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LA TESIS

Durante la licenciatura de Biologia que cursé en la
Universidad de Murcia, quedé fascinada por la cronobiologia,
ciencia que estudia las variaciones ritmicas que se producen
en casi todos los organismos, desmantelando el caracter
constante de las variables bioldgicas. Casi todos los
parametros bioldgicos que tienen lugar en los organismos
ocurren ritmicamente (no constantemente). La ritmicidad de
estos procesos, que puede ser clasificada de acuerdo a su
periodo como diaria, mensual, anual, etc., estd controlada
por un reloj interno que proporciona a los organismos

informaciéon temporal. Sin embargo, este reloj interno
muestra un pequeiio desfase con el periodo de los
fendmenos ciclicos ambientales, por lo que tiende

naturalmente a adelantarse o atrasarse. Son estas sefiales

ciclicas externas las responsables de sincronizarlos al periodo
adecuado (Figura 1), siendo los ciclos de luz y oscuridad
considerados primordiales. Asi, por ejemplo, los animales no
presentan actividad continuamente a lo largo de las 24 h del
dia, sino que se clasifican en animales diurnos, nocturnos y
crepusculares.
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Figura 1. Ciclos geofisicos diarios, lunares y estacionarios. Los ciclos geofisicos
tales como la traslacién de la Tierra alrededor del sol, la traslaciéon de la Luna
alrededor de la Tierra, y la rotacién de la Tierra sobre su propio eje, generan
ciclos con diferentes periodos: estacional (t = 365 dias), lunar- mensual (t =
28 dias), diario (t = 24 h) and mareal (T = 12 h), estando contenidos los mas
cortos en los mas largos. (Modificado de del Pozo et al., 2012).

El descubrimiento de esta disciplina despertd mi
curiosidad y me llevd a colaborar en proyectos de
investigacion como alumna interna dentro del grupo de
cronobiologia de peces de esa misma facultad, consiguiendo
algo después, una Beca de Colaboracion del Ministerio de
Educacion y Ciencia (MEC). Dado que la inteligencia de los
peces es a menudo menospreciada, la primera pregunta que
salta a la mente es épor qué investigar sobre estos animales?
Sin embargo, los peces no solo son inteligentes sino que
muestran una gran similitud con el resto de los vertebrados,
incluyendo a los humanos. De esta forma, pueden servir
como modelo para otras especies de peces y hasta para el ser
humano, con la ventaja de presentar una inmensa
variabilidad bioldgica, que les permite adaptarse a una gran
diversidad de nichos. Esta pluralidad se debe a que poco
después de surgir este grupo durante la evolucion, su cédigo
genético se multiplico, lo que les permitié adquirir una copia
extra de cada gen (en relacidn con la dotacién de los demas
grupos de vertebrados) con la que la evolucion pudo
“experimentar”, consiguiendo adaptaciones variopintas.
Desde un punto de vista mas industrial, la acuicultura es un
sector fuerte en Espafia, que consume y exporta una cantidad
importante de pescado. Especialmente la lubina es una de las
especies mds comercializada en el Mediterraneo y sobre la
gue recae un importante interés econémico. Conocer mejor
su biologia podria llevar a una mejora en su calidad de
produccion y una reduccion de los costes, beneficiando la
creciente industria de la acuicultura en nuestro pais y Europa.

Una vez acabada la carrera, consegui la Ayuda de Inicio a
la Investigacidn que hizo de puente hasta que empecé la tesis
doctoral con una beca-contrato pre-doctoral por 4 afos,
ambas de la Universidad de Murcia. La decision de
embarcarme en la tesis doctoral no fue muy complicada, ya
que esta me brindaba la oportunidad de desarrollar mi
curiosidad, adquirir formacion muy completa en cuanto a
organizacion y manejo de un proyecto, ensefianza, técnicas
de laboratorio y de campo, pero también destrezas
personales de superacion, resolucion de problemas,
adaptacion a diferentes ambientes de trabajo, y experiencia
en el extranjero, entre otras. Asi, continué en el campo de la
cronobiologia de peces para desarrollar mi tesis doctoral,
bajo la supervision del Prof. F. Javier Sanchez Vazquez y la
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Dra. M. Luisa Vera Andujar. Durante la misma, estudié los
ritmos de comportamiento, fisiologia y expresion genética en
dos especies de peces muy diferentes, la lubina y en el pez
cebra. La lubina es un pez marino de interés comercial, que
ha sido investigado ampliamente en cuanto a lo nutricion y
reproduccién. Desde un punto de vista cronobiolégico, la
lubina adquiere protagonismo debido a sus inversiones
estacionales de comportamiento, alimentandose por la noche
en invierno, y por el dia el resto del afio (Figura 2). Este efecto
ha sido bien documentado en el medio natural asi como en
condiciones de laboratorio que simulan las naturales. Incluso
se han observado cambios espontaneos de fase solo en
algunos individuos mantenidos bajo idénticas condiciones
controladas y constantes de laboratorio. No obstante, se
desconocen los mecanismos internos que conducen este
dualismo en el comportamiento. Durante mi tesis, nos

propusimos aportar algun conocimiento al respecto.
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Figura 2. Demandas de alimento de grupos de lubinas en cada estacién,
mostrando inversiones de fase estacionarias. En el eje vertical se muestra las
demandas de alimento, mientras que en el horizontal se representa la hora
del dia (en horas). Las barras amarillas y negras sobre las graficas indican la
fase de luz y oscuridad, respectivamente. (Modificado de Sanchez-Vazquez
etal., 1998).

Debido a que los ritmos bioldgicos no son exclusivos
del comportamiento, sino que existen a todos los niveles de
organizacion (molecular, celular, fisiolégico...), ritmos en
niveles  inferiores podrian  estar controlando el
comportamiento dual. Como se ha comentado previamente,
los organismos poseen relojes internos que les proporcionan
informacién temporal. La maquinaria de estos relojes esta
basada en un conjunto de genes, llamados genes reloj, que se
expresan ritmicamente en consonancia con las sefiales
ambientales ciclicas. Por tanto, estos genes reloj que
orquestan el reloj molecular interno de los organismos, se
posicionan como candidatos relevantes para dirigir esta
inversidon estacional en los ritmos de alimentacidon de la
lubina.

Desafortunadamente, solo uno de estos genes reloj
(Ilamado period1, “per1”) habia sido descrito en la lubina, por
lo que comenzamos la busqueda de otros genes reloj,
identificando dos criptocromos (genes “cryl and cry2”).
Todos ellos se expresan en todos los tejidos estudiados pero
siguiendo patrones temporales distintos, apoyando asi la
teoria de que, como en otras especies, la lubina posee varios
relojes periféricos ademas del reloj central (en el cerebro),
gue pueden ser sincronizados de forma diferente. Hace no
muchos afios, se pensaba que los organismos poseian tan
solo un reloj interno localizado en el celebro, que controla
todos los ritmos bioldgicos en consonancia con los ciclos de
luz/oscuridad. Sin embargo, cada vez queda mas claro que
este reloj interno en el cerebro esta acompafiado de muchos
otros relojes en tejidos periféricos, que pueden ser
controlados por los ciclos de luz/oscuridad o por otras sefiales
ciclicas externas, pudiendo presentar ritmicidades diferentes.

Uno de estas sefiales que también son capaces de

sincronizar los ritmos biolégicos son los ciclos de
alimentacion.  Esta  sincronizacion al alimento de
comportamiento alimenticio y locomotor, asi como de

fisiologia digestiva e incluso de expresion génica, permite a
los animales pueden predecir la siguiente ingesta y preparar
su organismo, mejorando su capacidad de capturar el
alimento asi como de asimilar los nutrientes. Nosotros
demostramos que la restriccién a una fase determinada del
dia en la recompensa de alimento bajo un sistema de libre
demanda, provoca el ajuste de la actividad alimenticia a dicha
fase, acompafiado de cambios en la expresidon de genes reloj
en organos directamente relacionados con la alimentacidn
(pero no en el cerebro) y cambios fisioldgicos en algunos
parametros digestivos pero no en la glucemia.

Esta rigidez en los ritmos de glucosa, nos llevo a
investigar las diferencias en los ritmos de glucosa en sangre
en lubinas que se alimentan por el dia y de aquellas que lo
hacen por la noche bajo las inversiones naturales de
comportamiento alimenticio. Esta vez observamos los niveles
de glucosa en sangre son mas elevados durante la respectiva
fase de alimentacion en ambas inversiones estacionales,
incrementando los niveles medios solo en las lubinas
nocturnas en invierno. La glucosa no interviene solo como
parte de procesos digestivos, sino que participa en mads
procesos bioldgicos (Figura 3). Se ha visto que la glucosa se
encuentra elevada durante la alimentacién nocturna invernal
y la reproduccion, que también tiene lugar exclusivamente en
las noches de invierno. El hipotético role de la glucosa como
sefial desencadenante para dichos procesos en lugar de un
mero metabolito resultante de la alimentacion, encajaria
también con el hecho de que sus niveles en sangre no se vean
modificados por inversiones de alimentacidon forzadas, pero si
cuando estas inversiones coinciden con el periodo de puesta.
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Figura 3. Ritmo diario de niveles de glucosa en sangre en invierno (a) y
primavera (b) durante ambas inversiones de comportamiento alimenticio.
Cada punto representa la media de los niveles de glucosa en sangre de 5
lubinas de alimentacién diurna (circulos blancos) y nocturna (cuadros
negros). El ajuste del ritmo (p < 0.03) estd representado por la linea
sinusoidal punteada para los peces diurnos, y continua para los nocturnos.
Letras diferentes denotan diferencias entre puntos del dia (ANOVA |, p <
0.03). El eje vertical muestra los niveles de glucosa en sangre (mmol/l)
mientras que el horizontal representa el tiempo del sincronizador (en horas).
(Modificado de del Pozo et al., 2012).

Nosotros hipotetizamos que los ritmos de reproduccién
y alimentacién podrian estar dirigidos por dos marcapasos
distintos pero asociados: uno que controla la configuracidn
diurna, u otro que controla la reproduccion estacional
nocturna. Cuando ambos estan acoplados, se expresa la
configuracion diurna; sin embargo, cuando alguna sefal
externa, o mas probablemente interna (como podria ser la
glucosa en sangre, u otra), los desacopla, permite la
configuracion nocturna (Figura 4). Sistemas similares de
multiples marcapasos han sido propuestos para otros
fendmenos estacionales que modifican la fase de
comportamiento, como la migracion de aves.

CONFIGURACION NOCTURNA:
(DESACOPLADA)

CONFIGURACIGN DIURNA:
(acoplada)

-0 o-@

Diurno Reproduccion Diurno Reproduccidn
estacional estacional
nocturna nocturna

Figura 4. Esquema del sistema de marcapasos multiple que modifica su
configuracion estacionalmente. Asi se presentan acoplados (panel izquierdo)
cuando el mayor peso de la ritmicidad recae sobre el marcapasos diurno;
mientras que durante la estacidon reproductora nocturna, se desacoplan,
mediado por algun tipo de sefial externa o interna (como podria ser la
glucosa), mostrando configuracién nocturna. (Modificado de del Pozo et al.,
2012).

Por otro lado, el pez cebra es un pequeiio pez de agua dulce,
comun en acuariologia, pero que ha llegado a imponerse
como una de las especies modelo mas importantes en un
amplisimo numero de disciplinas, entre ellas la nutricidon
(apetito y obesidad). Hasta ahora, sus ritmos de alimentacidon
permanecian inexplorados. Esto se debe, en parte, a que los
sistemas de alimentacién usados para analizar ritmos
alimenticios en peces presentaban restricciones en cuando al
tamafio de los individuos. Estos sistemas de alimentacién son
los denominados comederos a demanda, que permiten a los
peces reclamar alimento cuando y cuanto quieran, por medio
de la activacion de un sensor de demanda. Tradicionalmente,
estos sensores requerian cierta fuerza por parte de los peces,
consistiendo en palancas rigidas que tenian que ser
empujadas (normalmente con la cola), o cuerdas flexibles
para ser mordidas y estiradas (Figura 5). El pez cebra tiene un
tamafio mdximo de 6 cm, por lo que carece de fuerza para
emplear cualquiera de los sistemas mencionados. Por ello,
nosotros desarrollamos un novedoso sistema que incorpora
sensores infrarrojos como sensores de demanda. Asi el pez
solo tiene que interrumpir el haz infrarrojo con su cuerpo
para activar el comedero y recibir la recompensa de alimento.

(©) f

Figura 5. Diferentes sensores para comederos a demanda. (A) Palanca rigida
que se activa empujandola, (B) palanca flexible cuya activacion es
estirandola, (C) sensor infrarrojo que se activa mediante interrupcion del haz.
(Modificado de Boluda-Navarro et al., 2009).

(a) (b)

—

Gracias a este sistema, los peces cebra mostraron un
robusto ritmo diurno de locomocion (como habia sido
reportado anteriormente), pero acompafiado de un ritmo de
alimentacidon nocturno, concentrado durante las 4 ultimas
horas de la noche (Figura 6). Generalmente ambos ritmos
permanecieron en fases diferentes (dia vs. noche), siendo
capaces de adaptar sus demandas cuando se les restringe el
horario de la recompensa, manteniendo la actividad
locomotora siempre diurna.
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Figura 6. Ondas medias de actividad alimentaria (A) y locomocién (B) de
todos los acuarios durante la alimentacidon a demanda. En el eje vertical se
representan las demandas de alimento (interrupciones/10 min) y en el eje
horizontal se indica la hora del dia (h). Las barras blancas y negras de la parte
superior muestran el dia y la noche, respectivamente. Las barras de error
representan el error estdndar de la media. (Modificado de del Pozo et al.,
2011).

Esta preferencia por la alimentaciéon nocturna en los
peces cebra, contrasta gravemente con los protocolos de
alimentacion seguidos en todos los laboratorios dénde se
producen, crian y mantienen estos animales. Asi nosotros
comparamos la calidad de las puestas y el crecimiento de
peces cebra bajo nuestro sistema de alimentacién a demanda
con aquellos que siguen el horario estandar de alimentacion.
Para ello, me trasladé al Instituto Tecnoldgico de Karlsrhue
(KIT, Alemania), que comprende una de las instalaciones para
la produccién de pez cebra mas grandes del mundo.
Sorprendentemente, la alimentacién a demanda no
presentaba mejoria alguna en la produccion de embriones, ni
en numero ni en la supervivencia (estos datos no han sido
publicados). Sin embargo, en cuanto al crecimiento, medido
como incremento de longitud y/o peso, los individuos
sometidos a la demanda alargaron ligeramente su tamano
mas que los que seguian unas horas de alimentacion
tradicionales.

En el KIT, no solo llevé el sistema de alimentacién para
peces cebra generado en mi tesis, sino que paralelamente,
participé en el estudio de la influencia de diferentes colores
de luz en la division celular, usando técnicas de
inmunohistoquimica.

De vuelta en Espafia me dispuse a estudiar ésta otra
caracteristica de la luz que afecta al comportamiento de los
organismos, el espectro. En general, la aplicacién de
longitudes de onda corta (violeta, azul y verde) durante una
hora en mitad de la noche, provocan modificaciones de
comportamiento  (distancia de natacidn, velocidad,

paralizacidn, posicidon vertical y alteracion del suefio) mas
severas que las longitudes de onda largas (naranja y roja),
presentando ademas efectos mas duraderos (Figura 7). Esto
podria indicar que diferentes colores de luz podrian estar
activando distintas vias en el celebro, procesidndose la
informacion de forma diferente, aunque mas estudios en esta
linea tienen que ser llevados a cabo para confirmar esta
hipétesis.

A Durante el pulso de luz

Después del pulso de luz

Distancia acumulada de natacién (aumento)

Durante el pulso de luz
03 4

0.2 -

o
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&

Variacién de la localizacion

O p——

Azul

Violeta

Blanco Verde Naranja Rojo Oscuridad

Figura 7. Incrementos de (A) la distancia acumulada de natacion durante el
pulso (panel izquierdo) y la hora siguiente al pulso de luz (panel derecho)
para cada longitud de onda; y variacion de la localizacién vertical en la
columna de agua (B) durante el pulso de luz. (A) En el eje horizontal se
muestra el incremento de actividad con respecto a la actividad base (antes de
que se aplicara el pulso (normalizado como 1). (B) En el eje vertical se
muestran las variaciones de la posicidn vertical con respecto a la localizacion
inicial de los peces. Las barras de error representan el error estandar de la
media. Las letras mayusculas y mindsculas denotan las diferencias
estadisticas de cada pardmetro entre peces sometidos a las diferentes
longitudes de onda dentro de cada fase, segun el test de Kruskal-Wallis (P <
0.01) seguido por Mann—-Whitney (P < 0.008). La linea discontinua representa
la tendencia significativa (A) a incrementar la distancia acumulada de
natacién y (B) de mayores cambios en la posicidn vertical hacia la luz violeta,
segun el test de Jonckheere (P < 0.01). (Modificado de del Pozo et al., 2015).
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Mi tesis concluyé con el reconocimiento de cum laude,
muchas destrezas generales y una buena formacion, pero
sobre todo, fueron los 4 articulos publicados (uno mas en
camino) y un capitulo de libro, los que me abrieron las
puertas a optar por un post-doc y continuar mi carrera
cientifica.

ETAPA POSTDOCTORAL

Al acabar el doctorado, tuve la oportunidad de realizar
un curso de verano sobre natacion en peces en la
Universidad de Washington, en la isla San Juan (Estados
Unidos), gracias a una beca de dicha universidad. Esto me
brindé una gran experiencia personal y laboral, la adquisicion
de nuevos conceptos y conocimientos, especialmente la
respuesta de escape de los peces, en la que basé mi proyecto
de investigacion alli.

Una vez de vuelta en Espafia, y guiada por mi mente
analitica, surge una pregunta ¢seguir con la carrera
investigadora a pesar de la inestabilidad y la falta de
recursos? o ¢aplicar mis conocimientos en el sector privado?
A pesar del mal momento en el que se encontraba (y atin se
encuentra) la ciencia, la financiacion y las oportunidades para
los jovenes investigadores en Espafia, pensé que un post-doc
me iba a aportar una experiencia sin parangén. Me empujaba
el enfrentarme a un nuevo mundo, abrirme a otros campos
de la ciencia, amplificar y diversificar mis conocimientos,
acompanfado de la supervivencia y el arrojo de quien se lanza
solo a una nueva, y cada vez mas diferente, aventura. Esta
decision me llevo a Israel, realizando un post-doc de 15 meses
en la Universidad de Tel Aviv. Esta vez la financiacién vino de
la Sagol School de Neurociencia a la que estd adscrito el
laboratorio del Prof. Yoav Gothilf, mi supervisor. En el
estudian también los ritmos bioldgicos del pez cebra pero en
relacion con procesos neuronales, asi este post-doc me
ofrecia la posibilidad de iniciarme en neurociencia, sin olvidar
la cronobiologia, descubriendo la forma en la que estudiar y
entender las bases neuronales de procesos biolégicos como
son los ritmos de alimentaciéon o de la sincronizacion de
locomocidn por los cambios de temperatura. El pez cebra ha
sido seleccionado para estos estudios, dado su semejanza
genética y molecular con los humanos y el amplio rango de
herramientas genéticas que estan actualmente disponibles en
este modelo. Algunas de estas técnicas incluyen, la ablacién o
paralizacion dirigida a determinadas células, la incorporacion
de elementos fluorescentes que acompafian la expresion de
un determinado gen, la generacion de mutaciones que
provocan la perdida de expresion de un gen concreto, la
activacion/inactivacion selectiva de determinadas neuronas
mediante aplicacién de luz azul o naranja, etc.

Si bien estas técnicas se podrian utilizar en otros
organismos modelo, el pez cebra presenta otras ventajas que
facilitan su empleo. Algunas de estas caracteristicas
proporcionan un ahorro de tiempo y espacio, como su
tamano reducido que permite mantener un mayor numero
de ejemplares; el alto numero de embriones por puesta
(pueden llegar a 200 embriones por pareja); su ciclo de vida
corto (alcanza el estado de madurez sexual a los 3 meses
aproximadamente); y la falta de estacionalidad en sus puestas
en cautividad, lo que le permite una frecuencia de puesta
semanal. Otras caracteristicas como la transparencia de sus
embriones que ademds, se desarrollan externamente,
facilitan la seleccion de animales transgénicos portadores de
proteinas fluorescentes, asi como en la visualizacién in vivo de
expresion de genes con marcadores fluorescentes y
activacidon/inactivacién de neuronas mediante luz. Debido a la
inestabilidad de la carrera cientifica, la brevedad de algunos
de los contratos de post-doc, la falta de recursos econdmicos
para la investigacion, que se ven aun mas agravados en época
de crisis, mi tiempo para completar el estudio fue
insuficiente, dejandolo en manos de mis colegas de
laboratorio la obtencién de los prometedores resultados
sobre la investigacion que inicié alli.

Esa etapa me abrid las puertas a un campo nuevo y muy
interesante para mi, la neurociencia, donde buscar
explicaciones neuronales a aquellos comportamientos vy
procesos fisiolégicos que estudié en el pasado, durante mi
doctorado. Actualmente, me encuentro iniciando mi segundo
post-doc en la Universidad de Uppsala (Suecia), bajo la
supervision y financiacion del Dr. Henrik Boije. Nuestra linea
de investigacion emplea las mds sofisticadas técnicas de
ingenieria genética (esto es la manipulacidon controlada de
determinados  genes), microscopia y analisis de
comportamiento, para entender los mecanismos neuronales
qgue permiten la locomocion, pero los resultados aldn estan
por llegar.
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