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Resumen

En este estudio se ha evaluado el impacto de un choque térmico agu-
do sobre el desarrollo embrionario del pez cebra (Danio rerio). El estresor (1 h;
38 °C) fue aplicado al inicio de la gastrulacion en la especie (6 horas post fecun-
dacion (hpf)). Embriones de la linea transgénica Tg(hspyol:dn-fgfria-EGFP),
con inhibicion inducible de la via del factor de crecimiento de fibroblastos (Fgf),
fueron utilizados para evaluar los efectos del estresor. El marco temporal de mo-
nitorizacion englob6 la embriogénesis en la especie (hasta las 72 hpf). Se eva-
luaron los siguientes parametros: supervivencia (0 hpf, 24 hpf, 48 hpfy 72 hpf),
eclosion (48 hpf y 72 hpf), malformaciones (72 hpf) y comportamiento (24 hpf).
Nuestros resultados indican que el choque térmico no resulta letal en el marco
de evaluacion seleccionado, pero provoca una reducciéon de la tasa de eclosion y
un elevado ntimero de malformaciones en la linea Tg(hsp7ol:dn- fgfria-EGFP).
Ademas, nuestros datos muestran alteraciones en el comportamiento a 24 hpf.
Estos hallazgos evidencian que estresores agudos de muy corta duracion pueden
provocar serias alteraciones fisioldgicas en etapas del desarrollo temprano, cuan-
do el embridén muestra una mayor vulnerabilidad.
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Introduccion

Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario temprano en peces es un proceso muy sensi-
ble a condiciones ambientales, especialmente durante fases criticas tales como
la gastrulacion. Este es un momento crucial del desarrollo embrionario en el que
se establecen los ejes corporales y se originan las capas germinales que daran
lugar a todos los tejidos y 6rganos del animal (Solnica-Krezel, 2006). De hecho,
la gastrulacién se puede considerar como el primer proceso morfogenético a
gran escala durante el desarrollo, coincidiendo, con la segregacion de las capas

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON 57


mailto:mbarrr02@estudiantes.unileon.es
mailto:dgarv@unileon.es
mailto:v.robles@unileon.es

AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

embrionarias: ectodermo y endodermo en animales diblasticos y el mesodermo
en animales triblasticos (Rohde y Heisenberg, 2007; Muhr et al., 2023). En el
segundo grupo se incluyen los peces, vertebrados foco de estudio del presente
trabajo. Durante esta etapa del desarrollo embrionario temprano destacan como
eventos caracteristicos los movimientos de las células embrionarias que alteran,
en ultimo término, la forma del organismo en desarrollo (Solnica-Krezel, 2006).
Esta distribucion de las células precursoras es necesaria, y clave, junto con otros
procesos de intercalacion, diferenciacion y proliferacion celular (Bruce y Heisen-
berg, 2020) para la correcta formacion de las citadas capas embrionarias. Debido
a la complejidad a nivel molecular que implican estos cambios morfofuncionales
durante la embriogénesis, los ejemplares exhiben gran vulnerabilidad frente a
factores externos o estresores (Nunes et al., 2020) que pueden alterar la correcta
orquestacion en los programas de expresion génica que regulan el proceso. En
consecuencia, la gastrulacion constituye un punto critico para evaluar los efectos
del estrés ambiental.

Estrés

El estrés, al que podemos definir como un estimulo que afecta al mante-
nimiento de la propia homeostasis (Chrousos, 2009; Herman, 2013), puede ser
categorizado como agudo o crénico (Demin et al., 2021) en funcion de la dura-
cion y del tipo de respuestas moleculares y fisioldgicas que se generan en el or-
ganismo (Schreck y Tort, 2016). Por otro lado, y en funcién de su origen, puede
categorizarse como externo o interno, destacandose dentro del primer tipo, el
ambiental (Kagias et al., 2012). Los seres vivos estan adaptados a vivir en ran-
gos determinados para cada parametro abidtico, sin embargo, alteraciones de las
condiciones fuera del margen de tolerancia de la especie, producen la aparicion
de estrés ambiental (Kagias et al., 2012). Uno de los tipos de estrés ambiental
més ampliamente estudiado es el estrés térmico. Este se puede definir como la
respuesta de un organismo a una exposicion aguda o cronica a una temperatura
fuera de sus rangos 6ptimos, ya sea por encima (hipertermia) o por debajo (hipo-
termia). Numerosos estudios han evidenciado que desviaciones significativas de
la temperatura 6ptima, incluso si son transitorias, pueden generar serias altera-
ciones en el organismo (Blatteis, 2007; Haapanen-Saaristo, 2024; Miller et al.,
2025). Los determinados “choques térmicos agudos” o “heat shocks” (incremen-
tos o descensos repentinos de temperatura durante un corto periodo de tiempo)
pueden desencadenar respuestas celulares de estrés, alterando el ciclo celular e
incluso induciendo apoptosis, dependiendo del momento del desarrollo en el que
ocurran (Nakai e Ishikawa, 2001).

El uso de estrés térmico puntual en experimentos controlados permite
evaluar el impacto de perturbaciones breves pero intensas, que resultan espe-
cialmente relevantes en estudios sobre los efectos del estrés. Ademas, resultan de
interés para la comunidad cientifica para comprender mejor cobmo eventos tales
como olas de calor, cambios térmicos abruptos en aguas superficiales o fallos en
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sistemas de regulacion térmica en instalaciones de acuicultura, que pueden ex-
poner a los embriones de distintas especies acuaticas a picos de temperatura de
corta duracion, cuyas consecuencias pueden ser impredecibles y potencialmente
negativas.

Pez cebra como modelo

Para poder realizar un estudio preciso sobre como el estrés térmico agu-
do durante el inicio de la gastrulaciéon puede afectar al desarrollo, hemos utiliza-
do como especie modelo el pez cebra (Danio rerio (Hamilton-Buchanan, 1822)).
Este cipriniforme habita los rios, lagos y estanques del sudeste asiatico (Istiaque
y Khan, 2018). Es un organismo modelo de vertebrados muy utilizado en biologia
del desarrollo debido a diversas propiedades (Bedell et al., 2025), entre las que se
encuentra un facil manejo en laboratorio y mantenimiento, su pequeiio tamafo,
su fecundacion externa y su elevada prolificidad—una hembra puede poner cien-
tos de huevos en condiciones de estabulacion 6ptimas (Hisaoka y Firlit, 1962)—.
Otra caracteristica importante es el gran tamafio (1 mm aproximadamente) y la
transparencia de sus huevos, embriones y larvas en los primeros dias tras la fe-
cundacion, permitiendo la visualizacion del desarrollo embrionario (Kimmel et
al.,1995) yla monitorizacion de moléculas trazables in vivo (Ignatiusy Langenau,
2011). Estas caracteristicas lo convierten en un organismo excepcional para el es-
tudio de los efectos del estrés, especialmente aquellos involucrando alteraciones
ambientales. En base al foco de interés del presente estudio, cabe destacar que el
pez cebra adulto puede sobrevivir en un espectro amplio de temperaturas: desde
16,5 °C hasta 38,6 °C, teniendo su 6ptimo entre 277y 28,5 °C (Feugere et al., 2021).

Tg(hsp7ol:dn-fefria-EGFP)

En este estudio, se selecciond una exposicion breve e intensa (1 h a 38°C)
aplicada a las 6 horas post fecundacion (hpf), momento correspondiente al inicio
de la gastrulacion en la especie (Kimmel et al., 1995), con el objetivo de analizar
si este tipo de estresor agudo puede alterar el desarrollo embrionario, afectando a
supervivencia, eclosion, tasas de malformaciones y comportamiento. Para reali-
zar este analisis se us6 una linea transgénica: “hsp70” Tg(hsp7ol:dn- fgfria-EG-
FP). Dicha linea presenta un gen de fusion fgfri-egfp dominante negativo bajo el
promotor de heat shock protein 70 (hsp70). La proteina Hsp70 es una chaperona
(una proteina que favorece el plegamiento de otras proteinas) que se ve sobre-
expresada en condiciones de estrés celular. Bajo estas situaciones estresantes, la
sobreexpresion celular de Hsp70 va acompanada, por lo tanto, de: 1) la expresion
de un Fgfria (receptor 1a del factor de crecimiento de fibroblastos) aberrante que
inhibe la funcién normal del receptor, por un lado y, 2) una expresién de GFP
(green fluorescent protein), por otro. Asi, la via de senalizacion de Fgf (factor de
crecimiento de fibroblastos) que se activaria gracias a la existencia de un receptor
sin alterar, se ve inhibida en este transgénico al exponer al organismo a estrés
celular, ya que es el promotor de hsp70 quien controla la expresion génica del
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receptor aberrante Fgfria. Esta via de sefalizacién es de suma importancia en la
gastrulacién ya que esta involucrada en diversos procesos cruciales en el desarro-
llo, tales como el patron de distribucion de los ejes embrionarios (Dorey y Amaya,
2010) o para la formacion del mesodermo (Ciruna y Rossant, 2001).

Objetivos

Evaluar el efecto de un choque térmico agudo aplicado durante el co-
mienzo de la gastrulaciéon en el desarrollo embrionario del pez cebra (Danio
rerio), mediante el analisis de parametros de viabilidad embrionaria, eclosion,
malformaciones y comportamiento en la linea transgénica Tg(hsp7ol:dn-fgfria-
EGFP).

Material y Métodos

Consideraciones éticas

El marco temporal en el que se desarrollaron los experimentos del pre-
sente trabajo nunca supero6 los tres dias de vida de los peces. La legislacion actual
vigente en la UE (Directiva Europea 2010/63/EU) no protege a los ejemplares de
pez cebra hasta superar los 5 dias de vida, una vez completada la organogénesis
de la especie, cuando las larvas son auténomas para su alimentaciéon (Ng et al.,
2005). No se necesitaron permisos del Comité de Bioética de la Universidad de
Leon (ULe) para la realizacion de este proyecto.

Modelos animales

El experimento se realizd6 con embriones de pez cebra (D. rerio) proce-
dentes la linea transgénica (Tg(hsp7ol:dn-fgfria-EGFP)) (Fig. 1A) que forma
parte de la colonia de peces cebra del grupo REPROMOL en el Servicio de Investi-
gacion y Bienestar Animal de la ULe. Estos embriones fueron adquiridos y trans-
portados desde el European Zebrafish Resource Center (EZRC) en Alemania.
Los ejemplares fueron criados en las instalaciones del grupo hasta tener colonias
de adultos reproductores. Los peces adultos utilizados como reproductores fue-
ron mantenidos en condiciones estandar (Westerfield, 2000). Los ejemplares se
mantuvieron alimentados dos veces al dia con pienso comercial Zebrafeed (Spa-
ros, Portugal), permaneciendo en sus tanques de estabulacion bajo un fotoperio-
do de 14 horas de luz - 10 horas de oscuridad y a una temperatura controlada de
27 + 1 °C. Para la obtencién de los embriones, la tarde previa al inicio de la réplica
experimental, se prepararon los tanques de reproduccién externos al sistema de
estabulacion, introduciendo 2 hembras y 1 macho separados por una barrera fisi-
ca (Fig. 1B). Pasada la noche, tras aproximadamente 30 min del encendido de las
luces en la sala, se retiraron barreras fisicas promoviendo el cortejo entre los pe-
ces. Tras 1-2 h, se devolvieron los peces a sus tanques y se recogieron los huevos
fertilizados con la ayuda de un colador. Tras un lavado con agua, los embriones
se pasaron con ayuda de una pipeta Pasteur de plastico a placas Petri de 55 mm
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de diametro con medio para embriones (ME: 0,137 M NaCl; 5,4 mM KCI; 0,25
mM Na2HPO4; 0,44 mM KH2PO4; 1,3 mM CaCl2; 1,0 mM MgSO4; 4,2 mM Na-
HCO3; azul de metileno 0,1 % (p/v); pH = 7,00). Los embriones se mantuvieron
en estas placas stock hasta la divisiéon en grupos experimentales.
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Figura 1. Representacion grafica del diseno experimental. A) Diagrama de la cons-
truccion génica presente en Tg(hspyol:dn-fgfria-EGFP) (el asterisco rojo represen-
ta una forma aberrante de Fgfria). B) Representacion secuencial del trabajo experi-
mental y generaciéon de grupos experimentales (entre 15 y 30 embriones por réplica
biolbgica). C) Marco temporal del experimento y parametros estudiados en cada
punto temporal. hpf: horas post fecundaciéon. HS: heat shock.

Diseno experimental

A partir de las placas stock, de cada réplica experimental se obtuvieron
dos placas (Fig. 1B). Ambas fueron preparadas con el mismo ntimero de huevos
en cada una (n = 15 - 30). Cada pareja de placas respondia a una réplica biologica,
donde una de ellas actuaba como placa control (CTRL) y la otra actuaba como
placa sometida a choque térmico (heat shock; HS). Las placas del grupo CTRL
fueron sometidas durante todo el experimento a temperatura estandar (27 + 1
°C) mientras que las del grupo HS fueron expuestas a las 6 hpf (etapas inicia-
les de la gastrulaciéon (Kimmel et al., 1995)) a 38 °C durante 1 hora. El resto del
tiempo, las placas HS se mantuvieron junto a las placas control a la temperatura
estandar en la sala del animalario (Fig. 1B). Los parametros analizados en cada
punto temporal del experimento estan recogidos en la Figura 1C. El marco tem-
poral del experimento incluy6 desde este momento de generacién de las placas
experimentales (3,5 hpf) hasta las 72 hpf, fin de la embriogénesis (Kimmel et al,,
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1995). En total se realizaron 13 réplicas biologicas. Los ejemplares incluidos en
las placas experimentales fueron seleccionados siguiendo un criterio basado en la
observacion mediante un microscopio estereoscopico (Kyowa Optical SD - 2PL).
Soélo aquellos embriones presentando un patron de desarrollo canonico (Kimmel
et al., 1995) fueron escogidos para las placas (Fig. 2A).

Supervivencia

La supervivencia se cuantifico a lo largo de tres instantes distribuidos en
el marco temporal: 24 hpf, 48 hpf y 72 hpf. Para realizar esta tarea se revisaban
las placas que contenian a los embriones a través del microscopio estereoscopico,
analizando la supervivencia mediante una comprobacién del latido del corazon
de los individuos. Al encontrar embriones muertos se retiraban de la placa con la
ayuda de una pipeta Pasteur de plastico.

Eclosion

A las 48 hpf, con la ayuda del microscopio estereoscopico, se cuantifica-
ron los ejemplares que hubieran salido del corion—la envoltura acelular que pro-
tege al embrién—, de forma prematura. Asimismo, este procedimiento se repitio
a las 72 hpf con el fin de localizar, en caso de haberlos, los embriones sin eclosio-
nar, valorando asi la tasa de eclosion en las placas a 48 y 72 hpf.

Malformaciones

El analisis de individuos malformados se realiz6 a las 72 hpf comparando
la morfologia de todas las larvas presentes en las placas con el estadio de boca
protuberante descrito por Kimmel (Kimmel et al., 1995) para este punto tempo-
ral.

Estudio de comportamiento

A 24 hpf, se cuantifico6 el nimero de movimientos por minuto que reali-
zaban los embriones en el corion a través de grabaciones de video capturados con
la ayuda de la lupa Nikon SMZ25 (cAmara DS-Ri2) y el software NISElements AR
v.6 (Nikon). El procedimiento consistié en una grabacién de un minuto por placa
en la que todos los embriones de la réplica estuvieran en campo. En una etapa
posterior, los videos fueron editados para multiplicar la velocidad cuatro veces
empleando la aplicacion de uso libre CapCut y se contabilizaron el namero de
movimientos que realizaba cada embrion de cada placa.

Andlisis estadistico

Para el procesamiento estadistico y el graficado de los datos se utilizo el
software GraphPad v8.0.1. La curva de supervivencia fue analizada con una prue-
ba de Mantel-Cox. La normalidad de todas las variables fue testada con un test de
Shapiro-Wilk. La comparacion de variables normales se realizo usando un test t
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de Student, con correcciéon de Welch en el caso de trabajar con variables con des-
viaciones estandar no iguales. La comparaciéon entre variables no paramétricas
se llevo a cabo mediante una prueba de Mann-Whitney. Se describe la n corres-
pondiente al namero de réplicas bioldgicas en cada pie de figura. En las graficas
las barras de error representan medias + error estindar de la media (SEM). Los
valores de p < 0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados

Supervivencia

El anélisis de supervivencia diaria (Fig. 2B) gener6 curvas de Kaplan-
Meier que se mantuvieron por encima del 75 % de supervivencia tanto en las
réplicas CTRL y las HS a las 72 hpf (Fig. 2C). No se reportaron diferencias esta-
disticamente significativas al comparar las curvas de supervivencia (p = 0,0722;
Fig. 2C).

Eclosion

Al analizar estadisticamente los valores de porcentaje de eclosion (Fig.
2D) a 48 hpf no se encontraron diferencias significativas (p = 0,1716), mientras
que a las 72 hpf la linea si registr6 diferencias estadisticamente significativas (p=
0,0011; Fig. 2D) siendo el valor medio la tasa de eclosion del grupo experimen-
tal HS de 67,85 + 9.162 % mientras que en el grupo CTRL se mantuvo cercano al
100 %.

Malformaciones

El anélisis estadistico de la tasa de malformaciones al final de la embrio-
génesis revelo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experi-
mentales (p = 0,0053) (Fig. 2E). El grupo HS mostré una tasa media de malfor-
maciones en las placas por encima del 35 % mientras que el grupo CTRL entorno
al 5 %. A su vez, se identificd que el tipo de malformaciones mayoritario (Fig.
2F) en el grupo control fueron malformaciones unicas (edema cardiaco, malfor-
macion esquelética) mientras que en el grupo HS las malformaciones multiples
(combinaciones de varios tipos de malformaciones en un mismo ejemplar) supu-
sieron un 93,3 % del total de fenotipos encontrados en las larvas.
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Figura 2. Impacto del choque térmico (HS) durante la gastrulacion en D. rerio.
A) Embriones a 3—3.5 hpf; asterisco rojo: ovocito no fecundado. Ch: corion; YS:
saco vitelino; Em: embrion. B) Embriones a 24 hpf: b”) abortado; b”) viable. C) Su-
pervivencia. D) Eclosion a 48/72 hpf. E) Malformaciones a 72 hpf. F) Tipologia de
malformaciones. G—H) Fenotipos a 24 hpf; en H, asterisco celeste: cola aberrante.
I-J) Fenotipos a 72 hpf; flechas: blanca, defecto esquelético; amarilla, reabsorcion
vitelina incompleta; celeste, edema; roja, microftalmia. Escala: 250 um. p < 0,0100;
ns > 0,0500. n = 13.
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El impacto del choque térmico durante la gastrulacion fue evidenciado a
las 24 hpf. Mientras que los embriones del grupo CTRL presentaron un fenotipo
canoénico a las 24 hpf (Fig. 2G), los embriones del grupo HS mostraron a lo largo
de todo su cuerpo una elevada expresion de GFP derivada del control de su expre-
sidn bajo el promotor de heat shock protein 70 (Fig. 2H). Esta fluorescencia fue
concomitante con la aparicion de colas aberrantes y desarrollo corporal afectado
al expresarse la forma incorrecta de Fgfria.

A las 72 hpf, a diferencia de las réplicas del grupo CTRL (Fig. 2I), las
larvas del grupo HS (Fig. 2J), presentaban fenotipos severos en muchos de los
casos acumulando malformaciones multiples que correlacionaban con una eleva-
da expresion de la proteina verde fluorescente en todo el cuerpo de la larva y una
reduccidn notable en el tamafio de las larvas.

Comportamiento

El analisis estadistico realizado revel6 que el tail coiling (nimero de mo-
vimientos que los embriones realizan en el interior del corion; Fig. 3A) por mi-
nuto y réplica a las 24 hpf, se vio reducido en el grupo HS (p = 0,0050; con una
media en el grupo CTRL de 3,911 + 0,4567 frente a la media de 2,214 + 0,3037 en
el grupo HS; Fig. 3B). El histograma presentado en la Figura 3C muestran una
diferente distribucién de los perfiles obtenidos en cada poblacion total de indivi-
duos estudiados, con una poblacion elevada de ejemplares sin movimientos en el
interior del corion.
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Figura 3. Impacto del choque térmico durante la gastrulacion en el comportamien-
to del pez cebra a 24 hpf. A) Secuencia de movimientos realizada por un embrion, re-
presentativa del tail coiling. B) Niumero medio de movimientos por minuto y réplica
de los embriones (test de t de Student). C) Histograma de movimientos individuales.
Escala: 250 um. ** p < 0,0100. n = 13.

Discusion

El pez cebra (D. rerio) se considera un excelente modelo animal para el
estudio del estrés durante las primeras etapas de desarrollo. Esto es debido a las
caracteristicas de sus embriones (Bedell et al., 2025), a su desarrollo embriona-
rio acelerado (Kimmel el al., 1995) y a su sistema de respuesta al estrés (Eachus
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et al., 2021). En este trabajo hemos expuesto a los embriones de pez cebra a una
temperatura supra-6ptima con el fin de estudiar como afecta este estresor du-
rante etapas clave del desarrollo temprano, desde un punto de vista fisiolégico y
morfologico.

La curva de supervivencia es uno de los indicadores mas evidentes del
desarrollo general de las progenies en peces ante estresores (Curcio et al., 2021;
Valcarce et al., 2024) y en condiciones de laboratorio estandar varia entre 70 y 90
% (Lawrence et al., 2010). El estrés térmico inducido en nuestro estudio no reveld
diferencias entre las curvas de supervivencia de los embriones en grupos CTRL y
HS (Fig. 2C) indicando que, el choque térmico analizado no tiene efectos sobre la
tasa de supervivencia en el marco temporal estudiado. En experimentos previos
con mayores periodos de exposicion al estresor, se han registrado descensos sig-
nificativos en la supervivencia tanto en condiciones de hipotermia o hipertermia.
De Souza et al. (2025) realizando una exposicion a temperaturas sub-6ptimas (22
°C durante 120 hpf) y Schnurr et al. (2014) exponiendo a los embriones a hiper-
termia durante todo el proceso de embriogénesis (34 °C, 36 °C y 38 °C desde o
hpf a 72 hpf) obtuvieron descensos significativos en supervivencia, pero en am-
bos casos, el periodo de exposicién al estresor era muy superior al de este estudio.
Es precisamente la ausencia de diferencias en la supervivencia lo que confiere un
valor anadido a este estudio, al permitir analizar los efectos fisiol6gicos y mole-
culares de estresores sutiles cuya influencia no se manifiesta en parametros tan
evidentes como la mortalidad. La eclosion de las larvas es una etapa critica en el
ciclo de vida de los metazoos y se corresponde a la liberacion de los individuos del
corion, lo que supone el final de la embriogénesis y el inicio de la etapa larvaria
(Gilbert, 2000). La eclosion en los peces ocurre cuando la morfogénesis de mu-
chos de los 6rganos rudimentarios ya esta practicamente completada, con algu-
nas excepciones que terminan su desarrollo a las 120 hpf (Kimmel et al., 1995).
Las alteraciones de la eclosiéon (retraso, inhibicién o aceleracion) en los peces
pueden ser causadas por diversos factores enddgenos y exdgenos, incluyendo los
contaminantes ambientales (De La Paz et al., 2017). El impacto de nuestro estre-
sor térmico agudo provocé una reduccion en la capacidad de eclosion a las 72 hpf
(Fig. 2D). En condiciones de laboratorio estandar, la eclosion se produce entre
las 48 hpf (los individuos méas tempranos) y a las 72 hpf (las larvas mas tardias)
(Kimmel et al., 1995). La reduccidon en la tasa de eclosion en esta especie es utili-
zada habitualmente como un indicador del impacto provocado de factores exter-
nos tales como presencia de toxicos en el medio (Li et al., 2018) o internos tales
como mutaciones en genes clave (Elabd et al., 2019). Nuestros datos, mostrando
esta reduccion de la tasa de eclosion a 72 hpf en la linea hsp7o (Fig. 2D), pueden
estar vinculados con la elevada tasa de malformaciones maltiples registrada en
este grupo experimental (Fig. 2F), provocando que las larvas se vean incapaci-
tadas para liberarse del corion. Si comparamos nuestros resultados con los ob-
tenidos por Pype et al. (Pype et al., 2015), quienes observaron una reduccion en
la tasa de eclosion al mantener los embriones con hipertermia (36,5 °C) durante
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las primeras 96 hpf, se refuerza la idea de que la eclosion es un proceso con una
dependencia multifactorial, en el que influye tanto la duracién y naturaleza del
estresor, como el tipo de la respuesta génica asociada.

Por otro lado, en nuestro estudio, la exposiciéon al estresor increment6
significativamente el porcentaje de embriones malformados superando el 35 %
de las larvas analizadas (Fig. 2E). La linea transgénica Tg(hsp7ol:dn-fgfria-EG-
FP) incorpora una construcciéon génica que explica la aparicion de fenotipos se-
veramente malformados en los embriones expuestos al choque térmico (Fig. 2F,
2H y 2J). La senalizacion celular mediada por Fgf participa en la proliferacion,
migracion y especificacién de numerosos tipos celulares (Thisse y Thisse, 2005),
siendo crucial en desarrollo y estando altamente conservada en diferentes espe-
cies (Itoh, 2007). En consecuencia, la sobre-expresion de Hsp70 media la expre-
sion del mutante negativo Fgfria en condiciones de estrés desencadenando una
desregulacion inhibitoria de las vias mediadas por este receptor. El uso de esta
linea resulta especialmente valioso, ya que permite inducir de forma controlada
una inhibicion especifica de la sefializacion Fgf mediante un estimulo ambiental
(el calor). Esto la convierte en una herramienta experimental potente para estu-
diar los mecanismos moleculares y celulares implicados en la respuesta al estrés
térmico, asi como para evaluar como la alteracion de vias conservadas del desa-
rrollo puede amplificar los efectos de estresores ambientales. En nuestro estudio
pudimos observar que a 72 hpf, ningtin individuo del grupo control present6 mal-
formaciones multiples, mientras que la mayoria de los ejemplares malformados
del grupo sometido a choque térmico las mostraron (Fig. 2F).

El comportamiento constituye un indicador del estado fisiologico y neu-
rologico de los organismos, reflejando de manera temprana los efectos de la expo-
sicion a estresores (de Abreu et al., 2021). El comportamiento de los embriones
de pez cebra se puede medir a través del nimero de movimientos que realizan
con la cola por minuto, también llamado tail coiling. Se trata de contracciones
musculares del tronco que suponen sus primeras respuestas motoras (Fig. 3A),
iniciando a las 17 hpf, alcanzando su maximo a las 19 hpf y decayendo a partir de
las 26 hpf (de Olivera et al., 2021). Por norma general, una reduccion del nimero
de movimientos por minuto en el embridn, suele estar vinculado a problemas en
el desarrollo (Zindler et al., 2019). Basandonos en lo discutido previamente en re-
lacion a la tasa de malformaciones presente en los ejemplares de la linea “hsp70”,
los resultados de la evaluacion del tail coiling es la esperada (Fig. 3B y 3C).
En esta linea transgénica, el grupo experimental HS sometido a choque térmico
muestra una reduccion muy drastica de los valores del nimero de movimientos
por minuto comparado con el grupo CTRL, no perturbado durante el experimen-
to. La expresion del alelo dominante negativo de Fgfria frente al choque térmico
induce una deficiencia severa en la locomocion tal como refleja el valor medio del
coiling. La hipoactividad registrada en las larvas de las placas HS se asemeja a la
registrada en ensayos con exposicion a ciertos neurotoxicos (Zindler et al., 2019),
lo que sugiere que un choque térmico agudo durante la gastrulacion puede ejer-
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cer un efecto comparable a un agente neurotoxico sobre el comportamiento. Este
hallazgo refuerza la relevancia del modelo empleado, ya que pone de manifiesto
su sensibilidad para detectar alteraciones funcionales sutiles derivadas de estre-
sores tempranos, consolidandolo como una herramienta util para explorar los
vinculos entre estrés ambiental, desarrollo neurologico y desempefio conductual.

Conclusiones

En resumen, nuestros hallazgos subrayan el impacto significativo de un
estresor agudo durante el inicio de la etapa de gastrulacion en el pez cebra como
organismo modelo. El choque térmico agudo empleado no afect6 a las curvas de
supervivencia durante la embriogénesis en la linea transgénica utilizada, pero
provoco una reduccion de la tasa de eclosion y un elevado ntimero de malforma-
ciones en las larvas. El analisis de tail coiling a 24 hpf revel6 que el pico de estrés
en el inicio de la gastrulacion afect6 de manera temprana el comportamiento de
los embriones. Estos resultados ponen de manifiesto que los estresores abioticos
pueden inducir alteraciones fisiologicas diversas, incluyendo las conductuales, en
vertebrados en desarrollo incluso cuando la exposicion es breve, subrayando la
sensibilidad de etapas criticas del desarrollo frente a perturbaciones ambientales.
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