gill, muscle, digestive tract, adipose tissue, spleen and retina). In addition, a daily 

expression rhythm, with an acrophase (peak time) ~ZT0 (lights-on), was found in the two tissue 

types investigated - neural (brain) and peripheral (liver and heart). In conclusion, identification 

and characterization of the gene encoding sea bass per1 provide valuable information for 

understanding the circadian mechanism at the molecular level in this species, although further 

research is needed to clarify the exact role per1 plays in the circadian oscillator and the dual 

behaviour of European sea bass. 

 

1.2 Ontogeny of circadian clock in sea bass larvae. 

Clock gene expression begins very early in teleost embryo development. However, the 

establishment of a rhythmic pattern in the expression of clock genes is affected by lighting 

conditions. In the present study, we investigate the effect of the light spectrum and photoperiod 

on the expression of per1 in sea bass larvae during the early stages of embryonic development. 

Five experimental groups of sea bass larvae were subjected to different light conditions. The 

first group was kept under constant light (LL) and the second group was kept under constant 

darkness (DD). The other groups were subjected to a 12L: 12D photoperiod with different 

wavelengths: white (LDW), red (LDR) and blue (LDB). The larvae of the LDB and LDW 

groups showed a circadian pattern of per1 expression on days 5 and 16 post-incubation, 

although on day 5 the rhythm of expression showed low amplitude. However, per1 expression 

in larvae exposed to constant conditions (LL or DD) was arrhythmic, as it was in the LDR 

group. These results show the importance of lighting conditions (photoperiod and wavelength) 

in the ontogeny of biological clocks in the sea bass. 
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1.3 Ontogeny of molecular clocks in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) in early 

stages of development.  

Molecular clock controls all the biological rhythms of organisms. In teleosts, molecular 

clocks have been studied almost exclusively in zebrafish, despite the great diversity of species 

in this group. The rainbow trout undergoes a long embryonic development compared with other 

species (e.g., zebrafish), which makes it an interesting species for studying the ontogeny of 

molecular clocks in teleost. In this study, we analyze the expression of clock genes, clock, per1 

and Aanat2, during embryonic development in rainbow trout from fertilization, using two 

groups of embryos that were kept under a 12L: 12D photoperiod, and under constant conditions 

of light, LL. Under LD, the expression of per1 showed a circadian rhythm from day 8 post-

fertilization, while the clock expression was rhythmic from day 1 post-fertilization.  

However, under LL the expression of these genes was arrhythmic or, in the case of per1, 

showed an altered acrophase. In Aanat2, significant night time peaks were measured at both 21 

and 42 days post-fertilization under LD conditions, while under LL significant variations over a 

24 hour period were only evident at day 42 post-fertilization. The results demonstrate that 

clocks are present and functional during embryonic development in this species. The mismatch 

in rhythmic expression of both clock and per1 between the two photoperiod treatments would 

suggest that as yet unidentified photoreceptor mechanisms are in operation in these early stage 

embryos. 

 

2.  SYNCHRONIZATION TO THE FEEDING CYCLES OF MOLECULAR CLOCKS 

AND PHYSIOLOGICAL AND BEHAVIOURAL RHYTHMS. 

2.1 Feeding entrainment of daily rhythms of locomotor activity and clock gene 

expression in zebrafish brain. 

Light and feeding cycles strongly synchronize daily rhythms in animals, which may, as 

a consequence, develop food anticipatory activity (FAA). However, the light/food entraining 

mechanisms of the central circadian oscillator remain unknown. In this study we investigate the 

existence of FAA in seven groups of zebrafish subjected to a light/dark (LD) cycle or constant 
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light (LL) and different feeding regimes (random, fasting and feeding in the middle of the light 

phase or dark phase). The aim was to ascertain whether the daily rhythm of behaviour and clock 

gene (per1 and cry1) expression in the zebrafish brain was entrained by the light and feeding 

regime. The results revealed that FAA developed in zebrafish fed daily at a fixed time under LD 

and under LL. The fish displayed locomotor activity mostly during the daytime, although the 

percentage of activity during the light phase varied depending on feeding time (ranging from 

93.2 to 63.1% in the mid-light and mid-dark fed groups, respectively). However, the different 

feeding regimes failed to modify the daily rhythm of per1 and cry1 expression in the brain of 

zebrafish under LD (approximate acrophases [peak times] at ZT22 and ZT4, respectively; lights 

on = ZT0). Under LL, per1 and cry1 expression did not show any significant daily rhythmicity, 

regardless of the feeding regime. These findings indicate that, although schedule-fed zebrafish 

developed FAA in terms of locomotor activity, feeding had little effect on clock gene 

expression in whole brain homogenates, suggesting the feeding-entrainable oscillator may be 

located elsewhere or at specific brain sites. 

 

2.2 Effects of feeding schedule on locomotor activity rhythms and stress response 

in sea bream. 

Feeding cycles entrain the biological rhythms that enable animals to anticipate feeding 

times and so maximize food utilization and welfare. In this chapter, the effect of mealtime was 

investigated in two groups of sea bream (Sparus aurata): one group received a single daily meal 

at random times during the light period (random daytime feeding, RDF), whereas the other 

group received the meal during the light period but at the same time (scheduled daytime 

feeding, SDF). All the fish showed diurnal behaviour, although the SDF group showed a lower 

percentage of diurnalism (84.4% vs. 79.5% in RDF and SDF respectively) and developed food 

anticipatory activity some hours before the mealtime. In addition, the mean daily locomotor 

activity of the RDF group was significantly higher than that of the SDF group (3132 vs. 2654 

counts/day, respectively). Although the mean weight differed between both groups on day 30 

(115.7 g and 125.6 g in RDF and SDF, respectively), these differences had disappeared by day 

60. Plasma cortisol and glucose significantly differed in both groups (cortisol: 71.8 vs. 8.7 

ng/ml, glucose: 53.7 vs. 43.8 mg/dl in RDF and SDF, respectively), whereas lactate did not 
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differ significantly. The results obtained suggest that altering the feeding time (scheduled vs. 

random) affects the behavior and physiology of sea bream, indicating that a single daily feeding 

cycle (compared to random) is beneficial for fish welfare because they can prepare themselves 

for the forthcoming feed.   

 

CONCLUSIONS 

1. The clock gene, per1, was cloned in sea bass. This gene showed a high homology 

with other per1 genes of zebrafish and Medaka. In addition, per1 presents the same structural 

and functional domains identified in other "Period" proteins of vertebrates. 

2. Per1 is expressed in many tissues, including neuronal and non-nervous tissues. In 

these tissues, per1 showed a circadian pattern of expression, with an acrophase or peak 

expression near the end of the dark phase. 

3. In European sea bass larvae, per1 expression starts in the early stages of 

development, showing a circadian pattern of expression from day 16 post-hatching under a LD 

cycle. 

4. In sea bass lavae, the photoperiod induces the start of a rhythmic pattern in per1 

expression during development, remained arrhythmic under constant conditions of light and 

dark. The spectral composition of light used in the LD cycle, also affect the onset of rhythmic 

expression of this gene. Using blue light that rhythm is detectable from day 5 post-hatching (ie 

before white light) whereas red light does not induce the start of a rhythm in per1 expression 

during the first 16 days post-hatch.  

5. The photoperiod affects the expression of clock genes during the embryonic 

development of rainbow trout.  Under a 12L: 12D photoperiod, the rhythmic expression of the 

clock genes (Per1 and clock) are detectable from day 8 post-fertilization (dpf), while aanat2 

rhythmic expression is detectable from day 21dpf. By contrast, under LL, the expression of 

clock genes is altered,  
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6. In rainbow trout embryos, the rhythmic expression of per1 starts before the 

development of the classical photoreceptors (pineal and retina), and is not observed under LL, 

suggesting that this cycle could be initiated by other as yet unidentified photoreceptors. 

7 Zebrafish subjected to periodic feeding showed Food Anticipatory Activity, which is 

manifested by an increase in the locomotor activity in the previous hours prior to meal time. 

8. In zebrafish, the oscillator synchronized by food could be located outside the brain, 

although it cannot be discarded that it is located in a particular area of the brain. 

9. In sea bream, scheduled feeding improves animal welfare. When the animals cannot 

predict the arrival of the food, the levels of stress indicators, such as cortisol and plasma 

glucose, are increased. 

10. In sea bream, random feeding affects behavioural rhythms, increasing the locomotor 

activity levels. In contrast, periodic feeding induced an increase in locomotor activity in the 

hours prior to meal time (FAA). In addition, periodic feeding improves growth in sea bream, at 

least in the short term. 
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