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RESUMEN

La periodicidad ciclica inherente al entorno fisico ha funcionado a lo largo de la evolucion como un
motor seleccionador de los seres vivos. Los diferentes organismos adaptados a este entorno cambiante
han desarrollado procesos fisioldgicos que varian ciclicamente, los denominado ritmos bioldgicos. Que,
aunque persisten independientemente del entorno, estas variaciones ciclicas ambientales son capaces de
sincronizarlos. Entre los ritmos bioldgicos méas importantes de los animales, encontramos l0s ritmos
circadianos, cuyo periodo es aproximado a 24 h, y en los cuales cobran gran importancia los osciladores
o relojes circadianos, estructuras capaces de inducir y regular de manera innata estas respuestas
fisioldgicas ciclicas. En los peces Teledsteos, encontramos multitud de estos osciladores, pero el 6rgano
pineal es el més importante, al presentar la capacidad de detectar por si mismo la variacion ambiental
de luz-oscuridad, y regular de manera enddgena la sintesis de melatonina y el ritmo circadiano de
actividad-reposo de los peces. En el presente trabajo, se define el ritmo circadiano actividad-reposo del
Raor (Xyrichtys novacula), un pequefio pez Teledsteo de gran importancia en Baleares, en su propio
hébitat, antes y durante el periodo de la reproduccién. Se utilizan parte de los datos recogidos durante
el proyecto de investigacién CLOCKS, donde mediante telemetria acustica se detecta la actividad de los
peces, entendida como su desplazamiento, en intervalos de un minuto. Con estos datos se define el ritmo
circadiano de actividad-reposo de estos peces mediante sus valores no paramétricos (1V, IS, RA, M10y
L5) y se observa un ritmo bien marcado, poco fragmentado y bien sincronizado con el ciclo ambiental
de luz-oscuridad, independientemente del sexo y la época estudiada. Sin embargo, durante la
reproduccion el ritmo se ve ligeramente mas desincronizado y fragmentado, causado por las variaciones
del fotoperiodo. Ademas, en ambos periodos la actividad de los machos es muy superior a las hembras,
posiblemente debido al comportamiento peculiar de los machos a la hora de defender los harenes que
ellos lideran.

ABSTRACT

The cyclic periodicity inherent in the physical environment has functioned throughout evolution as a
driving force for the selection of living organisms. The different organisms adapted to this changing
environment have developed physiological processes that vary cyclically, the so-called biological
rhythms. Although they persist independently of the environment, these cyclical environmental
variations are able to synchronize them. Among the most important biological rhythms of animals, we
find the circadian rhythms, whose period is approximately 24 h, and in which the oscillators or circadian
clocks, structures capable of inducing and regulating innately these cyclical physiological responses, are
of great importance. In teleost fish, we find a multitude of these oscillators, but the pineal organ is the
most important, as it has the capacity to detect by itself the environmental variation of light-darkness,
and to regulate endogenously the synthesis of melatonin and the circadian rhythm of activity-rest of the
fish. In the present work, we define the circadian activity-rest rhythm of the Raor (Xyrichtys novacula),
a small teleost fish of great importance in the Balearic Islands, in its own habitat, before and during the
breeding period. Part of the data collected during the CLOCKS research project is used, where acoustic
telemetry is used to detect the activity of the fish, understood as its movement, in one-minute intervals.
With these data, the circadian rhythm of activity-rest of these fish is defined by its non-parametric values
(v, 1S, RA, M10 and L5) and a well-marked rhythm is observed, little fragmented and well
synchronized with the environmental light-dark cycle, independently of the sex and the time of year
studied. However, during reproduction the rhythm is slightly more desynchronized and fragmented,
caused by variations in the photoperiod. Moreover, in both periods the activity of males is much higher
than that of females, possibly due to the peculiar behavior of males when defending the harems they
lead.
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1. INTRODUCCION

La fisiologia y el comportamiento de los seres vivos estdn sometidos a una periodicidad ciclica inherente
al entorno fisico que habitan, causada por los propios movimientos de la Tierra. Estos son los
movimientos rotacionales, que dan como resultado el ciclo dia-noche (variaciones de luz y temperatura),
y los movimientos traslacionales, manifestando la aparicién de las estaciones. La adaptacion de los seres
vivos a esta periodicidad intrinseca del entorno que residen se ponen en manifiesto con el desarrollo
ritmos enddgenos, los denominados ritmos bioldgico, que son estudiados por la cronobiologia (Aschoff,
1965; Postolache & Raheja, 2016; Roenneberg et al., 2003).

1.1. Cronobiologia. Ritmos bioldgicos

La cronobiologia (del griego kronos = tiempo, bios = vida, y logos = ciencia) es aquella rama de la
ciencia que estudia los diferentes cambios ritmicos (ritmos biol6gicos) presentes en la fisiologia de los
diferentes seres vivos y su adaptacion a las variaciones ciclicas del ambiente (luminicas, térmicas...)
(Halberg, 1969; Madrid & Rol de Lama, 2015). A su vez, los ritmos biol6gicos se definen como aquellas
repeticiones ciclicas, producidas en intervalos regulares de tiempo, de un comportamiento o fenémeno
fisiologico presente en los diferentes organismos como adaptacion al medio cambiante (Madrid & Rol
de Lama, 2015). Ademas, una de las principales propiedades de estos ritmos es su caracter enddgeno,
ya que persisten bajo condiciones ambientales constante, entrando en un estado de curso libre (Aschoff
& Wever, 1981).

Los ritmos bioldgicos se clasifican segun el periodo, tiempo en el que se completa un ciclo, y su
frecuencia (inversa del periodo), entendida como el ndmero de repeticiones del ciclo por unidad de
tiempo. Se toma el dia (24 h) como tiempo de referencia, clasificando los ritmos en Ultradianos, cuando
la frecuencia es superior al dia (< 20 h), por ejemplo, la ventilacién pulmonar; Circadianos, cuando la
frecuencia es aproximadamente de un dia (20-28 h), como el ritmo actividad-inactividad; e Infradianos,
cuando la frecuencia es inferior al dia (>28 h), y en los que encontramos los ritmos circalunares (de unos
28 dias), circanuales (365 dias) y circaseptanos (7 afios) (Halberg, 1969; Madrid & Rol de Lama, 2015).

Acrofase

Frecuencia=

\/Periodo

Nadir

Fig. 1: Esquema de los pardmetros que definen un ritmo bioldgico,
cuando los valores de este se ajustan a una funcion coseno.



Ademas, los ritmos biolégicos, y sobre todo los circadianos, suelen ajustarse a una funcion coseno
formando una onda sinusoidal, cuyos parametros definen al ritmo (Fig. 1) (Halberg, 1969; Madrid &
Rol de Lama, 2015). Entre los pardmetros que definen al ritmo, encontramos la Frecuencia que es, como
ya se ha comentado, el nimero de repeticiones del ciclo por unidad de tiempo; también encontramos el
Periodo, que es el tiempo que tarda en completarse un ciclo del ritmo; MESOR (Midline Estimating
Statistic of Rhythm) que es el valor intermedio de los diferentes valores por los que oscila el ritmo; la
Acrofase o Zénit es el momento en el que se alcanza el valor maximo de entre todos los valores por los
cuales oscila el ritmo (lo contrario es el Nadir); y finalmente la Amplitud es la diferencia que hay entre
el MESOR vy el valor que se alcanza en la Acrofase (Madrid & Rol de Lama, 2015).

1.2. Sistema circadiano

A lo largo de la evolucion, la seleccion natural ha permitido que muchos organismos desarrollen
estructuras relacionadas con el denominado sistema circadiano. Permitiendo asi establecer y sincronizar
respuestas fisiolégicas en periodos aproximados a 24 horas, aumentando asi la supervivencia de estas
especies. Principalmente, son dos las ventajas que proporciona este sistema a la supervivencia de los
animales, una es la anticipacion a cambios predecibles y periédicos del ambiente, y la otra es la
separacion temporal de procesos fisiolégicos antagénicos (Madrid & Rol de Lama, 2015).

De manera muy general el sistema circadiano estd compuesto por 3 componentes principales, los
sincronizadores ambientales o “zeitgeber” (palabra alemana que significa dador de tiempo), el reloj
circadiano u oscilador, y los propios ritmos biolégicos (Fig. 2) (Golombek & Yanielli, 2006). Ademas,
tienen aln mas importancia las relaciones entre ellos, como pueden ser, la sincronizacion entre el
“zeitgeber” y el oscilador, producida gracias a las vias de entrada; el acoplamiento entre el oscilador y
los ritmos bioldgicos, mediante las vias de salida; el cierto enmascaramiento entre el sincronizador y el
ritmo; y la retroalimentacion del ritmo al oscilador (Fig. 2) (Golombek & Yanielli, 2006; Madrid & Rol
de Lama, 2015).
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Fig. 2: Esquema general de los componentes que forman el Sistema Circadiano.




Cada una de las células que forman un organismo tienen una cierta presencia intrinseca de mecanismos
de reloj, sin embargo, suelen manifestarlo frente a un estimulo externo o interno. Por otro lado, aparecen
estructuras capaces de inducir de manera innata estas respuestas fisioldgicas ciclicas (mecanismos de
reloj) independientemente de la estimulacion. Son los denominados osciladores o relojes centrales, que
suelen encontrase a nivel de sistema nervioso central (SNC) (Zhdanova & Reebs, 2005). Por lo que, se
podria definir como oscilador central, a aquella estructura capaz de regular de manera intrinseca una
respuesta fisiologica temporizada autosustentada, cuyo periodo es especifico del oscilador (Golombek
& Yanielli, 2006). Ademas del reloj central, también intervienen numerosos osciladores periféricos bajo
el control del reloj central, que pueden estar localizados también a nivel de SNC o en estructuras y
organos periféricos; y es la interaccion entre ellos la que desencadena/induce el ritmo bioldgico (Madrid
& Rol de Lama, 2015). El oscilador central méas conocido es el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ)
localizado en el Hipotalamo de los mamiferos por encima del Quiasma Optico; en el resto de
vertebrados, este oscilador central varia (Golombek & Yanielli, 2006).

Los ritmos biol6gicos, en ausencia de componentes externos, se ajustan al periodo marcado por el reloj
central, que en el caso de los circadianos suele oscilar las 24 horas, pero sin serlo exactamente (Zhdanova
& Reebs, 2005). Al no coincidir exactamente con las horas que forman un dia, se producird un
adelantamiento o retraso en la aparicion del ritmo segun pasen los dias (Golombek & Yanielli, 2006), a
este tipo ritmos se les denominan como ritmos en curso libre (Aschoff & Wever, 1981). Es aqui donde
cobra importancia el papel de los “zeitgeber” 0 sincronizadores ambientales, que son componentes
externos (normalmente ambientales) que, mediante las vias de entrada, sincronizan (“ponen en hora”)
el reloj central con los ciclos ambientales (Golombek & Yanielli, 2006; Madrid & Rol de Lama, 2015;
Zhdanova & Reebs, 2005). El sincronizador méas importante es la luz, capaz de ajustar los ritmos
bioldgicos con el ciclo luz-oscuridad que se produce cada dia. En adicion, existen otros componentes
ambientales que funcionan como sincronizadores, como pueden ser la temperatura, el riesgo de
depredacion, la disponibilidad de alimentos... (Isorna et al., 2017; Zhdanova & Reebs, 2005).

La hormona melatonina es el principal mediador, y el més caracterizado en vertebrados, en la relacion
entre el reloj central, los periféricos y la manifestacion del ritmo circadiano; formando una parte muy
importante de las vias de salida del sistema circadiano (Madrid & Rol de Lama, 2015; Zhdanova &
Reebs, 2005).

1.2.1. Sistema circadiano en peces

El sistema circadiano en peces esta compuesto por gran multitud de osciladores localizados en la
mayoria de sus tejidos (Fig. 3). Ademas, el funcionamiento molecular de estos no suele diferir, haciendo
dificil distinguir entre los osciladores centrales y los periféricos (Isorna et al., 2017). Se basan en bucles
de retroalimentacion traslacional-transcripcional de un conjunto de genes, los Genes CLOCK. Debido
a estos bucles, la expresion de sus respectivos ARNm y los niveles de proteina oscilan durante periodos
de aproximadamente 24 h, apareciendo asi la caracteristica ritmicidad de estos, que a su vez son
sincronizados por las sefiales temporales externas (por ejemplo, el ciclo luz-oscuridad) (Zhdanova &
Reebs, 2005).

La jerarquia en los osciladores de los peces no es tan visible como en los mamiferos, donde el NSQ
funciona como reloj maestro capaz de sincronizar y regular el resto de osciladores. En los peces este
reloj central no ha sido identificado y se ha observado que los osciladores ubicados en tejidos periféricos
presentan un adelantamiento o estdn en fase respecto a los mas centrales, lo que indicaria una
sincronizacion independiente por oscilador (Isorna et al., 2017). Sin embargo, la Glandula/Organo
Pineal es clave en su sistema circadiano de los peces y muchos autores lo consideran como reloj maestro
en la mayoria de Teledsteos (Saha et al., 2019).
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Fig. 3: Sistema Circadiano en peces: Compuesto por multiples osciladores localizados a lo largo del organismo, que se
sincronizan mediante los Zeitgeber (ciclos de luz-oscuridad y alimentacién-ayuno), generando salidas (ritmos biolégicos) como
son la actividad locomotora y los ritmos metabdlicos. Sistema circadiano del ritmo reposo-actividad representado en azul,
sistema circadiano de los ritmos metabdlicos representado en verde, morado interaccion entre ambos. Este diagrama sélo
muestra osciladores mds estudiados. Las lineas continuas indican las conexiones que se conocen actualmente en los peces,
mientras que las lineas discontinuas ilustran las conexiones hipotéticas de las que aun no se ha informado. ENC, otros nucleos
encefdlicos; HT, hipotdlamo; PIT, glandula pituitaria. (Isorna et al., 2017).

La Glandula Pineal (GP) en los mamiferos, Organo Pineal (OP) en el resto de vertebrados, se trata de
una estructura neuroendocrina capaz de sintetizar y secretar de manera ritmica y dependiente de la luz
para sincronizarse, la hormona melatonina (Zhdanova & Reebs, 2005). A diferencia de los mamiferos,
gue la GP (formada por células llamadas pinealocitos) actlia de manera Unicamente endocrina al carecer
de fotorreceptores, en el resto de vertebrados, y concretamente en los Tele6steos, el OP posee la doble
funcion de fotorreceptor y de tejido endocrino.

Por lo que, en el caso de la GP de los mamiferos, la informacidn de la luz/oscuridad se recibe a través
de la via adrenérgica retina (fotorreceptor)-NSQ (oscilador central)-ganglio cervical superior-nervio
coronario; y en el caso del OP de los peces, la propia informacion luminica es captada por los pigmentos
fotosensible (por ejemplo, la melanopsina) que poseen sus propias células fotorreceptoras similares a
los conos de la retina (Fig. 4), mediante una pequefia ““ventana trasparente/tercer 0jo” en la parte superior
del craneo (Fig. 5) (Saha et al., 2019). Esto implica que, en los peces Teleosteos, el propio OP posee las
tres propiedades caracteristicas de los sistemas circadianos dependiente de luz, la capacidad de
fotodeteccion, el oscilador y la maquinaria de sintesis de melatonina, generando asi el ritmo en su
fabricacion y secrecion (Zhdanova & Reebs, 2005).

La melatonina cumple un papel muy importante a la hora de actuar como sefializador quimico capaz de
mediar entre la informacion luminica captada y la sincronizacion con los ritmos endégenos y otros
osciladores periféricos (Fig. 4) (Falcon et al., 2011; Saha et al., 2019). Ademas del OP, en los peces
Teleosteos, existen otras estructuras que funcionan como osciladores, que son capaces de sintetizarla
también. En la retina, el ciclo de luz-oscuridad es captado por los conos y bastones, ademas de otras
células retinales como pueden ser las células nucleares y ganglionares de la capa interna de la retina,
regulando el ritmo de sintesis de la melatonina; que en este caso actlia de manera local para anticiparse
a los cambios de luz (Zhdanova & Reebs, 2005).
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Fig. 4: Representacion esquemdtica de la via de regulacion fética de la sintesis de melatonina en (ii) peces y (i) mamiferos.
(Falcon et al., 2007).

A partir del ciclo dia-noche, la luz es capaz de sincronizar el reloj molecular interno, tanto del OP como
de la retina, regulando asi los niveles de sintesis de melatonina a partir de la regulacion en la expresion
del gen aanat (Fig. 5). Este gen lleva incorporado la informacion para la sintesis del enzima
arilalquilamina n-acetiltransferasa (aanaT), la pentltima enzima en la via de biosintesis de la melatonina
(Fig. 6). Son tres, los genes aanat conocidos en peces, el gen aanat2 exclusivo del OP, ademés de
aanatla y aanatlb, expresados en la retina y otros tejidos periféricos (Falcon et al., 2011; Saha et al.,
2019; Zhdanova & Reebs, 2005).

De esta forma, en la mayoria de peces, la sintesis de melatonina aumentaria durante la fase nocturna del
ciclo luz-oscuridad, y se inhibiria durante el dia (Fig. 5). Generandose asi un ritmo sincronizado en las
concentraciones plasmaticas de esta hormona, lo que proporcionaria una sefial circadiana al resto del
organismo, e intervendria en procesos fisiolégicos como la reproduccion, la actividad motora, el suefio,
la alimentacion... Por lo que, en conclusion, para que se produzca la aparicion de los ritmos circadianos
en peces es fundamental la melatonina y los érganos o estructuras que la regulan y sintetizan (Sahaet al.,
2019; Zhdanova & Reebs, 2005).
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Fig. 5: Ejemplo de la “ventana” pineal de los peces. En este caso la foto proviene de la una especie de tilapia (Oreochromis
mossambicus). (Falcon et al., 2011). Y esquema del control de la sintesis de melatonina por una célula fotorreceptora del OP.
(Adaptacion de Falcon et al., 2011).

1.3. Ritmo actividad-reposo

El ritmo circadiano actividad-reposo, también denominado actividad-inactividad, y muchas veces de
manera incorrecta suefio-vigilia, corresponde al ritmo en la actividad motora presente en la mayoria de
los organismos. Durante un periodo aproximado de 24 h la actividad de los organismo pasa de tener
una fase en la que es minima a una fase maxima (Zhdanova, 2006). La fase de minima actividad o
reposo, muchas veces se denomina suefio, y puede llevar a confusion. El suefio puede definirse de
diferentes formas, y dependiendo los criterios que se sigan se consideraran mas 0 menos grupos de
organismos los que lo presentan (S. Reebs, 1992).

Por un lado, encontrariamos el suefio definido mediante criterios electrofisiologicos. En este caso el
suefio solo se encontraria en mamiferos y aves, ya que se basa en lecturas de patrones caracteristicos en
los encefalogramas (EEG) durante esta fase, y para medirlos es necesario realizar registros a nivel de
cortex cerebral, estructura que no se encuentra en vertebrados inferiores. Durante el suefio, se observa
una alternancia de fases observable en el EEG. Se alterna la fase NREM (no movimientos oculares
rpidos) asociada a una disminucion metabdlica y de la actividad neuronal cortical y subcortical,
acompafiada de una gran disminucion del tono muscular; con la fase REM (movimientos oculares
rapidos) asociada a una actividad metabdlica y neuronal cortical y subcortical similar a la vigilia, pero
con una suspension total del tono muscular y de la percepcion del entorno (S. Reebs, 1992; Zhdanova,
2006; Zhdanova & Reebs, 2005).

Por otro lado, apareceria el suefio definido a partir de criterios comportamentales. Los rasgos de
comportamiento que definirian el suefio son, el mantenerse en un estado de quietud prolongado, el
adoptar una postura de reposo tipica para ese organismo, elevacion de los umbrales de excitacion, y la
adquisicion de la capacidad de revertir estos procesos en respuesta a una estimulacion moderadamente
elevada (S. Reebs, 1992; Zhdanova, 2006; Zhdanova & Reebs, 2005).
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Sea uno u otro el criterio seleccionado para definir el suefio, existen dos mecanismos principales
relacionados con la regulacion del inicio y el mantenimiento de esta fase de inactividad (Fig. 7). Un
primer proceso homeostatico reactivo, dependiente de la fase de actividad, induciendo la fase de reposo
cuanto mas larga sea la fase de actividad, teniendo un papel importante los niveles de Adenosina; y un
proceso circadiano predictivo, sincronizado a partir del ciclo ambiental dia-noche, indicado mediante la
temperatura corporal (alta correlacion con la propension al suefio), independientemente del
comportamiento nocturno o diurno del animal (Borbély, 1982; Zhdanova, 2006; Zhdanova & Reebs,
2005).
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Fig. 5: Representacion grdfica de los dos mecanismos reguladores del “suefio”. S= proceso homeostdtico reactivo representado
mediante los niveles de Adenosina. C= proceso circadiano predictivo representado por la temperatura corporal. (Adaptacion
de Borbély, 1982).

Ademas, para que este ritmo de actividad-reposos se considere que esta regulado por un proceso
circadiano, debe cumplir una seria de condiciones. Debe ser sincronizado (arrastrado) por estimulos
externos, en este caso el ciclo ambiental de dia-noche. También, en ausencia de este estimulo, el ritmo
debe mantenerse de manera enddgena en estado de curso libre con un periodo aproximado de 24 h,
definido por la Tau (longitud del periodo circadiano especifico de cada individuo, que refleja el ritmo
del reloj molecular end6geno). Y finalmente, el ritmo debe estar compensado por la temperatura, es
decir la periodicidad circadiana debe mantenerse a diferentes temperaturas fisioldgicas (Helm et al.,
2017; Santos et al., 2016).
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1.3.1. Ritmo actividad-reposo en peces

En los peces teledsteos, aparecen limitaciones anatébmicas a la hora de poder medir los patrones
caracteristicos del suefio mediante EEG. Esto es debido al rudimentario cOrtex que estos presentan,
siendo necesario una corteza cerebral completa para tomar estas medidas (Zhdanova & Reebs, 2005).
Sin embargo, multiples estudios muestran la existencia del ritmo actividad-reposos en los peces.
Ademas, durante la fase de reposo, muchos de los peces presentan las caracteristicas propias del suefio
definido por criterios comportamentales, por lo que no se descarta la presencia de los patrones de EEG
caracteristicos, si estos fueran medibles (Zhdanova, 2006).

Este ritmo biol6gico, se encuentra sincronizado por el ciclo ambiental de luz-oscuridad, que como ya se
ha comentado, es el encargado de regular la expresién y sintesis de la hormona melatonina a lo largo del
dia, siendo maxima durante la noche (Saha et al., 2019). Son estos niveles de melatonina los que regulan
la actividad de los peces, induciendo asi la aparicion del ciclo. Por lo que, independientemente del
comportamiento nocturno y diurno del animal, los niveles de melatonina son altos por la noche, y bajos
durante el dia. Siendo el aumento de la melatonina el que induce el “sueno” en los peces diurnos,
mientras que la disminucién de sus niveles lo induce en los nocturnos (Zhdanova, 2006).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Este trabajo pretende estudiar el ritmo circadiano actividad-reposo de peces teledsteos en su propio
habitat, y determinar como la época de reproduccién puede alterar a este ritmo bioldgico. Para ello,
gracias a los datos recolectados, mediante la aplicacion de una novedosa metodologia (Aspillaga et al.,
2021), durante el desarrollo del proyecto titulado como “Causas y consecuencias de la variabilidad del
comportamiento relacionado con los ritmos circadianos en peces marinos salvajes” (CLOCKS), se
analizan los valores de actividad, entendidos como el desplazamiento en m/min, de la especie de pez
teledsteo conocida como Xyrichtys novacula, de alto valor comercial y culinario en la Mediterranea
occidental.

Por lo tanto, el objetivo principal del trabajo seria estudiar el rimo circadiano de actividad-reposo en la
especie Xyrichtys novacula, antes y durante la época de reproduccién. Teniendo en consideracion que
los valores analizados proceden de mediciones tomadas del propio habitat del pez.

Se parte de la hip6tesis de que la época de reproduccion de Xyrichtys novacula altera de manera
significativa la expresion del ritmo circadiano de actividad-reposo que presentan estos peces. Ademas,
como hipdtesis secundaria, este ritmo bioldgico es diferente en funcion del sexo del pez.

Por lo que los objetivos especificos de este trabajo son:

o Definir el ritmo circadiano actividad-reposo de Xyrichtys novacula a partir de los valores no
paramétricos que caracterizan a los ritmos bioldgicos y valores de la actividad.

e Determinar la influencia de la época de reproduccion en la manifestacion de este ritmo circadiano.

e Determinar la influencia del sexo del pez en la manifestacion de este ritmo circadiano.
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3. MATERIALES Y METODOS

Los datos, analizados durante la realizacion de este trabajo, forman parte de los obtenidos durante el
desarrollo del proyecto de investigacion titulado “Causas y consecuencias de la variabilidad del
comportamiento relacionado con los ritmos circadianos en peces marinos salvajes” (CLOCKS) en el
gue se encuentran involucrados el grupo de Ecologia de peces del Instituto Mediterraneo de Estudios
Avanzados (IMDEA, CSIC-UIB), el Laboratorio de Neurofisiologia del suefio y ritmos biol6gicos de la
Universidad de las Islas Baleares (UIB) y el Laboratorio aplicado de investigacion marina y acuicultura
(LIMIA, Gobierno Balear).

Entre los objetivos de este proyecto se encontraba el de investigar la causa y consecuencias de los
cronotipos, que es la expresion de los ritmos circadianos internos cuando interaccionan con el ambiente
(Roenneberg et al., 2003), en los peces. Para ello se utiliz6 una tecnologia novedosa de telemetria
acustica, que se utiliz6 por primera vez en el mar para monitorear el comportamiento de los peces en su
propio habitat (Aspillaga et al., 2021).

3.1. Xyrichtys novacula, etiquetado de los peces con los micro-transmisores JSATS
Xyrichtys novacula, comdnmente conocido como Raor en Baleares y Galan, Lorito, Pez Peine... en la
Peninsula Ibérica, es un pez Teledsteo perteneciente a la familia Labridae que habita a poca profundidad
(hasta los 90 m aproximadamente) en zonas de agua clara y fondos arenosos subtropicales (costa este y
oeste del Atlantico, y el Mar Mediterraneo) (Castriota et al., 2005; Katsanevakis, 2005; Vaquer-Sunyer
etal., 2020). Son peces con un comportamiento muy marcado, durante la noche se entierran en los
fondos arenosos para protegerse de la depredacion y descansar, y durante el dia, se desentierran y siguen
un comportamiento bentonico alimentdndose activamente (Castriota et al., 2005).

Presentan un claro dimorfismo sexual (Fig. 8), donde el macho presenta un tamarfio superior a la hembra,
ademas de presentar la forma de la cabeza diferente, una mayor longitud de la aleta pélvica y una
coloracion mas verdosa con ausencia de la mancha que caracteriza a las hembras (Katsanevakis, 2005).
Es un organismo hermafrodita proteroginico o secuencial (nacen y maduran como hembras, y en
determinadas ocasiones pasan a ser machos) con marcado comportamiento social durante la época de
reproduccion (Julio y Agosto), en lo que cada macho posee un harén de hembras con una jerarquia muy
marcada (Candi et al., 2004).

En Baleares esta especie es muy apreciada economicamente, por lo que su pesca se encuentra regulada,
limitando la época y el nimero de ejemplares que pueden pescarse, evitando de esta forma el fendmeno
conocido como “Fiebre del Raor”. (Vaquer-Sunyer et al., 2020).

Fig. 8: Dimorfismo sexual en Xyrichtys novacula, a la izquierda de la figura se encuentra un ejemplar macho y a la derecha
una hembra.
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Para este trabajo se seleccionaron los 39 ejemplares con la mejor caracterizacion de la actividad, de
todos los analizados durante el desarrollo del proyecto CLOCKS. Mas concretamente se analizaron 16
hembras (de un tamafio aproximado de 15,31+0,81 cm) y 23 machos (de un tamafio aproximado de
19,64+1,09 cm). Se medio la actividad de estos peces a partir de los metros que recorrian por minuto de
tiempo, para ello se capturaron con el método tradicional de pesca con anzuelo entre 4 y 18 dias antes
de empezar el primer periodo de medicién. Siguiendo todos los protocolos higiénicos adecuados, y
teniendo los permisos necesarios, se sumergié cada ejemplar en una solucién de 0,1 g/L del anestésico
metanosulfonato de tricaina y se les implantaron los micro-transmisores JSATS (Fig. 9-E) en la cavidad
peritoneal a través de una pequefia incision ventral, que luego se cerré con suturas no reabsorbibles.
Previos a la liberacion, los ejemplares se colocan en un tanque con agua del mar limpia hasta que
recuperen su comportamiento normal.

3.2. Lugar y condiciones de estudio

La medicidn de la actividad de los peces se llevd a cabo durante los meses de primavera y verano del
afio 2019, méas concretamente, los datos utilizados pertenecen a 2 periodos de medicién de unos 20 dias.
Se realiz6 una primera medicion durante la época pre-reproductiva de los peces, desde el 13 de mayo al
2 de junio; y una segunda medicion desde el 1 al 21 de julio, durante la época reproductiva.

La temperatura del agua se midi6 cada 10 minutos a partir de un registrador localizado al centro de la
zona de estudio a unos 14 m de profundidad, dando una temperatura media de 18,30+0,64 °C durante la
primera medicién y de 24,52+1,56 °C durante la segunda. Por otro lado, las horas de luz diarias, se han
calcularon, teniendo un total aproximado de 14 horas 31 minutos de luz durante la primera medicion, y
de 14 horas 44 minutos durante la segunda.

La zona seleccionada para la realizacion del experimento fue la reserva marina de la Bahia de Palma
(Mallorca, Islas Baleares; Fig. 9-A, B, C), mas concretamente se selecciond un area arenosa proxima a
la costa en el area de veda de la reserva (Fig. 9-D). Esta zona se eligié porque cumplia con una serie de
caracteristicas adecuadas para este estudio, como puede ser el pequefio relativamente pequefio (600 m
por 270 m, con un area de 12,5 ha, y una profundidad de entre 11 y 19 m), estar delimitada por una
pradera de Posidonia oceanica que funciona como barrera natural que limitaba la movilidad de los
individuos de estudio en esa zona, y, ademas, el area esta habitada por una gran poblacion de Xyrichtys
novacula.

3.3. Monitoreo de la actividad de los peces

Para monitorear a los peces, se utiliz6 el sistema de seguimiento de alta resolucién JSATS (Sistema de
telemetria acUstica de salmén juvenil) de “Lotek Wireless Inc.”, compuesto por micro-transmisores
acusticos de la serie L-AMT (Fig. 9-E) y receptores acusticos autdbnomos modelo WHS-4250L (Fig. 9-
F). Al seleccionar este tipo de transmisores de pequefio tamafio, se puede estudiar casi todos los rangos
de talla en los peces, a diferencia de sistemas similares anteriores. Se colocaron un total de 70 receptores,
a una distancia de 50 m, formando un patron triangular equilatero (Fig. 9-D). Se desarrollé un algoritmo
capaz de triangular la posicion exacta del pez que porte el transmisor, mediante la captacion de al menos
3 receptores de la sefial acustica a 416,7 kHz emitida por el micro-transmisor. De esta forma, con esta
nueva tecnologia, se puede hacer el seguimiento de maltiples peces a la vez, ya que es capaz de captar
sefiales emitidas entre ellas con un tiempo de 1 milisegundo aproximadamente, a una distancia de hasta
1000 m en mar abierto.
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En los datos tratados en este trabajo, la informacion recogida por este sistema se utilizé para tener
informacidn de la actividad de los peces, a partir de conocer su desplazamiento en metros por minuto
(m/min), es decir, cuantos metros se ha desplazado el pez en un tiempo determinado. Por lo que, a mayor
distancia desplazada por el pez, mayor actividad tiene el organismo en ese momento. El intervalo de
medicién de la actividad de los peces fue de 1 minuto, posteriormente esta informacidon fue tratada por
un algoritmo para tener los datos de actividad individual junto a la fecha y hora exacta en la que se
tomaron, obteniendo asi archivos de datos individuales de cada pez, conteniendo en una columna la hora
y la fecha, y en otra la actividad (desplazamiento en metros) durante ese minuto. Posteriormente estos
archivos son los que se analizan en este trabajo.
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Fig. 9: Localizacion de la zona de estudio en la reserva marina de la Bahia de Palma en la isla de Mallorca (A-C), distribucién
de los receptores acusticos en la zona de estudio (D), y modelos de micro-transmisores JSATS (E) y receptores actisticos WHS-
4250L (F) utilizados. (Aspillaga et al., 2021).

3.4. Analisis de los datos

3.4.1. Andlisis visual

El actograma es la representacion grafica de los valores de una variable bioldgica, en cuyo eje de
ordenadas se representa el valor de la variable en cada ciclo y en el eje de abscisas las horas del dia
(Madrid, 2006). Dicho de otra manera, el actograma consiste en el ordenamiento consecutivo de gréficas
de ocurrencia de eventos (Vega, 1993). Este ordenamiento vertical de los datos nos permite observar el
encarrilamiento a los ciclos de luz-oscuridad ambientales y el desfase de la actividad en condiciones
constantes. En este proyecto, los actogramas fueron elaborados mediante el programa OriginPro.
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3.4.2. Andlisis no paramétrico del Ritmo circadiano de actividad-inactividad

A partir de los datos de actividad (desplazamiento en m/min) obtenidos en los 39 ejemplares estudiados,
durante la época pre-reproductiva y reproductiva, se estudia el ritmo biolégico de reposo-actividad. Este
ritmo bioldgico se estudia generalmente en humanos y en animales, utilizando la actigrafia. En esta
metodologia, se ajustan los datos de actividad a una funcién coseno, que permite analizar la ritmicidad
circadiana a partir de los pardmetros que describen esta funcion (MESOR, periodo, amplitud y acrofase).
Sin embargo, el ritmo biolégico de suefio-vigilia, no se ajusta exactamente a la funcion coseno, por lo
gue se han desarrollado nuevas metodologias para analizar este ritmo a partir de variables no
paramétricas (no se ajustan a parametros de una funcion) (Gongalves et al., 2014).

Se utilizé el paquete gratuito “nparACT” descargado en el programa bioinforméatico R (Blume et al.,
2016), para analizar los datos de actividad medidos en los peces. Las variables que se obtienen son la
Variabilidad Intradiaria (1V), la Estabilidad entre Dias (I1S) y la Amplitud Relativa (RA).

fl=1 Estabilidad interdiaria  EI=0

intradiaria

VI=2

Fig. 10: Representacion grdfica de un ritmo biolégico cuando: Arriba-El valor de IS (estabilidad entre dias) es mdxima (ritmo
totalmente sincronizado) frente a cuando es 0 (ritmo totalmente desincronizado); Abajo- El valor de IV (variabilidad
intradiaria) es 0 (se ajusta perfectamente a una onda sinusoidal) frente a cuando es 2 (ritmo totalmente fragmentado (Madrid
& Rol de Lama, 2015).

La IS y la IV miden respectivamente la sincronizacion y la fragmentacion del ritmo bioldgico. Méas
concretamente, la 1V, a partir de cuantificar con qué frecuencia y alcance ocurren las transiciones entre
el reposo y la actividad en un intervalo horario determinado (24 horas), permite ver lo fragmentado que
se encuentra el ritmo (Goncalves etal., 2014). La IV puede ir de 0, cuando el ritmo se ajusta
perfectamente a la onda sinusoidal, a 2 cuando esta totalmente fragmentado (Fig. 10), indicando
periodos de actividad cuando se deberia descansar o viceversa (Blume et al., 2016). Por otro lado, 1S
indica la sincronizacion del ritmo interno con el ritmo externo del sincronizador o “zeitgeber” (ritmo
luz-oscuridad de 24 h) (Gongalves et al., 2014). La IS va de 0 a 1, cuanto més alto sea el valor méas
sincronizado esté el ritmo a estudiar (Fig. 10) (Blume et al., 2016). Finalmente, RA, se calcula a partir
de la actividad media durante el periodo mas activo de 10 horas (M10) y la actividad media durante el
periodo menos activo de 5 horas (L5), aproximéndose a 1 cuando los valores de actividad mas bajos se
aproximan a 0, y a 1 cuando los valores de actividad mas bajos son muy similares a los de actividad
muy alta (no ritmo) (Goncalves et al., 2014). Ademas, el paquete ofrece tan el valor de L5 y M10, como
la hora promedio en la que inician ambos periodos.
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3.4.3. Analisis de la actividad

A partir de los datos de actividad (desplazamiento en m/min) obtenidos en los 39 ejemplares estudiados,
durante la época pre-reproductiva y reproductiva, se calcularon determinados valores que definen la
actividad de estos peces. A partir del software de analisis cronobioldgico “Chronoshop”, se obtuvieron
los siguientes valores de actividad de cada uno de los peces:

- Actividad méaxima (m): son el maximo de metros que ha recorrido el pez en un intervalo de un minuto,
de todos los valores recolectados durante le medicion.

- Media de actividad por ciclo (m): indica la media de metros recorridos por el pez en un ciclo completo
o dia. Es decir, es la media de la distancia total recorrida por el pez en cada uno de los dias que duré la
medicion.

Por otro lado, mediante el programa informatico OriginPro, se representaron los cronogramas del ritmo
de actividad-reposo promedio de cada uno de los cuatro grupos en los que se han agrupado los peces
(machos prereproduccion, machos reproduccién, hembras prereproduccion, hembras reproduccion).
Ademas, de realizar, con el mismo programa, varias representaciones gréficas, que permiten diferenciar
de manera visual, las diferencias de actividad (desplazamiento) en estos 4 grupos.

3.4.4. Andlisis estadisticos

Una vez determinados los diferentes valores no paramétricos que definen el ritmo actividad-reposo, y
los valores de actividad, de los 39 organismos analizados, se realizé la estadistica para determinar si
existen diferencias significativas entre los grupos en los cuales se han dividido los ejemplares. Se utilizo
el programa estadistico R para comparar estadisticamente los diferentes valores medios calculados. Se
realizaron las siguientes comparaciones:

- Machos en el periodo prereproductivo con machos en el periodo reproductivo. En este caso al tratarse
de los mismos individuos en dos momentos diferente, se realiz6 la estadistica para muestras pareadas.

- Hembras en el periodo prereproductivo con Hembras en el periodo reproductivo. En este caso al
tratarse de los mismos individuos en dos momentos diferentes, se realizo la estadistica para muestras
pareadas.

- Machos en el periodo prereproductivo con Hembras en el periodo prereproductivo. En este caso al
tratarse de grupos de individuos diferentes, se realiz6 la estadistica para muestras no pareadas.

- Machos en el periodo reproductivo con Hembras en el periodo reproductivo. En este caso al tratarse
de grupos de individuos diferentes, se realiz6 la estadistica para muestras no pareadas.

El test estadistico que se utilizé dependid de si los valores obtenidos cumplian con los pardametros
necesarios para realizar ese test. Para las comparaciones de muestras pareadas, si ambos grupos de datos
seguian una distribucion normal (determinado mediante el test estadistico de Shapiro-Wilk), se realiza
la comparacion mediante la prueba t de Student (Test-T) para muestras pareadas; en el caso de no
cumplir la normalidad, se realiz6 su equivalente no paramétrico, el test de Wilcoxon Mann Whitney.
Para las comparaciones de muestras no pareadas, se comprobo la normalidad de la misma manera, y si
no se cumplia se aplico el test de Wilcoxon Mann Whitney para muestras no pareadas; en el caso de
cumplir la normalidad, se analiz6 si existia homogeneidad de varianzas entre ambos grupos, para ello
se aplicd el test estadistico de Bartlett. Si se cumplia tanto normalidad como homogeneidad de varianzas,
se realizo la prueba t de Student (Test-T) para muestras no pareadas, y en el caso de cumplir la
normalidad, pero no lo homogeneidad de varianzas, se aplico la correccion de Welch al Test-T. El nivel
de significancia minimo para todas las pruebas estadisticas fue de 0,05.
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4. RESULTADOS

Encarrilamiento de la actividad locomotora a ciclos de luz y oscuridad ambientales. Los resultados
muestran que los peces estan encarrilados a ciclos de 24 horas de luz-oscuridad ambientales, tanto
durante el periodo de prereproduccion como en periodos de reproduccion.
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Fig. 11: Actogramas del ciclo actividad-reposo promedio para cada uno de los 4 grupos en los que se han dividido los peces
analizados. Se observa una mayor actividad en forma de desplazamiento (m) en los machos, independientemente del periodo.
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Al analizar los valores de actividad, entendida como el desplazamiento de los peces analizados, se
observa que los Actogramas (Fig. 11) y los valores no paramétricos que definen el ritmo circadiano de
actividad-reposo, calculados en los diferentes grupos de peces analizados, se relacionan con la existencia
de un ritmo bien definido, presentando mayor actividad en forma de desplazamiento en los machos para
ambos periodos analizados.

Ademas, el valor promedio de IS en machos y hembras, antes y durante el periodo de reproduccién
estaba mas préximo a 1 que a 0; indicando asi que el ritmo circadiano analizado se encontraba bastante
sincronizado tanto en ambos sexos como en ambos periodos. Sin embargo, se observa que el valor
promedio de IS en machos manifestd una disminucion estadisticamente significativa durante la época
de reproduccion (Fig. 12-A), pasando de ser 0,893+0,034 a 0,778+0,086, lo que indicaria una mayor
desincronizacion del ritmo durante la reproduccion. En el caso de las hembras, no se observan
diferencias estadisticas entre el valor IS antes y durante la reproduccion (Fig. 12-A), siendo
respectivamente 0,715+0,174 y 0,720+0,107. Al comparar entre sexos, durante el periodo de
prereproduccion, las hembras presentaban un valor promedio de IS (0,715+0,174) estadisticamente
menor al de los machos (0,893+0,034), teniendo el ritmo circadiano de actividad-reposo una peor
sincronizacion en hembras durante este periodo (Fig. 12-A). Sin embargo, esta diferencia entre sexos
desaparece durante la reproduccion, siendo ligeramente mayor en machos (0,778+0,086), pero sin
observar diferencias estadisticas con las hembras (0,720+0,107) (Fig. 12-A).

En el caso del promedio de 1V en machos y hembras, antes y durante el periodo de reproduccion, se
observa gue se encontraba mas proximo a 0 que a 2. Lo que indica que el ritmo circadiano analizado se
encontraba poco fragmentado tanto en ambos sexos como en ambos periodos. Sin embargo, se observa
que el valor promedio de IV en machos manifestd un aumento estadisticamente significativo durante la
época de reproduccion (Fig. 12-B), pasando de ser 0,305+0,023 a 0,370+0,080, lo que indicaria una
mayor fragmentacion del ritmo durante la reproduccion. En el caso de las hembras, ocurre igual que en
los machos (Fig. 12-B), siendo el valor promedio antes y durante la reproduccion de 0,395+0,194 y
0,468+0,119. Al comparar entre sexos, durante el periodo de prereproduccion, las hembras presentaban
un valor promedio de 1V (0,395+0,194) estadisticamente mayor al de los machos (0,305+0,023) (Fig.
12-B). Y lo mismo ocurre durante el periodo de reproduccion, presentando un valor promedio de 1V
mas elevado en hembras (0,468+0,119 frente a 0,370+0,080) (Fig. 12-B).
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Fig. 12: Valores no paramétricos que definen el ritmo actividad-reposo. (A) Valor promedio de la Estabilidad entre Dias (IS) del
ritmo circadiano actividad-reposo en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de reproduccion. (B) Valor promedio
de la Variabilidad Intradia (1V) del ritmo circadiano actividad-reposo en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de
reproduccion. Los datos representados son la media de cada grupo + SD, n= 23 peces macho y 16 peces hembra, *p<0,05,
*¥p<0,01, ***p<0,001.
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Para los valores de RA, se observa que es 1 para todos los peces analizados. La explicacion a este hecho
es muy sencilla, ya que, RA se calcula a partir de la actividad media durante el periodo mas activo de
10 horas (M10) y la actividad media durante el periodo menos activo de 5 horas (L5), concretamente es
el valor de M10 menos el valor de L5, dividido el valor de M10 mas L5 (Blume et al., 2016). Al utilizar
Xyrichtys novacula como organismo de estudio, debido a su comportamiento de enterrarse durante la
noche y permanecer inmovil, el valor medio de actividad durante las 5 horas de minima actividad (L5)
va a ser siempre de 0 m/min, haciendo que el valor de RA para todos los peces sea 1.

Una vez determinado el estado del ritmo circadiano de actividad-reposo en los peces analizados, se pasa
a observar las diferencias que existen en la actividad de estos peces. Como se ha comentado, la actividad
analizada va en funcion del desplazamiento en metros de los peces en una unidad de tiempo
correspondiente al minuto. En general se observan diferencias en la actividad, tanto para parametros
especificos como puede ser el valor M10, la actividad media por ciclo, y la actividad maxima; ademas
de para la hora de inicio de M10 y L5; y también en la propia representacion grafica del desplazamiento
promedio en cada una de las mediciones tomadas en intervalos de 1 minuto, para los 4 grupos en los
que se han dividido los peces.

Se observan diferencias en el valor M10 y en la hora de inicio de estas 10 horas de maxima actividad,
entre sexos y periodos analizados. El valor promedio de M10 en machos no manifest6 diferencias al
compararse lo periodos de antes y durante la reproduccion (Fig. 13); pasé de ser 5,629+2,105 m/min a
5,877+2,973 m/min. En el caso de las hembras, si que se observan diferencias estadisticamente
significativas entre ambos periodos analizados (Fig. 13), siendo el valor promedio antes y durante la
reproduccion de 1,289+0,488 m/min y 0,897+0,352 m/min. Al comparar entre sexos, durante el periodo
de prereproduccion, las hembras presentaban un valor promedio de M10 (1,289+0,488 m/min)
estadisticamente inferior al de los machos (5,629+2,105 m/min) (Fig. 13). Y lo mismo ocurre durante
el periodo de reproduccion, presentando un valor promedio de M10 maés elevado en machos
(5,877+2,973 m/min frente a 0,897+0,352 m/min) (Fig. 13).
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Fig. 13: Valor promedio de la actividad media en las 10 horas de maxima actividad (M10) del ritmo circadiano actividad-reposo
en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de reproduccion. Los datos representados son la media de cada grupo +
SD, n=23 peces macho y 16 peces hembra, *p<0,05, ***p<0,001.
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Por otro lado, en el caso de la hora de inicio de M10 (sin ser exactamente la hora de “despertarse” de
los peces, da una idea aproximada de cuando es), se observa que en los machos pasd de ser
aproximadamente a las 7:21 de la mafiana, durante la época prereproductiva, a ser sobre las 8:14, durante
la época reproductiva (Fig. 14-A); siendo valores estadisticamente diferentes. En el caso de las hembras,
esta diferencia no se observa, tenido una hora de inicio de M10 aproximadamente a las 9:00 de la mafiana
durante los dos periodos analizados (Fig. 14-A). Al comparar entre sexos, se observa, que la hora de
inicio de M10 fue mas tardia en hembras, tanto en el periodo prereproductivo como reproductivo (Fig.
14-A), sin embargo, solo se tienen evidencias estadisticamente significativas durante la
prereproduccion.

Para los resultados obtenidos respecto a la hora de inicio de L5, que no es exactamente la hora del inicio
del reposo, pero puede darnos una idea, se observa que Unicamente existen diferencias estadisticamente
significativas entre los periodos analizados, pasando de ser aproximadamente durante las
prereproduccion a las 21:15, tanto en machos y hembras, a ser durante la reproduccidn a las 21:30 (Fig.
14-B).
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Fig. 14: Hora de inicio de las 10 horas de mdxima actividad (M10), y de las 5 horas de minima actividad (L5) del ritmo circadiano
actividad-reposo analizado. (A) Valor promedio de la hora de inicio de M10 del ritmo circadiano actividad-reposo en peces
macho y hembra, antes y durante el periodo de reproduccion. (B) Valor promedio de la hora de inicio de L5del ritmo circadiano
actividad-reposo en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de reproduccion. Los datos representados son la media
de cada grupo # SD, n= 23 peces macho y 16 peces hembra, **p<0,05, ***p<0,001.

Para los otros valores de actividad calculados, también se observan diferencias. En el caso de la actividad
maxima (m/min) de los machos, durante el periodo de prereproduccion (2,490+1,280 m/min) y
reproduccion (2,940+1,090 m/min), no se observan diferencias estadisticamente significativas, aunque
es ligeramente superior durante la reproduccion (Fig. 15-A). Por otro lado, en las hembras si que se
observa una actividad maxima superior estadisticamente significativa durante la prereproduccion
(1,330+0,930 m/min, frente a 0,750+0,370 m/min) (Fig. 15-A). Al comparar entre sexos, se observa,
que la actividad maxima promedio era superior en machos, tanto en el periodo prereproductivo como
reproductivo (Fig. 15-A), sin embargo, solo se tienen evidencias estadisticamente significativas durante
la reproduccion.

Algo similar ocurre con el valor medio de actividad por ciclo (m). Durante el periodo de prereproduccion
(469,730+154,670 m) y reproduccion (474,45+255,260 m), no se observan diferencias estadisticamente
significativas entre machos (Fig. 15-B). Sin embargo, en las hembras si que se observa una actividad
media por ciclo superior estadisticamente significativa durante la prereproduccion (100,940+40,910 m,
frente a 69,490+31,870 m) (Fig. 15-B). Al comparar entre sexos, se observa, que la actividad media por
ciclo era estadisticamente superior en machos, tanto en el periodo prereproductivo como reproductivo
(Fig. 15-B).
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Fig. 15: Valores promedios de la actividad entendida como el desplazamiento de los peces analizados. (A) Valor promedio de
la actividad mdxima (m/min) en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de reproduccion. (B) Valor promedio de la
actividad media por ciclo (m) en el ritmo circadiano actividad-reposo en peces macho y hembra, antes y durante el periodo de
reproduccion. Los datos representados son la media de cada grupo + SD, n= 23 peces macho y 16 peces hembra, *p<0,05,
*%p<0,01, ***p<0,001.

Finalmente, se observa que el desplazamiento por minuto de los machos en general es mucho méas
superior que en las hembras, para ambos periodos analizados (Fig. 16). Al representar graficamente los
valores promedio del desplazamiento en cada una de las mediciones, mediante un diagrama de Poincaré,
se aprecia claramente esta diferencia de actividad, al comparar los grupos de peces analizados dos a dos
(Fig. 17).
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Fig. 16: Distribucion de la distancia de desplazamiento promedio para cada una de las mediciones tomadas para cada uno de
los 4 grupos analizados. Es notable que los machos recorren distancias mds largas en ambos periodos. P=prereproduccion, y
R=reproduccion.
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Fig. 17: Distribucion de la actividad en periodos de prereproduccion y de reproduccion en diagrama de Poincaré. Es notable
que los machos recorren distancias mds largas en ambos periodos. (A) Hembras y Machos en prereproduccion, (B) Hembras

y Machos en reproduccion, (C) Machos en prereproduccion y en reproduccion, (D) Hembras en prereproduccion y en
reproduccion.
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5. DISCUSION

Como se ha comentado, el Raor (Xyrichtys novacula) es un pequefio pez Teledsteo muy peculiar, tanto
por su hermafroditismo secuencial, su comportamiento formando harenes, y su alto valor culinario y
economico en el Mediterraneo.

El andlisis durante el desarrollo de este trabajo, de los datos de actividad de los peces recogidos en el
proyecto CLOKS, ha demostrado la existencia de un ritmo circadiano claro en la actividad de estos
peces. Independientemente del sexo y el periodo (antes o durante la reproduccién), la actividad del Raor
en su habitat natural, esta determinada por un marcado ritmo circadiano de actividad-reposo claramente
sincronizado por el ciclo ambiental de luz-oscuridad.

Los valores proximos a 0 de IV y los valores proximos a 1 de IS en todos los grupos analizados, v,
ademas, un valor de RA de 1 en todos los peces, demuestran la existencia de que este ritmo circadiano
se encuentra bien sincronizado con el ambiente, poco fragmentado y los periodos de actividad respecto
a los de descanso se encuentran bien diferenciados. Ademas, se observa que los periodos de actividad
se encuentran sincronizados con el dia, mientras que el reposo con la noche. En adicion, durante la fase
de reposo se ha observado que la actividad disminuye hasta ser cero (valor de L5 en todos los peces es
0 m/min), coincidiendo con el comportamiento caracteristico de esta especie, de enterrarse bajo el
fondo arenoso durante el reposo. Este patron de comportamiento dual entre presentar las mayores tasas
de actividad durante el dia, y reposar enterrados durante la noche, ya fue demostrado en su propio habitat
mediante detecciones con telemetria acustica (Alés et al., 2012). Sin embargo, el presente trabajo, ha
permitido determinar que la actividad del Raor viene determinada por un claro ritmo circadiano
sincronizado de manera bastante precisa con el ciclo ambiental de luz-oscuridad.

Al pasar a observar diferencias en el ritmo de actividad-reposo entre machos y hembras, antes y durante
el periodo de reproduccion, se observa de manera general, que el ritmo circadiano, medido directamente
en el hébitat natural de estos peces, se encuentra mas sincronizado y menos fragmentado en machos, y,
ademas, la reproduccién actGa directamente sobre el ritmo, desincronizandolo ligeramente vy
fragmentandolo. Méas concretamente, durante el periodo prereproductivo, la sincronizacién del ritmo
con el ambiente es estadisticamente mayor en los machos, sin embargo, al pasar a la época reproductiva,
el ritmo se desincroniza ligeramente, para igualarse a la desincronizacion de las hembras, que se
mantiene igual en los dos periodos estudiados. Algo similar ocurre con la fragmentacion del ritmo, en
este caso, las hembras presentan estadisticamente una mayor fragmentacion del ritmo en ambos periodos
estudiados, sin embargo, durante la reproduccién, el ritmo presenta una mayor fragmentacion en los dos
Sexos.

Las diferencias entre sexos en el ritmo circadiano que determina la actividad de los peces se han
observado en diversos estudios. En condiciones estables de laboratorio (12 h de luz y 12 h de oscuridad)
se observaron diferencias en los patrones de actividad entre los sexos de otros peces diurnos, como
puede ser la Tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) (Vera et al., 2009). Ademas se conoce que los
patrones de actividad-reposo de los peces muestran una gran plasticidad (Madrid et al., 2001; S. G.
Reebs, 2002). Por otro lado, las diferencias observadas entre periodos pueden deberse a diversos
factores. En general, la reproduccion de la mayoria de peces es estacional y periddica. Al igual que la
actividad, la reproduccion de los peces viene determinada por un ritmo biolégico enddgeno dependiente
principalmente del fotoperiodo, pero en este caso hablamos de un ritmo circanual, donde la reproduccién
se produce en la estacién més adecuada para el posterior desarrollo de los nuevos individuos. Ademas,
al igual que el ritmo de actividad-reposo, el ritmo bioldgico de la reproduccion, responde a unos patrones
determinados de los niveles de melatonina en sangre. Diversos estudios en peces han mostrado la
existencia de diferente patrones en la secrecién nocturna de la melatonina, ademas en un mismo
individuo este patrén puede variar al entrar en la época de reproduccién (Maitra & Hasan, 2016). Por lo
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gue se considera que las variaciones del ritmo circadiano de actividad-reposo observadas, podrian
deberse, por un lado, al ligero aumento de las horas de luz durante los dos periodos (de media, 14 horas
con 30 minutos aproximadamente durante la prereproduccion, y 14 horas 45 minutos durante la
reproduccion), y por otro lado a un posible cambio en el patrén nocturno de secrecion de la melatonina
al entrar en la época de reproduccion, que influiria al ritmo de actividad-reposo, al ser la melatonina uno
de los factores que regulan ambos ritmos.

En cuanto a la actividad observada, entendida como el desplazamiento de los peces, se observa que la
hora de inicio de L5 es estadisticamente igual en machos y hembra, y solo varia con el periodo estudiado.
Esta hora, sin llegar a ser la hora de inicio de la fase de reposo, pude considerarse como algo similar.
Las diferencias observadas entre los periodos estudiados, posiblemente con el aumento del fotoperiodo
y por lo tanto con el retraso del atardecer que ocurre entre las 2 mediciones. Durante la medicion en la
fase de prereproduccion el atardecer ocurria aproximadamente en promedio a las 21:05, mientras que
en la reproduccion fue en promedio a las 21:20. Este retraso de 15 min es practicamente al mismo que
se produce en la hora de inicio de L5 al comprar entre periodos, siendo durante la prereproduccion en
promedio a las 21:15 en ambos sexos, y durante la reproduccion a las 21:30. Por lo que se podria decir
que el inicio del reposo esta directamente relacionado con el atardecer.

En el caso de la hora de inicio de M10, que puede relacionarse con la hora de inicio de la actividad, las
diferencias observadas ya no se ajustan a la hora de amanecer. En este caso, para ambos periodos el
amanecer ocurre practicamente a la misma hora, siendo en promedio a las 6:30, por lo que el retraso
ocurrido en las hembras respecto a los machos durante la prereproduccién, y el retraso ocurrido en los
machos al entrar en la reproduccion, proviene de causas intrinsecas al animal.

Ocurre algo similar con la actividad de los peces, entendida como el desplazamiento de estos. En todos
los diferentes valores de actividad analizados, como en los Actogramas representados, y los diagramas
de distribucién de Poincaré, el desplazamiento de los machos es muy superior al de las hembras.
Ademas, observando los valores de actividad calculados, al pasar al periodo de reproduccion, la
actividad de las hembras se ve ligeramente disminuida, mientras que en los machos sigue siendo similar.

Diversos estudios, determinan que la actividad del Raor, que como en este caso, se mide a partir de la
distancia recorrida, esta directamente relacionada con la personalidad y el comportamiento intrinseco
de los peces (Josep Alos etal., 2017). Ademas, esta especie muestra una personalidad agresiva
directamente relacionado con el sexo, siendo mayor en los machos y aumentando considerablemente en
los machos dominantes, durante el periodo de reproduccion (Martorell-Barcel6 et al., 2021). También,
suelen ser peces bastante sedentarios (que no se alejan mucho del area que habitan), normalmente
teniendo actividad en un area menor a 0,5 km? (J. Alés et al., 2012) (&rea similar a la estudiada). Y que
ademas, forman harenes de un macho dominante con un conjunto de hembras (Candi et al., 2004), en
los cuales el macho ejerce un gran territorialismo frente al resto de harenes (Cardinale et al., 1998).
Todas estas caracteristicas de comportamiento en el Raor se relacionarian directamente con las
diferencias entre los sexos observadas. La mayor actividad de los machos, en forma de desplazamiento,
se veria relacionada con su personalidad agresiva y territorial a la hora de defender su harén y el lugar
que este habita. Que, unido a la pequefia area en la que habitan todos estos peces estudiados, la necesidad
de defender el harén frente a la competencia de los otros machos, se vera agravada, acentuando mas esta
diferencia de actividad.

Finalmente, las diferencias observadas en la hora de inicio de M10, que se encuentra mas adelantada en
los machos, también indicaria la necesidad del macho para defender su harén, iniciando esta actividad
de defensa, justo antes que las hembras se activen. Y las ligeras diferencias observadas entre sexos en
el propio ritmo circadiano de actividad-reposo, también, posiblemente, se deben a estas diferencias de
comportamiento presentadas.
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6. CONCLUSIONES

A partir de la informacion proporcionada por el proyecto de investigacion CLOCKS, se ha estudiado el
ritmo circadiano de actividad-reposo y la actividad, entendida como el desplazamiento, de 39 ejemplares
de Raor (Xyrichtys novacula), en su propio habitat, antes y durante el periodo de reproduccién. Las
principales conclusiones obtenidas son las siguientes:

1.

Xyrichtys novacula expresa un marcado ritmo circadiano de actividad-reposo, poco fragmentado y
bien sincronizado con el ciclo ambiental de luz-oscuridad, independientemente del sexo y la época
estudiada; donde la actividad se produce durante el dia y el descanso durante la noche.

Durante la época de reproduccidn, el ritmo circadiano de actividad-reposo de estos peces, se ve
ligeramente mas desincronizado y fragmentado, respecto al periodo prereproductivo. Posiblemente
causado por el aumento del fotoperiodo, y su consecuente ligera modificacién del patron nocturno
de secrecion de melatonina.

El ritmo circadiano de actividad-reposo en los machos se encuentra ligeramente mas sincronizado y
menos fragmentado que en las hembras. Posiblemente por las diferencias comportamentales que
presentan ambos sexos.

La actividad, entendida como el desplazamiento, de los machos, es representativamente mas elevada
gue en las hembras, independientemente del periodo estudiado. Esto, presuntamente, es debido a la
propia personalidad agresiva y territorial de los machos, y su necesidad de proteger y vigilar su harén,
frente a otros machos.

La hora en la que inicia la actividad en los machos esta ligeramente mas adelantada que en las
hembras, presuntamente por el mismo hecho que en las diferencias de actividad. Sin embrago la hora
de inicio del reposo viene totalmente determinada por el ciclo ambiental de luz-oscuridad, en
concretamente con el anochecer.
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