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RESUMEN 

El pez cebra (Danio rerio) es una especie muy utilizada como modelo en investigación. 

Concretamente, es de gran interés el estudio del comportamiento individual de los ejemplares 

adultos mediante la utilización de técnicas como: novel tank test (NTT), light dark test (LDT), 

test de agresividad, test de depredador o el uso de laberintos. Uno de los aspectos más 

estudiados mediante estos métodos es la evaluación de los niveles de ansiedad y estrés. En el 

presente trabajo se ha podido validar la eficacia de un protocolo de inducción de estrés en pez 

cebra en el que se ha reducido la exposición al estresor. Para la evaluación del nivel de estrés y 

la cuantificación de diferencias en el comportamiento se ha utilizado un análisis NTT en dos y 

tres áreas en el que se estudió tanto la cinética como la preferencia de zona. Esta subdivisión 

ha aumentado la precisión del análisis al reducir las zona de mayor y menor ansiedad, evitando 

la inclusión de zonas intermedias donde  no se observaron diferencias significativas en la 

permanencia de los peces. La optimización de los protocolos de inducción de estrés permite 

una disminución del sufrimiento animal, lo cual es un aspecto de gran importancia al reducir 

las implicaciones éticas y contribuir al bienestar del animal; a la vez que posibilita una mejora 

de la investigación de la ansiedad y el estrés, patologías cada vez más frecuentes en la sociedad. 

Palabras clave: ansiedad, comportamiento, Danio rerio, estrés, modelo, NTT. 

ABSTRACT 

The zebrafish (Danio rerio) is a species widely used as a model in research. Specifically, it is 

of great interest to study the individual behavior of adult specimens through the use of 

techniques such as: novel tank test (NTT), light dark test (LDT), aggressiveness test, predator 

test or the use of mazes. One of the most studied aspects using these methods is the evaluation 

of anxiety and stress levels. In the present work, it has been possible to validate the efficacy of 

a stress induction protocol in zebrafish in which exposure to the stressor has been reduced. For 

the evaluation of the stress level and the quantification of differences in behavior, an NTT 

analysis in two and three zones was used in which both the kinetics and the zone preference 

were studied. This subdivision has increased the precision of the analysis by reducing the zones 

of greatest and least anxiety, avoiding the inclusion of intermediate zones where no significant 

differences were observed in the permanence of the fish. The optimization of stress induction 

protocols allows a reduction in animal suffering, which is an aspect of great importance as it 

reduces ethical implications and contributes to the animal welfare. At the same time, it enables 

an improvement in the investigation of anxiety and stress, pathologies that are increasingly 

frequent in society. 

Keywords: anxiety, behavior, Danio rerio, model, NTT, stress
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INTRODUCCIÓN: 

El pez cebra (Danio rerio) es un pez dulceacuícola, miembro de la familia Cyprinidae, 

presente en aguas continentales asiáticas, principalmente en el noreste de la India, Bangladesh 

y Nepal (Engeszer et al., 2007; Spence et al., 2008). Existen registros de esta especie en otros 

continentes, presumiblemente debidos al escape de acuarios personales, ya que su popularidad 

como pez ornamental ha aumentado considerablemente en los últimos tiempos (Spence et al., 

2008).  

Su uso como modelo biológico se ha incrementado mucho en los últimos años debido a 

sus características. Su mantenimiento en laboratorio es fácil y económico, al ser un animal de 

pequeño tamaño y propio de un hábitat sencillo no muy difícil de replicar. Varias de sus ventajas 

son su fertilización externa, su corion transparente y su patrón de desarrollo, que permiten 

observar y manipular los embriones más fácilmente que en otros organismos (Saleem y Kannan, 

2018). Otro aspecto importante es su prolificidad, ya que las hembras, una vez llegan a su 

madurez sexual, son capaces de poner varios cientos de huevos semanalmente, permitiendo una 

sencilla renovación de las colonias. Tanto su desarrollo embrionario como su crecimiento son 

rápidos, teniendo un tiempo de generación de 3-4 meses aproximadamente. Además, 

permanecen sexualmente activos la mayor parte de su vida (entre 4 y 5 años) (Yu et al., 2006; 

Kalueff et al., 2014). En estudios de biología del desarrollo presentan la gran ventaja de la 

transparencia de los embriones, lo que permite monitorizar los primeros estadios de desarrollo. 

De esta forma, es posible el seguimiento de la expresión génica de interés mediante la 

utilización de distintos marcajes, sin tener que recurrir a técnicas invasivas (Saleem y Kannan, 

2018). Este pez también se ha utilizado para la creación de modelos de enfermedades mediante 

el uso de las distintas técnicas de edición génica, que permiten realizar modificaciones 

genómicas precisas, como CRISPR/Cas9, ZFN o TALEN (Hwang et al., 2013; Busse et al., 

2020; Raby et al., 2020). Además, también es importante mencionar que el uso de un pez como 

especie modelo tiene menos implicaciones éticas que el uso de un mamífero como el ratón 

(Arjmand et al., 2020). 

Una ventaja muy importante en su uso como animal modelo para estudios de 

comportamiento, farmacológicos, de regeneración u otros, es su genoma. Consta de 25 pares 

de cromosomas y unos 26.000 genes codificantes para proteínas (Howe et al., 2013). Análisis 

bioinformáticos de alineamiento confirmaron que un 71,4% de los genes humano presentan un 

ortólogo en el pez cebra, y un 69% de los del pez cebra en los humanos. En el caso concreto de 
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genes relacionados con enfermedades humanas, la cifra de genes ortólogos en el pez cebra 

ascendió a un 82% (Howe et al., 2013).  

MODELO DE COMPORTAMIENTO 

El uso del pez cebra como modelo para estudios de comportamiento es debido a las 

características mencionadas anteriormente, así como a su red neuronal, su sistema nervioso y a 

la existencia de técnicas estandarizadas que permiten llevar a cabo una monitorización precisa. 

En estos estudios, se analizan peces en diferentes estadios: adulto, juvenil, alevín o larvario, 

adaptando los sistemas de evaluación al momento de desarrollo estudiado (Stewart et al., 2011). 

Así, se han podido realizar estudios sobre fenotipos neuroconductuales y sobre patologías 

(autismo, esquizofrenia, epilepsia, etc.) que afectan a los humanos de forma similar que a estos 

peces (Best y Alderton, 2008; Meshalkina et al., 2018; Gawel et al., 2019; Yaksi et al., 2021).  

En cuanto a la estructura cerebral, existen algunas diferencias respecto a los humanos, 

como que sus hemisferios cerebrales son de menor tamaño y el desarrollo del telencéfalo y el 

mesodiencéfalo es diferente (Panula et al., 2010). Sin embargo, a pesar de la existencia de 

ciertas divergencias, también existen numerosas similitudes entre ambas especies que permiten 

el uso del pez cebra como modelo. Este posee las capacidades sensoriales de los humanos: oído, 

vista, olfato, tacto, equilibrio y gusto (Tropepe y Sive, 2003). Otra similitud con los humanos 

es que comparten algunos neurotransmisores en común (dopamina, noradrenalina, serotonina, 

histamina, acetilcolina y orexina/hipocretina), así como enzimas y transportadores, además de 

presentar los dominios cerebrales principales característicos de los mamíferos (Tropepe y Sive, 

2003; Anichtchik et al., 2006; Panula et al., 2006, 2010; Chen et al., 2009; Lucini et al., 2018). 

Sabiendo esto, se estableció su uso como modelo para el estudio de enfermedades mentales, ya 

que se han caracterizado en peces cebra (tanto adultos como larvas) los mediadores más 

importantes de estas patologías: glutamato, ácido γ-aminobutírico, acetilcolina, así como los 

neurotransmisores aminérgicos mencionados anteriormente (Stewart et al., 2015). También 

presenta un sistema neuroendocrino similar al de los mamíferos, con cascadas hormonales 

parecidas que regulan distintas patologías en humanos tales como el estrés, el cual ha sido sujeto 

de muchos estudios en estos peces (Piato et al., 2011; Pippal et al., 2011; Griffiths et al., 2012; 

Ziv et al., 2013). Además, Danio rerio es sensible a los fármacos, lo que posibilita su estudio, 

permitiendo realizar aproximaciones sobre farmacología y como afectan los medicamentos al 

comportamiento de estos animales (Kalueff et al., 2014).  
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Se ha demostrado que la utilización del pez cebra como modelo para estudios de 

comportamiento social también es posible. El comportamiento y las interacciones sociales de 

los humanos dependen de la corteza cerebral, así como de regiones subcorticales, las cuales 

están muy conservadas en los mamíferos (Adolphs, 2003).  Teniendo como base diversos 

estudios neuroendocrinos y de comportamiento, se ha propuesto la existencia de una red de 

comportamiento social (SBN). Esta red estaría compuesta por distintos nodos o zonas del 

cerebro altamente conservadas, de forma que cada uno de estos nodos respondería de forma 

distinta a los estímulos sociales (Geng y Peterson, 2019).  

Este SBN estaría conformado por los seis nodos cerebrales que propuso Newman en 

1999: tabique lateral (LS), el área preóptica (POA), el hipotálamo ventromedial (VMH), el 

hipotálamo anterior (AH), la sustancia gris central o periacueductual (PAG/CG), la amígdala 

medial (meAMY) y el núcleo del lecho de la estría terminal (BNST). Estos tendrían un papel 

clave en el comportamiento sexual, agresivo y parental, y todos ellos estarían conectados entre 

sí, como se muestra en la Figura 1 (Newman, 1999). 

En otros estudios se postuló que, además de este SBN, también existe un sistema de 

recompensa mesolímbico (MRS). El MRS también estaría formado por distintas zonas 

cerebrales, tales como el área tegmental ventral (VTA), compartiendo alguno de los nodos con 

el SBN, en concreto el LS, el BNST y la meAMY, como se puede observar en la Figura 1. De 

esta forma, ambas redes trabajan de forma coordinada en la regulación del comportamiento 

social (O’Connell y Hofmann, 2011). Este sistema se encarga de evaluar los estímulos recibidos 

según su memoria de vida, es decir, según la experiencia adquirida, y establece si estos serán 

positivos o negativos para el individuo. Además, el MRS incluye el sistema dopaminérgico 

mesoencefálico, de gran utilidad para estudios de adicción o depresión (O’Connell y Hofmann, 

2011; Kabelik et al., 2018). 

Estos dos sistemas trabajarían juntos, conformando una red más grande que se encarga 

de la toma de decisiones sociales (SDM), conservada tanto en los peces cebra como en los seres 

humanos, y que controlaría los estímulos y decisiones relativas al comportamiento social 

(O’Connell y Hofmann, 2011, 2012; Geng y Peterson, 2019). 

Sobre la conservación de este sistema en vertebrados se han realizado multitud de 

estudios, comparando la neuroquímica cerebral de aves, mamíferos, teleósteos (pez cebra), 

reptiles y anfibios, llegando a la conclusión de que la estructura fundamental se mantiene 

(O’Connell y Hofmann, 2012). 
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Figura 1. Esquema del Sistema de toma de decisiones (SDM), en el que se incluyen las zonas cerebrales que 

forman la Red de comportamiento social (SBN) (izquierda), el Sistema de Recompensa Mesolímbico (MRS) 

(derecha) y las que comparten ambas redes (centro). Basado en O’Connell y Hofmann, 2011.  

 

MÉTODOS DE ANÁLISIS COMPORTAMIENTO INDIVIDUAL DE ADULTOS 

El comportamiento del pez cebra, tanto el individual como el relativo a las interacciones 

sociales, se ha estudiado y definido ampliamente. El objetivo de la comunidad científica durante 

años ha sido crear un registro al cual poder acudir para entender cualquier comportamiento de 

este pez, ya sea en estado larvario o adulto (Egan et al., 2009; Kalueff et al., 2013). A 

continuación, se describen los principales métodos existentes para estudiar el comportamiento 

individual en estado adulto: 

Novel Tank Test (NTT) 

El NTT es una de las pruebas más utilizadas para observar, habitualmente mediante 

grabación, el comportamiento individual de peces cebra adultos. Esta técnica se puede 

considerar análoga a la prueba de campo abierto que se utiliza en ratones (Mocelin et al., 2019). 

Se basa en la tendencia del animal a buscar protección en un entorno desconocido, 

sumergiéndose y permaneciendo en el fondo del tanque (geotaxis) mientras se aclimata a un 

nuevo entorno (“novel tank”) (Egan et al., 2009; Wong et al., 2010; Cachat et al., 2011; Stewart 

et al., 2011). Este es un tanque transparente (para poder realizar la grabación) que tiene que 

permitir el movimiento en vertical y horizontal sobre el lateral, ya que este último la cámara no 

lo capta. Suele tener forma de trapezoide o rectangular, un volumen variable y se suele dividir, 

Área preóptica (POA) 

Hipotálamo ventromedial (VMH) 

Hipotálamo anterior (AH) 

Sustancia gris central (PAG/CG) 

Séptum lateral (LS) 

Amígdala medial 

(meAMY) 

Núcleo del lecho de 

la estría terminal 

(BNST) 

 

Área tegmentaria ventral (VTA) 

Cuerpo estriado (Str) 

Pálido ventral (VP) 

Amígdala basolateral (blAMY) 

Núcleo accumbens (NAcc) 

Hipocampo (HIP) 

Red de comportamiento social Sistema de Recompensa Mesolímbico 
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de forma virtual, en 2 partes (superior e inferior), aunque en ciertos estudios se divide en 3 

partes (superior, medio e inferior) o más, siendo esto adaptable a la investigación que se va a 

realizar y la complejidad deseada (Levin et al., 2007; Stewart et al., 2011; Kysil et al., 2017). 

Un ejemplo ilustrativo de un experimento básico de NTT, con una división del tanque en 3 

partes, está representado en la Figura 2.  

Para obtener unos resultados fiables y reproducibles, hay que tener en cuenta ciertas 

consideraciones al realizar el estudio. Es importante que el tanque esté sobre una superficie 

estable y nivelada, para evitar que un posible movimiento interfiera en el estudio, y que todas 

las partes del tanque tengan la misma iluminación. Además, los peces deben llevar a cabo una 

aclimatación a la habitación donde se va a realizar la prueba. Otro aspecto a tener en cuenta es 

que, en el caso de que se estén estudiando varios peces a la vez en el mismo laboratorio, estos 

no pueden ser visibles entre ellos, ya que esto podría alterar su comportamiento. También es 

esencial que el agua que vaya a contener el tanque provenga de la misma fuente que donde 

estaban los peces, con el fin de evitar variaciones de temperatura o salinidad que puedan 

interferir en el estudio. Se ha demostrado que las condiciones en la que los peces han sido 

alojados de forma previa al experimento tiene efectos en los resultados de esta prueba, por lo 

que es importante que todos hayan estado en las mismas condiciones (Egan et al., 2009; Cachat 

et al., 2010; Parker et al., 2012). 

El estudio de la natación de los peces se realiza mediante una grabación del movimiento 

y un posterior análisis mediante un software de análisis de imagen-video. Esto se puede realizar 

también de forma manual, pero se cometen muchos más errores que con las herramientas de 

análisis de video disponibles en la actualidad. De esta forma se puede calcular el tiempo pasado 

por el individuo en cada una de las zonas en las que se ha dividido el tanque de forma virtual, 

el número de entradas en la parte superior, la latencia de la primera entrada y la cantidad de 

movimientos erráticos y de inmovilización; así como la velocidad media y la distancia total 

recorrida (Levin et al., 2007; Speedie y Gerlai, 2008; Egan et al., 2009; Stewart, et al., 2010). 

A partir de estos valores, y una vez analizados los resultados, se puede establecer el fenotipo y 

comportamiento del pez que se está estudiando.  
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Figura 2. Esquema de un experimento de NTT donde se indican las distintas partes. Elaborado con BioRender.com 

Light Dark Test (LDT) 

Otro de los métodos más utilizados es el LDT. Este es muy utilizado en ratones, y está 

basado en la aversión de los mismos a las zonas iluminadas. Se ha demostrado que los peces 

cebra también tienen preferencia por las zonas menos iluminadas, por lo que esta clase de test 

es trasladable a esta especie (Stewart et al., 2010). Esta preferencia se denomina escototaxis 

(Maximino et al., 2010b). La primera vez que se describió esta preferencia en el pez cebra fue 

en 1999, en un estudio en el que se introdujeron los peces, de forma individual, en un acuario 

con una zona con paredes blancas y otra con paredes negras, pasando más tiempo en la segunda 

que en la primera (Serra et al., 1999). 

La versión estandarizada de este método consta de un tanque rectangular dividido en 2 

partes: una zona iluminada y otra oscura. Para conseguir esto, se han utilizado diversos 

métodos: utilizar paredes de distintos colores (Serra et al., 1999), dejar que a una zona entre la 

iluminación y cubriendo la otra (Gerlai, 2003), usar un tanque de paredes transparentes con el 

suelo blanco y negro (Sackerman et al., 2010) o tener una parte del tanque de color negro, la 

otra de blanco y el suelo de gris (Blaser et al., 2010). Este último es el diseño que aparece en la 

Figura 3. Para realizar esta prueba hay que tener en cuenta lo descrito anteriormente en el NTT 

(aclimatación, estabilidad, luz, parámetros del agua, etc). En el protocolo, el pez se coloca en 

una zona intermedia de color gris entre la zona iluminada y no iluminada, que están separadas 

por 2 puertas correderas. Una vez haya pasado el tiempo de aclimatación del pez, se levantarán 

las puertas a la vez para permitir al ejemplar moverse con libertad por ambas zonas. En este test 

se puede medir múltiples variables: la proporción de tiempo que está en cada zona, la elección 

del primer compartimento, las veces que entra y la duración de cada entrada, la distancia 
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recorrida en cada una, así como la duración del movimiento, la velocidad del mismo, las veces 

que se queda inmóvil y la ratio de giro, además de variables adicionales según el estudio que se 

quiera llevar a cabo. También se mide la distancia media entre el pez y la pared, que es una 

medida de tigmotaxis. Estos datos son obtenidos a partir de una cámara cenital que proporciona 

un vídeo que es procesado posteriormente con un software (Blaser et al., 2010; Maximino et 

al., 2010b). Con este test se evalúan ansiedad, miedo y estrés, siendo mayor la ansiedad cuanto 

más tiempo pase en la zona oscura y menor cuanto más tiempo esté en la clara (Blaser y 

Peñalosa, 2011; Fontana et al., 2021).  

 

Figura 3. Esquema de un tanque de LDT (Blaser et al., 2010). 

Test de agresividad 

La agresividad del pez cebra se puede estudiar sometiendo al pez a distintos estímulos. 

Estos están basados en que, ante una situación de encuentro de dos peces, se puede inducir una 

respuesta de agresión. Una de las posibilidades para evaluar este comportamiento es poner un 

espejo en un extremo del tanque, de forma que el pez se vea reflejado y tenga una respuesta 

agresiva, ya que cuanto más cerca del espejo nade más próxima va a estar su imagen reflejada 

(Gerlai et al., 2000). De esta manera, se graban con una cámara los distintos movimientos y 

comportamientos, y, posteriormente, mediante un análisis de video se pueden evaluar. Para 

esto, se divide el tanque en distintas zonas mediante líneas verticales, estableciendo zonas 

distales y proximales al espejo (Gerlai et al., 2000; Pham et al., 2012; Fontana et al., 2016). En 

algunos experimentos, el resto del tanque se cubre con superficies opacas para evitar que el pez 

se distraiga con otros estímulos (Canzian et al., 2019). Además, se pueden cuantificar los 

comportamientos y exhibiciones de agresividad. La exhibición es la adopción de una postura 

en la cual erige su aleta dorsal, pectoral, caudal y anal. Los comportamientos agresivos son los 

movimientos hacia el espejo, que pueden incluso ir acompañados de una carga contra la pared, 

la apertura de la boca y un intento de mordisco (Gerlai et al., 2000; Kalueff et al., 2013). 
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También es de importante mención que el espejo se puede introducir antes o después de que se 

disponga el pez en el tanque. En el primer caso el pez se expone a un entorno nuevo tanto de 

tanque como de espejo, lo cual potencialmente provoca una mayor ansiedad. En el segundo 

caso ha habido una aclimatación previa al entorno, por lo que al introducir el espejo la respuesta 

es esencialmente al espejo, y se puede ver la territorialidad del animal (Pham et al., 2012). 

Una vez el comportamiento ha sido grabado en vídeo se puede pasar a la realización del 

análisis mediante distintos software. De esta forma, se analiza el tiempo que pasa en cada zona 

del tanque, el número de comportamientos agresivos, la duración de cada uno y la media de 

estos, la latencia de ataque y la distancia media entre el pez y el espejo. También se miden los 

parámetros de locomoción como distancia recorrida y velocidad, así como el número de 

entradas en cada área (Fontana et al., 2016; Michelotti et al., 2018; Canzian et al., 2019; 

Menezes et al., 2020). 

Test de depredador 

Este método es utilizado para estudiar las respuestas relacionadas con el miedo y 

ansiedad de un pez en respuesta al estímulo de un depredador (Gerlai et al., 2009). Esto se 

puede conseguir mediante un vídeo en que se vea a un depredador del pez cebra en movimiento, 

como puede ser el pez hoja de la India (Nandus nandus) (Gerlai et al., 2009) o el pez oscar tigre 

rojo (Astronotus ocellatus) (Ladu et al., 2015). El comportamiento del pez en respuesta a este 

estímulo se estudia mediante un seguimiento en vídeo (Gerlai et al., 2009). Sin embargo, esta 

respuesta es menor que cuando el pez se expone a un depredador vivo, lo cual representa una 

pequeña limitación del estudio (Ladu et al., 2015). A pesar de que la respuesta no es 

exactamente la misma, se prefiere no utilizar depredadores vivos por problemas metodológicos 

y éticos (Clément et al., 2020). En los últimos años se han desarrollado robots similares a 

depredadores como garzas (Clément et al., 2020) o peces hoja indios (Ladu et al., 2015), 

ofreciendo una alternativa a la exposición virtual al depredador.  

Tras la grabación del movimiento del pez cebra sometido al estímulo del depredador se 

realiza el análisis del video y se determinan parámetros como la distancia a la que se sitúa el 

pez cebra de la imagen del depredador (reacción de escape) y la distancia entre el pez y el fondo 

del tanque (previsiblemente estará mayor tiempo en el fondo como respuesta al estímulo del 

depredador). Como en el caso de las anteriores pruebas también se estudian los aspectos de 

locomoción (velocidad media y variabilidad de esta en el tiempo, distancia recorrida, 
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movimientos erráticos, paradas, etc.) mediante un software destinado a ello, que también sirve 

para medir las distancias a la pantalla y fondo (Gerlai et al., 2009; Ahmed et al., 2011).  

Laberintos 

Este es otro método utilizado para evaluar el comportamiento de los peces cebra. Antes 

del estudio en este modelo, esta prueba se realizaba en ratas, en las cuales se medía su ansiedad 

y su respuesta a diversos fármacos (Pellow et al., 1985). En el caso del pez cebra se han utilizado 

principalmente, aunque existen otros diseños alternativos, tres tipos de laberintos: en forma de 

Y, en forma de T y en forma de cruz, representados en la Figura 4. En estos también se evalúa 

la ansiedad, además del aprendizaje espacial y la memoria (Hieu et al., 2020; Benvenutti et al., 

2021).  

 

   

Figura 4. Esquema de los laberintos más utilizados. De izquierda a derecha: en forma de cruz, en forma de T y en 

forma de Y (Benvenutti et al., 2021). 

En esta prueba se mide el número de entradas y el tiempo de permanencia en cada uno 

de los brazos, así como los parámetros cinéticos (distancia y velocidad media) y otros aspectos 

(ángulo de giro, posición del cuerpo, etc.). Estos brazos suelen presentar distintas condiciones 

como puede ser una diferente entrada de luz, inhabilitación de un brazo en una primera ronda 

y apertura en una segunda, distinta profundidad o la presencia de un hábitat favorable o una 

recompensa al final de uno de los brazos (Darland y Dowling, 2001; Cognato et al., 2012). 

Estas distintas condiciones permiten evaluar el comportamiento del pez cebra. El habitual es el 

de evitar la depredación, buscando las zonas más profundas y oscuras, así como las condiciones 

más favorables (Maximino et al., 2010a; Benvenutti et al., 2021). 

Todas estas pruebas mencionados anteriormente (NTT, LDT, test de depredación, test 

de agresividad y laberintos) tienen como gran ventaja que los peces que se sumergen en los 

tanques destinados a las mismas pueden haber sido previamente tratados con diversos fármacos 

o sustancias. Esta exposición se realiza habitualmente por inmersión, aunque en casos concretos 

en los que esto no sea posible, se recurre a la inyección intraperitoneal de pequeños volúmenes. 
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Esto permite el análisis de los efectos de los compuestos a testar en el comportamiento del 

animal, posibilitando la realización de un amplio espectro de diseños experimentales con 

diversos fines (Cachat et al., 2010). 

ESTRÉS 

Uno de los parámetros más estudiados a partir del comportamiento del pez cebra es el 

de respuesta al estrés. Esta es una respuesta adaptativa ante una amenaza real o percibida que 

busca mantener el equilibrio normal (Clark et al., 2011). El estrés puede ser definido como la 

suma de reacciones a nivel neuronal, endocrina y autónoma ante un factor estresante 

(adversidad) que pueda perturbar a un individuo (Golla et al., 2020). Dentro de esta respuesta 

hay dos tipos: el estrés agudo y el estrés crónico. El estrés agudo se corresponde con la 

activación de la respuesta ante un entorno cambiante. Si esta activación se produce de forma 

repetida, el estrés se convierte en crónico y tiene más implicaciones en la salud, provocando 

desregulaciones en diferentes rutas y aumentando la vulnerabilidad a padecer depresión y 

trastornos de ansiedad (McEwen, 2007; Nugent et al., 2011; Pechtel y Pizzagalli, 2011; Danese 

y McEwen, 2012; Van Bodegom et al., 2017; Golla et al., 2020). 

El principal producto de la ruta fisiológica de los procesos relacionados con el estrés es 

el cortisol, que se encarga de restablecer la homeostasis. Esta molécula se encuentra tanto en 

peces cebra como en humanos (Barcellos et al., 2007). La síntesis y secreción del cortisol en 

peces la lleva a cabo el tejido interrenal, análogo de la corteza suprarrenal de los mamíferos 

(Wendelaar Bonga, 1997).  

Para poder llevar a cabo la señalización de los corticosteroides son necesarios los 

receptores de glucocorticoides y mineralocorticoides, conservados en vertebrados. En el caso 

concreto de los peces cebra, estos tienen 2 receptores de glucocorticoides. Esto es probable que 

sea debido a la duplicación del genoma ocurrida hace, aproximadamente, 350 millones de años 

(Alsop y Vijayan, 2008). Esta ruta está regulada por el eje hipotálamo-pituitario-interrenal 

(HPI) de los peces cebra, altamente conservado en los organismos vertebrados, y que, en el caso 

de los mamíferos, se corresponde con el eje hipotálamo-pituitario-adrenal (HPA). Estos ejes 

reciben los estímulos estresantes, que, en el caso de los peces cebra se procesan en el núcleo 

preóptico hipotalámico, y en el de los mamíferos en el núcleo paraventricular del hipotálamo, 

siendo ambos análogos. Como en el caso de otros vertebrados, la hormona adrenocorticotrópica 

(ACTH) es la principal hormona que estimula la activación de la ruta que desemboca en la 

producción y secreción de cortisol en respuesta a un estresor (Flik et al., 2006; Alsop y Vijayan, 
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2009; Steenbergen et al., 2011). Todas estas similitudes entre en pez cebra y humano, han hecho 

que este animal se haya usado como especie modelo en experimentos de análisis de estrés. 

La evaluación de estos comportamientos es muy relevante en muchas áreas de 

investigación y ha permitido aumentar nuestra comprensión de la neurorregulación del 

comportamiento humano y su papel en los trastornos neuropsiquiátricos (Benvenutti et al., 

2021). Para el estudio se suele recurrir al NTT. El patrón habitual en esta prueba es que los 

peces comiencen permaneciendo en la parte inferior del tanque y, a medida que pasa el tiempo 

y aumente su sensación de seguridad, exploren zonas superiores (Levin et al., 2007). De esta 

forma, cuanto mayor sea el tiempo que el pez pase en la parte baja del tanque, mayor será la 

ansiedad o estrés del pez. Los movimientos erráticos (cambios bruscos en la dirección o la 

velocidad) y la inmovilización (ausencia de movimiento, exceptuando branquias y ojos, durante 

1 segundo como mínimo) también se relacionan con el estrés en estos animales (Egan et al., 

2009; Cachat et al., 2010; Horzmann y Freeman, 2018). En muchos casos se puede recurrir al 

LDT para estudiar esta respuesta, en los que la permanencia en la zona oscura se asocia a una 

mayor ansiedad y estrés (Serra et al., 1999). También se han realizado estudios de ansiedad y 

estrés mediante la utilización de laberintos y mediante un test de depredador (Gerlai et al., 2009; 

Connors et al., 2014; Hieu et al., 2020; Benvenutti et al., 2021; Singh et al., 2022). 

Además del comportamiento evaluado mediante el patrón de natación, los estudios 

habitualmente se complementan a nivel molecular mediante el análisis de cortisol en cuerpo y 

cerebro del pez, ya que, tal y como se ha mencionado anteriormente, esta es molécula clave en 

la respuesta fisiológica a la ansiedad y el estrés (Ramsay et al., 2006; Barcellos et al., 2007; 

Egan et al., 2009).  

OBJETIVOS 

El objetivo general de este trabajo es optimizar un protocolo de inducción de estrés en 

ejemplares adultos de pez cebra, mediante la reducción del tiempo de exposición al estresor 

agudo y una evaluación más restrictiva del comportamiento y patrón de natación. De forma más 

específica, los objetivos son: 

1.Disminuir el tiempo de exposición al estresor (exposición dorsal fuera del agua mediante 

reducción drástica del volumen de agua) en un 25% y evaluar si esta reducción tiene un efecto 

sobre la conducta y el patrón de natación de los peces utilizando NTT durante 5 minutos, 

analizando: velocidad media (cm/s), distancia total recorrida (cm) y tiempo de entrada y 

permanencia del pez en zonas cercanas a la superficie y el fondo 
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2.Realizar la evaluación del comportamiento mediante dos métodos de análisis: a) incluyendo 

dos zonas de evaluación (superior e inferior) y b) tres zonas de evaluación (superior, media e 

inferior). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Cría de peces  

Los peces fueron criados siguiendo protocolos estándar de cría y mantenimiento 

(Westerfield, 2000) hasta la ejecución del experimento. Todos los procedimientos que 

involucraron manipulación animal fueron realizados por miembros del grupo de investigación 

con la acreditación necesaria y contaron con la evaluación favorable del OEBA de la 

Universidad de León. 

Marcaje  

Los peces fueron marcados mediante la implantación de elastómeros visibles (VIE), 

para la identificación y trazabilidad de los animales. Para ello, el pez se anestesió mediante 

inmersión en 110 mg/L metasulfonato de tricaína tamponado (MS22). Para inyectar los 

elastómeros se siguió el protocolo indicado en el kit comercial. Una vez se hubieron inyectado, 

los peces pasaron a un tanque de recuperación, en el que permanecieron hasta que se les pasó 

el efecto de la anestesia. Para poder diferenciar los peces, los elastómeros inyectados fueron de 

diferentes colores y se inyectaron en distintas posiciones.  

Diseño experimental. 

Para la realización del experimento se utilizó un total de 14 machos (n=7 por grupo 

experimental) procedentes de la misma progenie. Los peces a los cuales se les indujo estrés 

mediante un estresor agudo conformaron el grupo “Stress”. El resto de los peces conformaron 

el grupo “Control”, manipulados en las mismas condiciones, pero sin exposición al estresor 

agudo.  

Inducción de estrés 

El estresor utilizado fue una modificación del protocolo publicado por Grzelak et al en 

2017 (Grzelak et al., 2017). Consistió en la reducción extrema del volumen de natación de los 

animales, implicando la exposición dorsal del cuerpo de los peces al aire. En el presente estudio, 

se redujo el tiempo de exposición de los animales a las condiciones de estrés en 30 segundos, 

teniendo un tiempo total de exposición al estresor de 1 minuto y medio, frente a los 2 minutos 
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de la técnica de referencia. La evaluación del NTT fue realizada justo después de la inducción 

al estresor.  

NTT 

El NTT se realizó en una pecera de 20 x 20 x 8 cm (alto, ancho, fondo), con un volumen 

total de agua de 3 L (Figura 5A). Se grabó el comportamiento de los peces durante 6 minutos 

desde que se introdujo el pez en la pecera y se retiró la red. De estos seis minutos, el primero 

se correspondió a la aclimatación del pez, por lo que el movimiento durante este tiempo no se 

tomó en cuenta para el NTT, que incluyó los seis minutos posteriores. 

Análisis del vídeo 

Para realizar el análisis de vídeo se utilizó el software de Ethovision XT16 (Noldus, 

Wageningen, Países Bajos). Para comenzar, se estableció un algoritmo en el cual se especificó 

que el primer minuto de los videos correspondió al periodo de aclimatación al entorno del pez 

y los siguientes 5 minutos al análisis. Para realizar este, se seleccionó el área (arena) donde se 

va a analizar el movimiento. Esta área aparece indicada en la Figura 5B. En una primera 

aproximación, la pecera fue dividida virtualmente en dos zonas (superior e inferior), y se tomó 

una referencia de tamaño para poder calcular la velocidad y la distancia recorrida, como se 

puede ver en la Figura 5C. Además, se especificó que el software analizase el movimiento total 

en los 5 minutos, así como en cada uno de los minutos por separado, tanto de forma individual 

como de forma grupal (Control y Stress). Para poder realizar el seguimiento, se seleccionó la 

forma del pez en un fotograma del vídeo, consiguiendo una identificación precisa del contorno 

del animal, para que el programa pudiera seguir su movimiento. Una vez establecidos los ajustes 

técnicos, se procesaron los vídeos y se comprobó su correcto análisis. En los casos en los que 

el programa no fue capaz de realizar una identificación rigurosa de los ejemplares, se 

seleccionaron ajustes de forma individual en sus vídeos para evitar errores en el seguimiento y 

evitar artificios en el análisis. Estos pasos se realizaron una segunda vez de igual forma, pero 

dividiendo la pecera en tres zonas homogéneas (análisis potencialmente más preciso al ser más 

restrictivo): superior, media e inferior, como se puede ver en la Figura 5D. 
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Figura 5. Proceso de división de la arena en las zonas que se utilizaron para análisis. A) Frame del vídeo que se va 
a analizar. B) Determinación de área (arena) donde se va a estudiar el movimiento. División del arena en C) 2 

zonas (superior e inferior) y D) 3 zonas (superior, media e inferior). Posteriormente, se toma una medida de 

calibración (10 cm en este experimento) para que el software sea capaz de calcular los parámetros cinéticos. 

Las variables estudiadas en este experimento fueron: la velocidad media (cm/s), la 

distancia total recorrida (cm), el tiempo que pasó el pez en cada zona (tiempo total (s) y 

porcentaje del NTT (%)) y el momento en el que entró por primera vez en cada zona. 

Adicionalmente, se obtuvieron unos mapas de calor del movimiento de los peces. Todos estos 

resultados se obtuvieron tanto del tiempo total (5 minutos) como de cada uno de los minutos 

del NTT, y tanto de forma grupal (Control y Stress) como de forma individual.  

Estadística 

Los análisis estadísticos y las gráficas fueron realizados con la versión 8.0.1 de 

GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, EE. UU.) En las gráficas se muestra la media de los 

grupos ± la desviación típica. La normalidad de las variables fue evaluada mediante un test de 

Shapiro-Wilk. En las variables distribuidas normalmente se compararon los dos grupos 

experimentales con una prueba t de Student. Para las variables que no se distribuyeron 

normalmente se utilizó un test de Mann-Whitney para comparar los grupos. En todos los casos 

las diferencias se consideraron significativas cuando p < 0,05. 
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RESULTADOS  

- Cinética 

Los primeros datos que se analizaron fueron los correspondientes a la cinética, en los cuales 

se evalúo la velocidad media de movimiento y la distancia total recorrida por cada uno de los 

peces. Las gráficas correspondientes aparecen en la Figura 6, en la que se observa la media de 

cada uno de los grupos. Se observó que los peces sometidos a estrés recorrieron menos distancia 

(p=0,0417) y a menor velocidad (p=0,0393) que los peces control (distancia (cm): Control = 

2248,51 ± 586,60; Stress = 1599,23 ± 572,90; velocidad (cm/s): Control = 7,58 ± 1,98; Stress 

= 5,57 ± 1,60). Además, como se puede apreciar en la Figura 6A, sólo un individuo del grupo 

Stress superó el valor de referencia de velocidad de 7 cm/s y, como se muestra en a Figura 6B, 

sólo tres recorrieron más de 1500 cm totales. Sin embargo, en el grupo Control, en ambos casos, 

lo superaron 4 y 6 individuos, respectivamente. Estos resultados son los mismos 

independientemente de las zonas evaluadas en el NTT 
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Figura 6. A. Velocidad media (cm/s) y B. Distancia total recorrida (cm) de los grupos Control y Stress. Los puntos 

indican los resultados de cada uno de los individuos. Los valores de las barras muestran las medias de cada grupo 

(n=7) ± la desviación típica. Los asteriscos indican diferencias significativas entre grupos (p<0,05). 

- Preferencia de zona 

El siguiente parámetro que se evalúo fue la preferencia de zona. Para ello se estudió el tiempo 

de cada uno de los grupos experimentales en cada zona. En la Figura 7 se muestra el porcentaje 

de tiempo ((t (s) pasado en cada zona/300 s) *100) en cada zona estudiada en el NTT para el 

análisis en 2 zonas. Con esta aproximación, los peces estresados puntuaron un menor tiempo 

en la zona superior (% del tiempo total en la zona superior: Control = 26,63 ± 7,33; Stress = 

10,63 ± 8,27) y un mayor tiempo en la inferior (% del tiempo total en la zona inferior: Control 

= 70,48 ± 8,16; Stress = 88,94 ± 8,61). Estas diferencias fueron significativas en ambas zonas 

(zona superior: p=0,0024; zona inferior: p=0,0023).  

B A 
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Figura 7. Porcentaje de tiempo de cada grupo experimental (Stress y Control) en cada una de las dos zonas: superior 

(A) e inferior (B). Los puntos indican los resultados de cada uno de los individuos. Los valores de las barras 

muestran las medias de cada grupo (n=7) ± la desviación típica. Los asteriscos indica diferencias significativas (p 

< 0,05) 

Los resultados del análisis con 3 zonas se muestran en la Figura 8. Los peces sometidos a 

estrés estuvieron, de nuevo, menos tiempo en la zona superior (% del tiempo total en la zona 

superior: Control = 17,95 ± 6,03; Stress= 4,04 ± 5,18) y más tiempo en la zona inferior al 

compararlos con los peces control, en los que esto sucedió a la inversa (% del tiempo total en 

la zona inferior: Control = 56,63 ± 8,87; Stress= 74,37 ± 12,17). Los análisis estadísticos 

demostraron diferencias significativas entre grupos para la zona superior e inferior (zona 

superior: p=0,0006; zona inferior: p=0,0089). En el porcentaje de tiempo pasado en la zona 

media las diferencias no fueron significativas (p=0,4559).  

Control Stress 

0

20

40

60

80

100

%
 t

ie
m

p
o

 z
o

n
a

 s
u

p
e
r
io

r

✱✱✱

Control Stress 

0

20

40

60

80

100

%
 t

ie
m

p
o

 z
o

n
a

 m
ed

ia

ns

Control Stress 

0

20

40

60

80

100

%
 t

ie
m

p
o

 z
o

n
a

 i
n

fe
r
io

r

✱✱

 

Figura 8. Porcentaje de tiempo de cada grupo experimental (Stress y Control) en cada una de las tres zonas: 

superior (A), media (B) e inferior (C). Los puntos indican los resultados de cada uno de los individuos. Los valores 

de las barras muestran las medias de cada grupo (n=7) ± la desviación típica. Los asteriscos indica diferencias 

significativas (p < 0,05); ns: no significativo. 

También se comparó el tiempo pasado en la zona superior en cada uno de los minutos de la 

prueba, como se muestra en la Figura 9. Se observa que los peces control pasan un mayor 

B A C 

A B 
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tiempo en la zona superior (potencialmente asociada a menor ansiedad) a lo largo de todos los 

minutos del NTT de forma general en las dos aproximaciones de análisis, aunque las diferencias 

sólo sean significativas en el minuto 4 (p=0,0449) del estudio en 2 zonas y los minutos 2 

(p=0,0064) y 5 (p=0,0127) del estudio en 3 zonas. 
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Figura 9. Porcentaje de tiempo pasado por cada grupo experimental en la zona superior en cada uno de los cinco 

minutos del análisis NTT en 2 zonas (A) y en 3 zonas (B). Los valores que se muestran son medias de cada grupo 

(n=7) ± la desviación típica. Los asteriscos indican diferencias significativas (p < 0,05); ns: no significativo. 

Otro parámetro sujeto de análisis fue la latencia de la primera entrada a la zona superior, 

es decir, el momento en el que se produjo la primera entrada a la zona vinculada a un menor 

estrés. En el caso del NTT en 2 zonas, como se muestra en la Figura 10A, se observó que las 

diferencias existentes entre el grupo Control y el grupo Stress eran mínimas, con una 

significancia extremadamente baja (p=0,9336). Es de importante mención que todos los peces 

del grupo Control llegaron a entrar en algún momento en la zona superior en esta variante del 

análisis y que 1 pez del grupo Stress estaba en la zona superior antes del comienzo de la prueba 

y otro del mismo grupo no llegó a entrar en esta zona. En este último caso, se tomó como tiempo 

para realizar los cálculos 300 s, el tiempo total de la prueba. Sin embargo, en el estudio con 3 

zonas, se observaron tendencias distintas entre ambos grupos, siendo mayor el tiempo en el 

grupo Stress, como se puede observar en la Figura 10B.  Pese a ello, análisis estadísticos no 

encontraron diferencias significativas (p=0,0519) entre los patrones de natación. En este 

análisis más preciso con 3 zonas de evaluación, cabe destacar que hubo 3 peces del grupo stress 

que no llegaron a entrar en la zona superior en ningún momento del NTT. Es interesante apuntar 

en la evaluación restrictiva con 3 zonas, se registraron 2 peces del grupo control que ya estaban 

en la zona superior antes de que comenzara la prueba (latencia= 0 s), mientras que ningún pez 

del grupo Stress mostró este comportamiento.  
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Figura 10. Latencia de la primera entrada a la zona superior (s) del análisis NTT en dos zonas (A) y en tres zonas 

(B). Los valores que se muestran son medias de cada grupo (n=7) ) ± la desviación típica; ns: no significativo. 

Por último, se analizaron los mapas de calor obtenidos ya que son una herramienta muy 

clarificadora para la interpretación del patrón de natación de los grupos experimentales. Los 

mapas individuales de cada individuo en cada uno de los minutos del experimento están 

representados en el Anexo I. En los mapas de calor de la Figura 11 se muestra la media del 

movimiento de cada uno de los grupos en el total de la prueba. Se puede ver que, en el caso del 

grupo control (Figura 11A), el mapa de calor abarcó la totalidad de la pecera mientras que en 

el grupo stress (Figura 11B) este mapa tuvo ciertos huecos en la zona superior, lo cual indica 

que ha permanecido menos tiempo en esta. Además, se puede observar que los peces a los que 

se les aplicó el estresor han estado un mayor tiempo en la zona inferior que los del grupo 

Control, ya que este mapa tiene una coloración rojiza más intensa en esta. Adicionalmente, al 

observar los mapas individuales de cada uno de los peces que se recogen en el Anexo I, se 

puede ver que, en ciertos individuos del grupo Stress, como sucede en el individuo 4 durante 

los minutos 1 y 2, apenas se observa movimiento (el mapa de calor es casi exclusivamente una 

pequeña zona rojiza en la zona inferior). Esto se debe a una inmovilización del pez.  

B A 
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Figura 11. A. Mapa de calor del movimiento de los peces del grupo control. B. Mapa de calor del movimiento de 

los peces del grupo stress. En estos mapa se indica la media del movimiento total de cada uno de los grupos (n=7). 

DISCUSIÓN 

La hipótesis central de este trabajo es que un protocolo de inducción de estrés agudo en 

pez cebra puede optimizarse mediante la reducción del tiempo de exposición al estresor agudo 

(Grzelak et al., 2017) manteniendo la alteración en el patrón de comportamiento de los 

ejemplares y que el análisis en 3 arenas (o zonas) puede resultar más preciso y restrictivo que 

el utilizado habitualmente (2 arenas). Para validar esta hipótesis se realizaron experimentos de 

comportamiento en animales expuestos y sin exponer al estresor para comparar su patrón de 

natación. Se escogió el NTT por ser uno de los métodos de análisis de comportamiento 

individual de adultos más ampliamente utilizado en estudios de estrés (Egan et al., 2009; 

Maximino et al., 2010a; Steenbergen et al., 2011; Kalueff et al., 2013). Se estudiaron la cinética 

y la preferencia de zona en la natación como parámetros indicadores de comportamiento en el 

pez cebra (Speedie y Gerlai, 2008; Egan et al., 2009; Kysil et al., 2017; Assad et al., 2020). El 

análisis de natación fue estudiado mediante dos aproximaciones con dos y tres zonas de 

evaluación.  

En el caso de la cinética se espera que los peces sometidos a estrés recorran una menor 

distancia total y presenten una menor velocidad media ante estímulos potencialmente negativos 

(Levin et al., 2007; Rosemberg et al., 2012). Los resultados de este experimento concuerdan 

con estas observaciones previas (Figura 6). La menor velocidad media y la menor distancia 

recorrida son los primeros indicadores de respuesta (Gerlai et al., 2008; Rosemberg et al., 2012; 

Stewart et al., 2012). Sin embargo, el estudio de la cinética no es suficiente como para poder 

determinar el patrón característico de respuesta al estrés (Maximino et al., 2010a). La 

preferencia de la zona de natación en el nuevo ambiente es un elemento clave para poder 

entender la respuesta al estrés. Al introducir un pez en un entorno nuevo como en el NTT, se 

espera una respuesta de geotaxis, es decir, una mayor permanencia en el fondo del tanque 

B A 

Mayor 

ansiedad 

Menor 

ansiedad 
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(Gerlai et al., 2000; Bass y Gerlai, 2008; Speedie y Gerlai, 2008; Blaser et al., 2010). Esto es 

debido a que el pez busca un lugar seguro para protegerse de posibles depredadores (Bass y 

Gerlai, 2008). En el caso del estudio de la respuesta al estrés, se espera que esta respuesta sea 

mayor cuanto mayores sean los niveles de estrés o ansiedad. La geotaxis se comprueba en los 

individuos afectados por estrés con un menor tiempo de permanencia en la zona superior del 

tanque (potencialmente menos segura), en un aumento en la latencia de la primera entrada en 

esta zona y en un mayor tiempo en la zona inferior del tanque (potencialmente más segura) 

(Blaser et al., 2010; Kalueff et al., 2013; de Abreu et al., 2020). Los resultados de este estudio 

permitieron encontrar diferencias estadísticamente significativas entre los animales expuestos 

al protocolo reducido de estrés y los animales control en cuanto a preferencia de zona tanto en 

la evaluación con 2 zonas (Figura 7) como en la de 3 zonas (Figura 8), potencialmente más 

restrictiva. En lo referente a la latencia a la entrada en la parte superior, a pesar de existir una 

clara tendencia en el método de análisis con 3 zonas (Figura 10B), ésta no resultó significativa. 

Independientemente, los datos apuntan a una modulación del comportamiento en el grupo 

estresado donde, por ejemplo, no se registró ningún pez en la zona superior al inicio del test, a 

diferencia del grupo control, en el que dos animales ya nadaban en esta zona cercana a la 

superficie al iniciar el NTT. 

Esta diferencia en las tendencias recogidas en los resultados de latencia a la primera 

entrada zona superior en la evaluación con 2 y 3 zonas (Figura 10) son un indicador claro de la 

importancia de la selección de zonas de evaluación en los estudios de NTT. Mientras que, en el 

análisis en 2 zonas, las diferencias son casi inexistentes y todos los peces salvo 1 entraron en 

algún momento en la zona superior, en el estudio en 3 zonas, 3 peces del grupo Stress no 

llegaron a alcanzar la zona más cercana a la superfie. Otro ejemplo indicando la importancia de 

la selección de zonas correcta se observó el % de tiempo pasado en cada zona del análisis NTT 

en 3 zonas (Figura 8), en la que se reflejó que en la zona media no se observaron apenas 

diferencias entre los grupos, revelando que en este experimento esta es una zona intermedia de 

paso que podría enmascarar los datos recogidos en el análisis de 2 zonas. Por lo tanto, los 

resultados indican que, la división de la pecera en una zona adicional permite un análisis más 

preciso y riguroso. Independientemente del estudio por zonas, los datos recogidos en los mapas 

de calor arrojan evidencias claras sobre la modulación en el comportamiento en el grupo Stress 

(Figura 11 y Anexo I). Otro aspecto importante en el patrón de natación tras la inducción del 

estrés en el pez cebra, apreciable en los mapas de calor, son las inmovilizaciones que sufre el 

pez a lo largo del experimento. Esta inmovilización del pez está ampliamente caracterizada 
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como una respuesta a niveles altos de ansiedad o estrés (Maximino et al., 2010a; Kalueff et al., 

2013; de Abreu et al., 2020). En el presente experimento,la reducción en la distancia total 

recorrida (al paralizarse el movimiento total disminuye) correlaciona con estos episodios. En 

los mapas de calor (Anexo I) se pueden destacar que, en ciertos minutos del estudio de los peces 

del grupo experimental Stress, el movimiento es muy escaso, indicados con focos de intensidad 

en una posición, evidenciando, por tanto, unos niveles más altos de estrés que no se recogen del 

mismo modo en el grupo Control. 

En resumen, la observación de variaciones tanto en la cinética como en la preferencia 

de zona de los peces expuestos al estresor agudo respecto a los no expuestos nos permiten 

establecer que esta exposición provoca un patrón de comportamiento típico de peces con altos 

niveles de estrés. De esta forma, se puede afirmar que el estresor ha tenido el efecto esperado 

pese a la reducción del tiempo de exposición dorsal al aire respecto al protocolo estándar 

realizado por Grzelak et al en 2017 (Grzelak et al., 2017). Este resultado es de interés a la hora 

de reducir el tiempo en los protocolos de inducción de estrés agudo y como parte de un 

protocolo de inducción de estrés crónico. También es un aspecto relevante desde el punto de 

vista del bienestar animal ya que se reduce el tiempo en el que los animales están sometidos al 

estresor y puede ser tenido en cuenta como un método de reducción en la experimentación 

relacionada con el estrés. La posibilidad de estudiar el estrés en pez cebra es de gran 

importancia, ya que junto con la ansiedad son trastornos con una elevada prevalencia en la 

sociedad actual durante las últimas décadas (Beiter et al., 2015; Mirzaei et al., 2019; Ramón-

Arbués et al., 2020) y para los que es necesario el desarrollo de fármacos y terapias (Volgin et 

al., 2019; Demin et al., 2020; de Abreu et al., 2021). El desarrollo y optimización de protocolos 

de inducción de estrés con especies animales, y una caracterización completa de su 

comportamiento, permitirá avanzar más en este interesante campo de estudio. 

CONCLUSIONES 

1. La reducción de la exposición al estresor en un 25% en un protocolo de inducción de 

estrés en peces cebra ha demostrado mantener su efectividad en la alteración del patrón 

de natación en estos animales en términos de cinética (velocidad media (cm/s) y 

distancia total recorrida (cm)) y preferencia de zona (tiempo de entrada y permanencia 

del pez en zonas cercanas a la superficie y el fondo). 
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2. El análisis utilizando una división en 3 arenas o zonas permite una mayor precisión en 

el análisis, al eliminar zonas intermedias, aumentando la discriminación entre las zonas 

cercanas a la superficie y al fondo. 
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ANEXO I: MAPAS DE CALOR INDIVUALES 

 

Media Minuto 1 Minuto 2 Minuto 3 Minuto 4 Minuto 5 

Mapa de calor correspondiente al movimiento de los peces del grupo Control. Cada línea se corresponde con un 

individuo. Cada una de las columnas de izquierda a derecha se corresponde con: la media total del movimiento del 

individuo, minuto 1, minuto 2, minuto 3, minuto 4 y minuto 5. 
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Media Minuto 1 Minuto 2 Minuto 3 Minuto 4 Minuto 5 

 
Mapa de calor correspondiente al movimiento de los peces del grupo Stress. Cada línea se corresponde con un 

individuo. Cada una de las columnas de izquierda a derecha se corresponde con: media total del movimiento del 

individuo, minuto 1, minuto 2, minuto 3, minuto 4 y minuto 5. 


