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Resumen 

Creo que podria transformarme y vivir 
con los animales. j Son tan tranquilos y mesurados ! 

Me complace observarlos largamente. 
No se afanan ni se quejan de su suerte. 

No se despiertan de noche con el remordimiento de las culpas. 
No me aburren discutiendo sus deberes con Dios. 

Ninguno esta descontento, a ninguna le enloquece la 
mania de poseer cosas. 

Ninguno venera a los otros, ni a su especie, que cuenta 

con miles de afios de existencia. 
Ninguno es respetable ni desgraciado 

en toda la ancha Tierra. 

Walt Whitman



  

L Resumen 

La luz es un factor ambiental que induce cambios metabdlicos en los organismos y si es 
recibida en exceso provoca alteraciones fisiolégicas que son conocidas como estrés. El 
glutatién es un tiol que se sintetiza y es excretado, en los vertebrados, por tejidos como 
el higado y los rifiones y en los invertebrados por el hepatopancreas. Su actividad se ha 
conectado a varias funciones que incluyen, entre otras, la catalisis del metabolismo y la 
disminucion del dafio que las especies reactivas de oxigeno (ROS), generadas dentro 
del mismo organismo, provocan. Es por lo tanto un buen indicador de los niveles de 
estrés provocados, por ciertos factores ambientales, en una gran variedad de plantas y 
animales, ya que su variacién se debe, en parte, al exceso de las ROS, las cuales a su 
vez son producto de una situacién estresante como puede ser la alteracién de ciertos 
parametros luminicos como el fotoperiodo y la irradiancia. 

El objetivo de este trabajo fue el de investigar si las alteraciones en los pardmetros 
luminicos, arriba mencionados, afectan los niveles de glutatién en la hemolinfa de las 
especies de acocil P. digueti y P. clarkii. Para ello organismos de aquellas dos especies, 
en estado de intermuda, se separaron en tres lotes: el primero sometido a fotoperiodo ¢ 
irradiancia controles, el segundo a fotoperiodo 12:12 de alta y baja irradiancia y el 
tercero a fotoperiodo 20:04 también a alta y baja irradiancia. Una vez a la semana y 
para cada uno de los grupos y condiciones, se determin6 la concentracién de glutatién 
por el método de fluorescencia que utiliza o-ftalaldehido (OPT). Los resultados 
muestran incrementos, estadisticamente significativos, en la concentracién de glutatién 
cuando los lotes son sometidos a los distintos fotoperiodos e irradiancias. Alcanz4ndose 
concentraciones tan altas como 1300 y 1100 ng/mV/gr en P. clarkii y P. digueti 
respectivamente. Estos resultados parecen indicar que en condiciones extremas de luz 
se afectan las concentraciones de glutatién de manera similar a la observada en otros 
invertebrados sometidos a otras fuentes de estrés ambiental como es el caso de los 
contaminantes ambientales (Nies et al., 1991).



  

wm. Introduccién 

Todos los organismos y entre ellos los crustaceos han desarrollado diferentes estrategias 
fisiolégicas y conductuales para adaptarse a los cambios drdsticos que ocurren en sus 
ambientes y los cuales les generan cierto grado de estrés. Ejemplos de algunas de estas 
estrategias son, por ejemplo, la busqueda de nuevos habitats en donde no existan 
peligros y cambios ambientales 6 la inhibicion de las conductas reproductivas en ambos 
sexos; de manera mas especifica ocurre, también, la disminucién e incluso la detencién 
total del metabolismo durante periodos de tiempo, mas o menos largos. Esto ultimo con 
el objetivo de poder sobrevivir a las condiciones ambientales extremas, las cuales 
podrian ser letales. Los acociles estén incluidos en el grupo de los crustdceos 
decapodos, ellos suelen vivir en cuerpos de agua donde existe agua corriente, por lo que 
presentan generalmente tasas metabdlicas superiores a los organismos que viven en 
aguas estancadas. En nuestro pais existen varias especies entre las que se encuentran 

‘algunas endémicas como es el caso de Procambarus digueti. Esta es una especie que 
habita medios fundamentalmente aerobios en la regién central de México, los cuales en 
las ultimas décadas se han visto seriamente afectados debido a que los rios de esta zona, 
Si no estén contaminados por agroquimicos y otros productos, son utilizados para el 
abastecimiento de agua tanto para el campo como para las ciudades. A todo lo anterior 
se agrega el hecho de que de esta especie se ha estudiado poco y no se conoce mucho 
tanto de su ecologia como de su fisiologia. Por el contrario existen especies procedentes 
de regiones templadas e introducidas a México como lo es Procambarus clarkii. Esta y 
a diferencia de P.digueti posee una alta capacidad de adaptacién a los diferentes 
habitats y pudiera comenzar a desplazar a la primera especie, como resultado de su 
capacidad para resistir condiciones no del todo favorables en cuanto a la disponibilidad 
de oxigeno en los cuerpos acuaticos y otros pardametros ambientales. Debido a lo 
anterior se podria considerar a P.digueti como un organismo indicador de aguas bien 
oxigenadas, mientras que P.clarkii no constituiria una especie centinela en este tipo de 
ambientes (Fanjul-Moles et al., 1998). Se sabe que los cambios ambientales inducen 
respuestas adaptativas en los organismos, por lo tanto el estudiar y comprender los 
cambios inducidos por la variacién en ciertos parametros ambientales en estas dos 
especies de crustaceos permitiria conocer el alcance y /o la gravedad de las alteraciones 
a nivel del ambiente a las que estos organismos se enfrentan (Prosser, 1991). 

Por otra parte es sabido que la luz es un factor ambiental que influye de manera 
importante en las funciones de los organismos, puesto que éstos estan regulados directa 
o indirectamente por los cambios de luz que ocurren, no tan solo diariamente sino 
también estacionalmente y que son debidos a los movimientos de translacion y rotacion 
de la Tierra. Bajo condiciones naturales los organismos presentan patrones ritmicos en 
numerosos y diferentes procesos fisiolégicos. Un gran numero de animales y plantas 
presentan distintos tipos de ritmos bioldgicos y numerosas investigaciones han sugerido 
que aquellos estan determinados por relojes internos, los cuales juegan un papel muy 
importante en la fisiologia y el comportamiento tanto de las plantas como de los 
animales (Aréchiga, 1983).



  

E} papel de la luz como determinante de alteraciones metabdlicas, no ha sido estudiado 
tan a fondo como el efecto de otros factores ambientales tales como la disponibilidad de 
agua, los iones inorganicos, la contaminacién y la temperatura, entre otros. El efecto de 
la luz es relevante dados los cambios ambientales que actualmente sufren nuestros 
ecosistemas, como es el caso de la intensa deforestacién, la cual modifica bruscamente 
las condiciones de iluminacion a las que estan sometidas las especies que los habitan. 

Por otra parte, las investigaciones acerca de cémo el ambiente y las diferentes 
condiciones de vida inducen estrés en los animales, pueden ser aplicadas no solo en la 
cria intensiva, sino también para comprender las necesidades espaciales y sociales de 
los animales mantenidos en zooldgicos, laboratorios e incluso en las mascotas. Sin 
embargo, la aplicacién mas importante de estos estudios es, quiza, la de entender como 
es que las condiciones ambientales alteradas afectan a las especies naturales.



  Antecedentes 

“Querer es una gran cosa, porque la Actividad 
y el Trabajo son consecuencia generalmente 

de la Voluntad, y casi siempre el Trabajo 

va acompahiado del Exito. 
Trabajo, Voluntad y Exito 

tlenan la vida de un hombre. 
La Voluntad abre las puertas 

del Exito con brillantez y felicidad: 
el Trabajo hace pasar a través de esas puertas, 

y al final del viaje el Exito 

corona los esfuerzos realizados” 

Luis Pasteur



  
m. Antecedentes 

1.- Generalidades acerca del acocil 

a. El acocil. Habitat, habitos e importancia 

Los acociles pertenecen al orden Decapoda el mas grande de los crustaceos. Este orden 
posee 1200 géneros y 10,000 especies; la mayoria marinos. El inico decapodo de agua 
dulce perteneciente al grupo de Macrura-Reptantia (cangrejos de cola larga) es el 
acocil. A este organismo se le encuentra frecuentemente en el norte de América y se 
localiza en diferentes habitats: pantanos, ciénagas, lagos y lagunas de agua dulce. 

Estos animales se caracterizan por ser bentonicos y suelen estar mejor adaptados para 
reptar que la mayor parte de los camarones. El cuerpo tiende a estar aplanado 
dorsoventralmente. Las patas son gruesas y el primer par son unos poderosos 
quelipodos. Los pleépodos no estan adaptados para la natacién. Por lo general, los 
acociles y las langostas reptan, aunque para escapar a toda velocidad se desplazan hacia 
atras mediante poderosas flexiones ventrales del abdomen y del telson. 

Durante las primera etapas de vida postembrionaria, estos organismos viven 
principalmente en cuerpos acudticos de aproximadamente un metro de profundidad. 
Conforme van creciendo migran hacia las partes someras que Ilegan a tener 3 cm de 
profundidad. Una vez alcanzada su talla definitiva, estos animales se concentran en 
zonas donde hay mayor vegetacién, con el fin de ocultarse de los depredadores. Estos 
organismos suelen tener su mayor actividad durante la noche. 

Los acociles forman un componente integral de los ecosistemas de agua dulce y cuando 
se presentan en abundancia, pueden ejercer dafio en la vegetacién, ademas de que la 
fabricacion de madrigueras y la depredacién de otros invertebrados, son algunas de sus 
conductas mas dafiinas (Momot et al., 1978). 

Estos organismos se ven muy afectados por los metales pesados y la contaminacién por 
pesticidas y también por actividades humanas tales como los drenados y la canalizacién 
de rios. Su uso como centinelas para detectar la contaminacién por metales pesados ha 
sido recientemente propuesta y documentada (Nies et al., 1991). 

En todo el mundo, los acociles han atraido por siglos la atencién de cientificos, 
politicos y gastrénomos. Esto ultimo ha ampliado en las ultimas décadas la cantidad de 
informacién y publicaciones acerca de estos organismos, debido a que el acocil es el 
macroinvertebrado mas grande de los ecosistemas de agua dulce templada.



  

Ademas, estos organismos son comunes, como objeto de estudio, también entre los 
fisidlogos de invertebrados, en particular de aquellos que se dedican a trabajar con 
sistemas neuromusculares. P. clarkii es al parecer el acocil que con mas frecuencia se 
ha estudiado y sobre el cual se han hecho el mayor numero de investigaciones. Por el 
contrario la especie P. digueti no ha sido tan ampliamente estudiada. 

b.- Ubicacién taxonémica 

Los decapodos, a los cuales pertenecen las especies que se estudian en este trabajo, se 
diferencian de otros malacostraceos porque sus tres primeros pares de apéndices 
toracicos estén modificados como maxilipedos. Los cinco pares restantes de apéndices 
son patas, de lo cual se deriva el nombre decapoda (diez patas). 

Se reconocen dos superfamilas de acociles, la Astacoidea con dos familias y la 
Parasitoidea con una sola familia. De las tres familias de acociles, la Astacidae y la 
Cambaridae habitan en el Hemisferio Norte, mientras que la Parastacidae esta 
confinada al Hemisferio Sur. Todas las familias se distribuyen en zonas templadas. 

Existen doce géneros dentro de la familia Cambaridae, once de los cuales se pueden 
encontrar en el norte de Mesoamérica. La nomenclatura de los géneros se basa 
principalmente en la morfologia de los gonopodios sexualmente maduros del macho 
denominados petasmas. Clasificacién (Holdich y Lowery, 1988). 

Reino Animal 

Rama Arthropoda 

Clase Crustacea 

Subclase Malacostracea 

Superorden Eucarida 

Orden Decapoda 

Infraorden Astacidea 

Superfamilia Astacoidea 
Familia Cambaridae 
Género Procambarus 

Especie Procambarus clarkii 
Procambarus digueti 

c. Informacién general acerca de las especies estudiadas 

Procambarus clarkii 

Procambarus clarkii es participe de importantes cadenas alimenticias y se extrae 
comercialmente para el consumo humano. Existe, por lo tanto, un doble interés en 
P.clarkii como una especie para el andlisis ambiental ya que, por un lado, puede 
funcionar como biosensor debido a su capacidad de acumular contaminantes y porel 
otro representa una fuente importante de téxicos para el humano u organismo que la 
consuma (Nies et al., 1991)



  

En México P. clarkii es una especie introducida que proviene de regiones de alta 
latitud. Es una especie invasora ya que puede vivir en ambientes tanto aerobios como 
anaerobios y se sabe que ha Ilegado a sustituir a especies endémicas (Hogger, 1988) 

P.clarkii ha sido encontrada en habitats como lo son estanques y cuerpos de agua con 

corriente muy lenta. Es una especie excavadora y normalmente se distribuye de los 59° 
a los 28° N de latitud (Huner, 1988). Para este trabajo P.clarkii fue colectado en una 

localidad cercana a Ciudad Jiménez en Chihuahua, México (altitud 2345 m, 

latitud 27° N). 

Procambarus digueti 

Procambarus digueti, es endémico, de latitudes mds bajas (19°) que la especie anterior , 
localizandose en regiones ecuatoriales y tropicales de la parte central de la Republica 
Mexicana. Es considerada como la especie mas anciana de México y se caracteriza por 
habitar cuerpos de agua poco profundos y bien oxigenados. Las caracteristicas del 

primer par de pledpodos del macho, forma I, indican que tienen poca afinidad con las 
otras especies de Procambarus (Villalobos, 1983). Con respecto a esta especie y a 
diferencia de P. clarkii existe escasa informacion tanto ecoldégica como fisiolégica 
debido a su escaso valor comercial y a su limitada distribucién. 

2.-Morfologia Funcional y Anatomia. 

a. Tagmosis y estructura. 

Los acociles tienen el plan corporal tipico de los grandes crustdceos y son muy similares 
a otros malacostraceos de agua dulce en lo que respecta al desarrollo directo. 

Dorsalmente el cuerpo del acocil se divide en dos regiones, la anterior, que es el 
cefalotorax, y la posterior, que es el abdomen (Figura 1). Como todos los 

malacostraceos este animal presenta 20 segmentos corporales y su tagmosis es la 
siguiente: un par de anténulas, un par de antenas, la mandibula, maxilulas, maxilas, tres 

pares de maxilipedos, cinco pares de pereiépodos, de los cuales los tres anteriores son 
quelados y los cuatro posteriores estan adaptados para caminar, cinco pares de 
pledpodos, un par de urdpodos y el telson, que es postsegmental. En los machos el 
primero y segundo par de pleédpodos estan modificados para la cépula (Holdich y 
Reeve, 1988). 

Los acociles estan cubiertos de un exoesqueleto relativamente delgado y flexible, 
compuesto de una epticuticula y una procuticula, el cual cambian o mudan, cada cierto 
tiempo para permitir el crecimiento del organismo. 

b. Metabolismo y respiracién. 

La respiracion externa se refiere a todos aquellos mecanismos por los cuales el oxigeno 

es convertido en bidxido de carbono y expulsado del organismo; la respiracion interna o 
metabolismo intermedio se refiere a la suma de reacciones enzimaticas, tanto oxidativas 
como no oxidativas, por las cuales un tipo de energia, generalmente la de los alimentos,



  
es transformada en otra que pueda ser utilizada para hacer trabajo biolégico. El 
metabolismo puede ser expresado en términos de oxigeno consumido, de calor 
producido o de bidxido de carbono liberado (Prosser, 1991). 

c. Mecanismos respiratorios 

El oxigeno es necesario para proveer de energia a los procesos vitales y la 
disponibilidad de este gas impone limites en la distribucion y la sobrevivencia de los 
animales. Algunos microorganismos obtienen energia exclusivamente por medios 
anaerobios, pero todos los organismos superiores y las plantas son aerdbicos o bien 
anaerdébicos facultativos, es decir que pueden obtener energia de la glucosa también en 
ausencia de oxigeno, produciendo Acido lactico como producto final. El anterior es un 
fendémeno que ocurre comunmente en los invertebrados parasitos, excavadores (Schroff 
et al., 1980) 0 intersticiales (Schick et al., 1988). 

Lo anterior se debe a que si todos los organismos tuvieran que obtener su energia 
exclusivamente de la oxidacién aerobia su actividad locomotora se veria limitada y 
muchos de los ambientes les impondrian severos limites. Por lo tanto la vida sin 
oxigeno es posible si son usadas fuentes de energia no oxidativas. La anaerobiosis 
estricta, comun entre las bacterias, es rara entre la mayoria de los animales, pero la 
mayoria de ellos pueden usar alguna ruta no oxidativa para la produccion de energia y 
excretar u oxidar los productos resultantes. El metabolismo anaerobio o glicdlisis no 
oxidativa produce menos energia y resulta en productos incompletamente 
catabolizados, si se lo compara con la glicélisis aerobia u oxidativa. Las reacciones 
quimicas que a continuacién se presentan hacen evidente lo anterior. 

Cs5H12.0,+ 60, = 6H,O + 686Cal/mol+ CO, glicélisis aerobia 

C6Hi206 => 2CH;CH(OH)COOH + 36 Cal/mol+ CO,  glicdlisis anaerobia 
(acido lactico) 

La glicdlisis anaerobia, generalmente produce dcido ldctico, el cual puede ser 
excretado, oxidado o bien pasar a formar parte de otros compuestos. Por ejemplo, del 
Acido lactico producido por muchos animales anaerobios una pequefia parte es oxidado 
después de la anaerobiosis, mientras que el restante es reconvertido a carbohidratos, 
generalmente glucégeno. En la oxidacién anaerdbica de los acidos y otros 
intermediarios, es liberado bidxido de carbono sin la necesidad de oxigeno. 

Variaciones importantes en las vias glicoliticas anaerobias con respecto a las aerobias, 
se pueden observar sobre todo en las ultimas etapas del proceso respiratorio. En éstas 
el acido pirivico en el metabolismo oxidativo es descarboxilado y transformado en CO, 
y AcetilCoA el cual, posteriormente, entra al ciclo de Krebs. Por el contrario durante la 
anaerobiosis, el acido pirtvico es reducido para formar Acido lactico, el cual es 
excretado o bien en la presencia de oxigeno es completa 6 parcialmente oxidado, 6 
incluso puede llegar a ser reconvertido en oxigeno. Como bien podré observarse en las 
reacciones presentadas anteriormente, del metabolismo aerobio se obtiene mucha mas
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energia que del anaerobio, ya que el primero produce 38 ATPs y el segundo tan solo 2 
o bien 686 y 36 Cal/ mol respectivamente (Prosser, 1991). 

d. Organos respiratorios y la fisiologia de la respiracién en los crustaceos 

La ventilacién de los crustaceos acudticos ocurre a través de las branquias , su numero 
por segmento tordcico generalmente es de cuatro, aunque esto es variable entre las 
diferentes especies (McLaughlin, 1983). Las branquias de los acociles han sido 
estudiadas tanto desde el punto de vista estructural como funcional (McMahon, 1986). 
E] intercambio gaseoso no puede Ilevarse a cabo a través del exoesqueleto y es por ello 
que se lleva a cabo en la superficie de las branquias. Ellas poseen una gran superficie, 
una cuticula delgada y un aporte de sangre constante y abundante. 

Los acociles crean, para su mds eficiente respiracién, corrientes de agua. Estas 
corrientes respiratorias son creadas por el batir de los exopoditos maxilares o 
escafofiatitos. En Astacus astacus se ha reportado que el escafofiatito bate 
aproximadamente 90 veces en un minuto a 15 °C. (McDonald et al., 1977). 

La ventilacién en estos y otros organismos, se estimula cuando ocurre una disminucion 
en la presién parcial de oxigeno (PO,). Un ejemplo para confirmar Io anterior es el 
hecho de que cuando al acocil Astacus se le disminuyé el oxigeno de 6.6 a 2.1 ml/litro 
se observ un incremento de tres veces en su tasa de respiracién y se duplicé el 
volumen de su ventilacion (McMahon, 1986). 

Muchas especies de acociles pueden vivir fuera del agua por largos periodos de tiempo, 
debido a que, ellos pueden extraer el suficiente oxigeno para sobrevivir de sus 
compartimentos branquiales, siempre y cuando el aire que se encuentre en ellos posea 
la humedad suficiente. Esta capacidad es importante para especies cavadoras como lo 
es Procambarus clarkii que puede sobrevivir varios meses en cuevas o tuneles con 
bajos niveles de oxigeno. Si el oxigeno alcanza presiones parciales muy bajas, los 
acociles suelen emerger para llenar sus cémaras branquiales con aire fresco. Algunos 
acociles australianos son considerados, debido a sus comportamientos y a sus hébitats 
sumamente hipdxicos, como organismos terrestres (Rogers et al., 1985) 

La respiracién de los crustaceos, asi como la de muchos otros animales, comprende tres 
fases principales. Los primeros procesos ocurren por la necesidad de eliminar el biéxido 
de carbono y la necesidad aerdébica de oxigeno gaseoso. Segundo, los problemas del 
intercambio de gases entre el animal y su ambiente, asi como entre la sangre, las 
traqueas y los tejidos, establecen otro tipo de relaciones funcionales. Finalmente otro 
punto a considerar es el mecanismo interno para transportar el oxigeno y el biéxido de 
carbono desde las superficies respiratorias hasta la sangre, los érganos, los tejidos y 
finalmente el protoplasma de las células en donde y en particular dentro de las 
mitocondrias, se lleva a cabo el metabolismo como tal (Wolvekamp et al., 1960). 

Las cantidades de oxigeno y de bidxido de carbono que intervienen en el proceso 
respiratorio dependen de dos factores: 1) del substrato metabdlico y sus productos 
finales y 2) de la tasa metabdlica. El segundo factor depende de un nimero considerable 
de variables tanto internas como externas. Debido a esto ultimo los valores en el
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consumo de oxigeno son sumamente variables no solo entre diferentes especies de 
crustaceos, sino también entre los individuos de una misma especie que se caractericen 
por ocupar habitats con distintas condiciones de temperatura o que ellos mismos sean 
de diferente tamafio y sexo, que posean diferentes hdbitos o bien que se encuentren en 
etapas distintas del ciclo de muda y bajo distintas condiciones ambientales que puedan 
0 no ser estresantes para ellos. 

e. Estrés y metabolismo en crustaceos 

Se ha reportado que situaciones estresantes, en particular la referida a ciertos 
parametros luminicos, provocan en los crustaceos y en particular en el acocil una 
elevada produccién de acido lactico, lo cual indica que los organismos, como parte de 
sus estrategias adaptativas a dicho estrés, provocan un cambio interno en sus vias 
respiratorias pasando del metabolismo aerobio al anaerobio (Fanjul-Moles et al., 1998). 
Como producto de Io anterior el metabolismo general del organismo se ve alterado y 
por lo tanto sus mecanismos de defensa, sufren también ciertos cambios. 

f. Aparato digestivo 

El canal alimenticio es el aparato mas grande de la cavidad del cuerpo de los acociles. 
La mayor parte del canal esta rodeado y protegido por una capa interna de misculo 
longitudinal y otra capa externa de misculo circular y puede ser dividido en cuatro 
componentes: intestino anterior o estomodeo, intestino medio, un hepatopancreas y el 
proctodeo, formando este ultimo el 67 % de la longitud del intestino. El intestino 
anterior y el posterior estan protegidos por una cuticula que es sustituida en cada muda; 
mientras que el epitelio del hepatopancreas y el intestino medio no estan protegidos. La 
boca que se abre por arriba de las mandibulas, esta bordeada por el labrum. Aquella se 
abre en un esdfago muscular corto y vertical el cual se conecta a su vez en una gran 
camara: el estémago o proventriculo que se divide en un canal anterior o cardias y uno 
posterior o pilérico. Los nombres que se les dan a Jas partes del estémago y a la 
glandula digestiva son para algunos autores erréneos, ya que consideran que ellos estan 
dados haciendo una analogia con las estructuras de los vertebrados. Debido a ello a la 
glandula digestiva normalmente se le conoce como hepatopancreas (Dall et al., 1983). 

El hepatopancreas es un é6rgano compacto y trilobulado formado por una gran cantidad 
de ductos y tubulos. Ocupa gran parte del volumen del cefalotérax y esta en intimo 
contacto con la hemolinfa. Interviene en la sintesis y la secrecién de enzimas, en el 

metabolismo de los carbohidratos, la produccién de emulsificantes, la excrecion, el 
almacenaje de calcio y de ciertos metales pesados ademas de que es el sitio més 
importante para la sintesis y excrecién del glutatién (Monier, 1936) 

Las proteinasas, peptidasas, lipasas y amilasas que se encuentran en los fluidos 
digestivos, son derivados de las células de! hepatopéncreas. Ademds mucha de la 
comida digerida es absorbida por las células del hepatopancreas. En Oronectes limosus 
mucho del alimento digerido es absorbido por las células del hepatopancreas mientras 
que tan solo el 5% es absorbido por el intestino medio (Speck et al., 1970).
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En la especie P.clarkii el hepatopancreas juega un papel fundamental en el 
metabolismo del GSH y por lo tanto en la proteccién de los efectos negativos de ciertos 
agentes contaminantes como es el caso del cadmio (Cd 7*) el cual, es removido por el 
GSH evitando asi que dicho metal dafie a las células de los organismos (Almar et al., 
1987). El estudio anterior aunado a otras observaciones han demostrado la sensibilidad 
del hepatopancreas de P.clarkii a diferentes contaminantes (Nies et al., 1991), por lo 
que se le ha propuesto como una especie marcadora de la contaminacién ambiental 
(Comittee on Methods for Toxicity Tests with Aquatic Organisms, 1975). 

Finalmente puede decirse que el hepatopancreas es un organo sumamente versatil y 
algunas de sus funciones estan bajo control neuroendocrino. 

g. Alimentacién 

Los decapodos exhiben una amplia variedad de hdbitos alimenticios y consumen 
diversos tipos de alimento, aunque en su mayor parte combinan la alimentacién 
herbivora con la ingestién de carrofia. La importancia relativa de los dos habitos varia 
segin la especie y también segin el alimento disponible. Casi todas las especies 
dulceacuicolas y terrestres asi como algunas formas marinas, son herviboras. 

h. Aparato circulatorio 

EI sistema circulatorio del acocil es de tipo abierto, las arterias que salen del corazén 
irrigan directamente a senos y lagunas y no existen venas como tales para regresar la 
hemolinfa al corazén. (Mainard, 1960). El corazén del acocil se sitta por debajo de la 
division cardiaca del caparazon. Este es un saco unico, muscular, de una sola camara 
hexagonal y esta suspendido en un seno pericardico por seis ligamentos conocidos 
como la alae cordis. 

La hemolinfa el liquido corporal de los crustaceos contiene una proteina conocida con 
el nombre de hemocianina, la cual es la responsable del transporte de oxigeno a través 
de todos los tejidos y érganos de los crustéceos. Usualmente la hemolinfa incluye dos 
componentes, el plasma y los corpusculos. Su volumen es variable pero generalmente 
representa entre el 10 y el 48% del peso corporal (Ragnekar, 1954). El volumen de 
hemolinfa no es constante durante el crecimiento ya que al parecer éste decrece a 
medida que el volumen de los tejidos incrementa (Drach, 1939). 

La hemolinfa es bombeada al abdomen por medio de una arteria dorsal que emerge de 
una arteria bulbosa situada en la cavidad pericardica, de esta Ultima otra esternal pasa 
ventralmente a la izquierda del intestino y atraviesa el cordén nervioso ventral entre el 
tercero y el cuarto ganglio toracico. Esta ultima se conecta con las arterias ventrales 
toracica y abdominal. Después de varias divisiones todas las arterias se abren a un 
espacio hemocelémico que rodea a la mayoria de los érganos. La hemolinfa 
eventualmente se colecta en un gran seno esternal que se encuentra debajo del sistema 
toracico del endofragma para posteriormente ser llevada, mediante el bombeo del 
coraz6n, a las branquias donde el intercambio gaseoso se lleva a cabo. Esto ultimo
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requiere de una actividad coordinada del corazén y del escafofiatito, siendo que los dos 

responden directamente a la tensién de oxigeno en la sangre. 

Algunas especies de acocil, frecuentemente, experimentan niveles muy bajos de 
oxigeno en sus ambientes, particularmente si son excavadores. En esas circunstancias 

ellos suelen abandonar aquel ambiente hostil o compensar aquellos niveles tan bajos de 

oxigeno. Se ha observado que Austropotambius pallipes migra, de aguas someras e 
hipoxicas a 15 °C al aire y se mantienen voluntariamente expuestos a esta iltima 

condici6n por largos periodos de tiempo. El resultado de lo anterior es una acidosis muy 
marcada en la hemolinfa, debida a la acumulacién de bidxido de carbono y Acido 

lactico; sin embargo el pH retoma sus valores normales cuando el animal vuelve a 

sumergirse (McMahon, 1986). 

La especie Orconectes rusticus posee un tipo de receptores sensitivos en las branquias, 

los cuales le permiten detectar la presencia de agua hipéxica en las camaras 

branqutales. La respuesta a las condiciones hipéxicas consiste en incrementar el flujo de 
sangre y el batido del escafofiatito, que incrementa el flujo de agua entre las branquias. 

Algunas especies de acocil son consideradas terrestres ya que se hallan bien adaptadas 
para respirar aire (McMahon, 1986). 

i. Recepcion de estimulos y sistema nervioso 

Sistema nervioso en los acociles 

EI sistema nervioso del acocil adulto es ganglionar, esta formado por dos cordones 
nerviosos ventrales que unen varios ganglios en forma de escalera, estos son: el ganglio 
cerebroide 6 supraesofagico, el ganglio subesofagico, cinco ganglios tordcicos y seis 
ganglios abdominales, de cada ganglio se desprenden los nervios que innervan los 
diferentes apéndices y los 6rganos que componen cada uno de los segmentos corporales 
de estos organismos (Figura 2). El ganglio cerebroide se divide en tres regiones: a) el 
protocerebro, que innerva la regién Optica; b) el deuterocerebro, que innerva a las 
antenulas y c) el tritocerebro, que inerva antenas e intestino (Mainard, 1965). 

Con el fin de poder entender de una mejor manera los mecanismos involucrados en la 
recepcion, transduccién y transimision de los estimulos luminosos a los que estos 

organismos suelen estar sujetos, a continuacién se presentara una breve descripcién de 
la anatomia del sistema nervioso central de los acociles. 

Recepcién sensorial 

Todas las especies animales son sensibles de distintas formas a los cambios del medio 
ambiente y a los cambios que ocurren en su propio organismo. Desde niveles muy 
inferiores de la escala filogenética se han desarrollado estructuras especializadas para el 
procesamiento de modalidades especificas sensoriales y a éstas se les ha denominado 

Organos sensoriales 0 receptores sensoriales. El mecanismo de transduccién de la 
informacion sensorial involucra la adecuacién de una forma de energia, fotones en la 
retina, energia mecanica en la céclea, etc., a la de energia bioeléctrica y a este proceso 
se asocia el de codificacién neuronal, que es el paso de la informacion desde los
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receptores hacia las fibras aferentes primarias y de estas al sistema nervioso central 
(Eckert y Randall, 1995). 

Anatomia del lébulo dptico de crustaceos 

E! acocil presenta ojos de tipo compuesto, pedunculados, localizados en la posicién 
anterodorsal del cuerpo y separados por el rostro. La cérnea del adulto es de 
aproximadamente 60 4M de ancho. Posterior a aquella se localiza la retina, por debajo 
de la cual se encuentra un espacio vascular, al que le sigue un neurdpilo al que se le ha 
Hamado ldmina ganglionaris. En seguida se encuentran tres neurépilos bien definidos: 
los cuales son: la médula externa, la médula interna y la médula terminalis (Mainard, 
1962). 

En el adulto la lamina ganglionaris y las médulas estan constituidas por una region 
fibrosa central formada por fibras nerviosas, glia y algunas neuronas, conocido como 
neurdpilo y una region periférica formada por células nerviosas con diferentes 
caracteristicas, como las neurosecretoras de tipo I (presentan granulos de 1000-1700 A 
de diametro) o las de tipo II (contienen granulos de 1500-2000 A). En posicién anterior 
y hacia un costado de la médula terminalis, aparece el cuerpo hemielipsoidal, que es un 
neurépilo glomerular. 

Hay dos quiasmas, el externo que se encuentra entre la médula externa y la interna, y el 
interno que se localiza entre la médula interna y la terminalis; entre la médula externa y 
la interna, se encuentra un conjunto de terminales axénicas, rodeada de senos venosos, 

la glandula sinusal y hacia la regién frontal lateral interna de la médula terminalis esta 
el organo-X constituido por células neurosecretoras, cuyos axones terminan formando 
la glandula sinusal; por ultimo, de la médula terminalis sale el tracto éptico, 6 también 
llamado nervio dptico, que Hlega al ganglio cerebroide (Sandeman, 1990). (Figuras 3 a y 
3b) 

Retina 

La retina esta compuesta por 2500 omatidias, que son las unidades basicas de la 
fotorrecepcién. Los fotorreceptores son células sensibles a la luz y son las encargadas 
de transducir la informacién luminosa que los organismos reciben del medio que los 
rodea convirtiéndola en informacién eléctrica que, posteriormente, viaja directo hasta el 

cerebro. 

Cada omatidia es un elemento dptico individual en el que las estructuras especializadas 
en la absorcién de luz se encuentran en el centro (Shaw et al., 1982). La superficie 

externa de cada omatidia esté cubierta por una cornea, ésta forma el limite optico entre 
el medio ambiente liquido 0 gaseoso y el medio acuoso que constituye el cono 
cristalino, este cono es la estructura éptica que conduce la luz hacia las células 
fotorreceptoras. La luz incidente, después de pasar a través de la cémea y el cono 
cristalino, es absorbida por el rabdémero. Los rabdémeros, a su vez, estan formados por 
miles de invaginaciones de la membrana de las células retinulares conocidas con el 
nombre de microvilli o microvellosidades. Cada omatidia se forma de ocho de aquellas 

células; las microvellosidades de siete de ellas (R1-R7), forman un rabdomo central 
constituido por la unién de los rabdomeros individuales, la octava célula retinular no 
contribuye al rabdomo principal, sino que forma un rabdomo pequefio, que 
probablemente actia como un filtro de luz, antes de que ésta fllegue al rabdomo
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principal. El rabdomo es una estructura especializada de captacién de fotones (Nassel, 

1992). Los axones de las células retinulares, que estan rodeados de senos venosos, se 

extienden hacia la membrana basal por debajo de la cual se encuentra la lamina 
ganglionaris. 

Pigmentos accesorios 

El rabdomo principal contiene altas concentraciones de un pigmento fotosensible, la 
rodopsina, el cual puede ser convertido por ciertas longitudes de onda (500-600 nm) a 
metarrodopsina, también fotosensible. El pigmento que se encuentra en el rabdomero 
accesorio presenta una sensibilidad que se ha asociado a la luz azul y particularmente al 
violeta (Goldsmith, 1972). 

Otro tipo de pigmentos accesorios son: el pigmento proximal, que esta en las células 
retinulares, el pigmento distal en las células pigmentarias distales,; y un pigmento 
reflector de la luz, en las células del pigmento reflejante. A éstas ultimas también se les 
llama células del pigmento secundario o células del tapetum, y est4n situadas en la 
membrana basal (Page et al., 1975). 

Los cambios de sensibilidad a la luz-obscuridad de los componentes oculares son el 

resultado de procesos fotoquimicos, neurales y fotomecanicos. En las omatidias las 
adaptaciones fotoquimicas y neurales estan relacionadas intrinsecamente con 

propiedades de las células retinulares y con otras células extrarretinulares. La 
adaptacion fotomecdnica principal incluye ciertos cambios morfolégicos en células 
retinulares asi como movimientos reversibles de granulos de los pigmentos accesorios. 
Cuando los animales estan expuestos a la luz, los pigmentos se dispersan a lo largo de 

la omatidia evitando la entrada de luz, y cuando el animal se encuentra en obscuridad se 
retraen permitiendo su entrada. Asi, la redistirbucién de los pigmentos accesorios 
contribuye a controlar la apertura del campo de visién de cada omatidia (Goldsmith, 

1972). 

J. Sistema enddcrino 

En los crustaceos muchos de los procesos fisiolégicos y del desarrollo estan bajo el 
control de las hormonas (Cooke et al., 1982). El sistema enddcrino de los acociles 
produce tres tipos de hormonas: a) las neurohormonas; b) las hormonas de las glandulas 

epiteliales como Io es la glandula Y; la glandula androgénica y las ovaricas y c) las 
feromonas. 

Entre la médula externa y la interna, hacia la regién lateral externa, se encuentra un 

conjunto de terminales axénicas rodeada de senos venosos, la glandula sinusal, y hacia 
la regién frontal lateral interna de la médula terminalis esta el 6rgano-X constituido por 
un conjunto de células neurosecretoras, cuyos axones terminan formando la glandula 

sinusal. 
La glandula sinusal y el 6rgano-X, constituyen el organo de almacenamiento y de 

liberacién, respectivamente, de las neurohormonas responsables de la regulacién de las 

funciones metabélicas que permiten la adaptacién ambiental; como la regulacién de 

azicar en la hemolinfa, la adaptacién a la luz o la muda, entre otras (Rudolph et al., 
1990).
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Ademas estas estructuras se han propuesto como regiones fundamentales para la 
regulacién de la posicién de los pigmentos retinianos y tegumentarios, la muda e 
incluso de algunos ritmos circadianos. 

De manera mas especifica es sabido que la glandula sinusal interviene en las respuestas 
metabdlicas de estos organismos, ya que contiene una substancia que incrementa la 
concentracién de glucosa en la hemolinfa. Hace tiempo se le dio el nombre de factor 
diabetogénico (Abramowitz et al., 1944)y sin embargo hoy es conocida con el nombre 
de hormona hiperglicemiante de crustaceos (CHH). 

Es conocido que la estimulacién de los procesos de muda esta bajo el contro! de una 
hormona producida en el érgano Y, formado, éste ultimo, por un par de glandulas 
epiteliales y localizado en la base de cada maxila. Los érganos Y son también 
necesarios para el desarrollo de los ovarios y producen las hormonas que determinan las 
caracteristicas sexuales de las hembras tanto permanentes como temporales.
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Figura 1.- Esquema de la tagmosis del acocil. CT, cefalotorax; A, abdomen; 1-5, 
pereiépodos; I-VI, segmentos abdomianles debajo de Jos cuales se localizan los 
pleépedos; U, urdpodos; T, telson.
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Figura 2. Esquema de la cadena ganglionar en el acocil. CT, cefalotérax; AB, abdomen; 
GC, ganglio cerebroide; GS, ganglio subesofagico; T1-TS, nervios toracicos | a 5; Al- 
A6, nervios abdominales | a 6. (Redibujado de Sandeman, 1982). 
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  Figura 3a.-Esquema del lébulo éptico del acocil 
adulto.R, retina; LG, lamina ganglionaris; QE, 
quiasma externo; QI, quiasma interno; MI, médula 
interna;MT, médula terminalis, TO, tracto 6ptico; 
GS, glandula sinusal; O-X, organo X; H, cuerpo 
helipsoidal (Redibujado de Sandeman et al. 1988). 

    

Figura 3b. - Esquema de omatidia. eccornea; ce células corneégenas; eecélulas del cono 
cristalino; pd, pigmento distal; pp, pigmento proximal; cr nucleos de las células 
retinulares; r, rabdomo; t, células del tapetum; mb, membrana basal; a, axones de las 
células retinulares. (Redibujado de Waterman, 1961)
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3.- Estrés 

a. Definicién 

El estrés 6 Sindrome de la Adaptacién General es la prolongada capacidad que posee 
un organismo de adaptarse a una fuente de dafio potencial o desequilibrio homeostatico. 

Existen tres sentidos en los que el termino estrés ha sido utilizado: el primero, se refiere 
a la tensién aplicada a un organismo; el segundo, para describir las respuestas 
fisiolégicas que se producen como respuesta a esa fuerza y el tercero, en un contexto 
fisioldgico, para describir la capacidad de convivir con ciertos eventos ambientales. 

En la biologia y la psicologia, el termino estrés ha sido utilizado de muy diversas 
maneras. Quiza la mas sencilla se explique con la analogia de un pedazo de metal al 
cual se le aplica una cierta fuerza, si esta ultima es demasiada se provocaré una 
deformaci6n en el metal que puede ser cuantificada. Implicita en esta analogia se 
encuentra la idea de que aquel estrés puede llegar a ser intolerable; llegando a un punto 
maximo, por lo que se asume que un organismo que sufre de algun tipo de estrés severo 
puede sufrir un dafio fisiolégico sumamente importante. 

b. Respuesta bioldgica al estrés 

Para que un animal pueda sobrevivir, debe de ser capaz de mantener su ambiente 
interno dentro de ciertos limites que estén generalmente determinados por su 
informacion genética. Un estimulo externo que desafie a la homeostasis puede ser visto 
como un factor estresante y los cambios en las funciones biolégicas que ocurren cuando 
el animal intenta mantener su homeostasis constituyen la respuesta del animal a dicho 
estrés. El animal, debe, por lo tanto, ser capaz de distinguir que estimulos provocan una 
alteracion a la homeostasis y entonces hacer los ajustes necesarios a su maquinaria 
biolégica, 1a cual proveera de la mejor defensa en contra del dafio que se le esta 
provocando. 

Un ejemplo de respuesta bioldgica al estrés, en organismos superiores, es el incremento 
en la secrecién de glucocorticoides por parte de la corteza de las glandulas 
suprarrenales. De manera mas precisa, lo que sucede cuando el organismo se enfrenta a 
una situacion estresante es que en la hipéfisis anterior se produce una mayor cantidad 
de hormona adrenocorticotrépica (ACTH) la cual acta activando a la corteza de la 
glandula suprarrenal. Los glucocorticoides secretados por esta ultima glandula ejercen 
su accion sobre el higado en donde se aumenta la sintesis de las enzimas que 
promueven la gluconeogénsis (sintesis de glucégeno a partir de sustancias distintas a los 
carbohidratos). La glucosa es liberada provocando un incremento de sus 
concentraciones en la sangre, lo cual puede ser utilizado en los organos y tejidos que lo 
requieran para solventar el estado de estrés en el que se encuentran. En el caso de los 
crustaceos las situaciones estresantes producen la activacion de la glandula sinusal, lo 
cual, a su vez, provoca que la secrecién de hormona hiperglicemiante (CCH) se 
incremente y por lo tanto lo hagan los niveles de glucosa en la hemolinfa.
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De esta manera y cuando se consideran los efectos de los estresantes ambientales, las 
respuestas del cuerpo, que incluyen la movilizacién de energia pueden, en la mayoria de 
los casos, ser vistos como una preparacién para la reparacién del peligro o del dafio 
fisico. 

Por lo tanto, soportar 0 convivir con una situacién peligrosa es de hecho la funcién de 
las respuestas fisiologicas que constituyen la reaccién de estrés. Todas las respuestas 
que se observan ya sean fisiolégicas o conductuales pueden ser vistas como adaptativas 
debido a que ellas tienden a minimizar y/o eliminar casi cualquier tipo de condicién 
ambiental anormal 6 dafio al que pueda estar sujeto un determinado organismo. 

4.- La luz y los organismos 

a. Efectos biolégicos sobre el metabolismo animal 

La sensibilidad a la energia electromagnética de longitudes de onda que van desde el 
ultravioleta hasta el infrarrojo es una funcidn adaptativa de los crustdceos y en general 
de casi todos los organismos que habitan este planeta. 

A pesar de ello la luz, como un agente estresante que afecte las funciones normales de 
un organismo y que por lo tanto limite su distribucién, ha sido poco investigado. A 
pesar de lo anterior, es claro, que bajo condiciones naturales, los animales estén 
sometidos a numerosas variaciones ecoldgicas como lo son por ejemplo: las diferencias 
en la temperatura del agua en la que viven y la concentracién del oxigeno disuelto en 
ella, asi como también a cambios constantes de la cantidad ¢ intensidad de luz que Hega 
hasta los lugares donde suelen refugiarse (Seliger et al., 1965). 

b. Estrés foto-oxidativo 

La produccién de ROS (especies reactivas de oxigeno, reactive oxigen species por sus 
siglas en inglés) debido a la luz se conoce como estrés foto-oxidativo. Este ultimo 
puede ocurrir de dos maneras: 1) por la donacién de energia o de electrones al oxigeno 
como resultado de la actividad fotosintética (en las plantas) 6 2) como resultado de la 
exposicion de los tejidos a la luz ultravioleta (Foyer et al., 1994), 

De las dos anteriores es la ultima la que mas nos interesa ya que los organismos con los 
cuales trabajamos también se enfrentan al tipo de radiacién antes mencionada. 

Los autores arriba citados sugieren, también, que la foto-oxidacién ocurre con mucha 
mas intensidad cuando el organismo se enfrenta a otros tipos de estrés como Io son: la 
contaminacién ambiental 6 por pesticidas y las bajas temperaturas. Lo anterior provoca 
una serie de alteraciones en el metabolismo haciendo que niveles normales de luz 
resulten excesivos.
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c. Efectos de la luz sobre el metabolismo de los Crustaceos 

En cuanto a los crustaceos se ha reportado que la tasa metabdlica del acocil parece ser 
afectada por cambios en la temperatura y concentracién de oxigeno, pero la influencia 
de la luz en los parametros metabdlicos de la clase Decapoda ha sido desde siempre un 
tema muy controversial. Se han reportado, por ejemplo, cambios importantes en el 
consumo de oxigeno de ciertos cangrejos que fueron sometidos a diferentes longitudes 
de fotoperiodo, mientras que efectos no significativos de esta variable sobre la tasa 
metab6lica del acocil Orconectes nais también fueron reportados (Rice et al., 1974). A 
pesar de ello, se sabe, que la actividad de los acociles esta regulada por la presencia 0 
ausencia de luz y que tanto la muda como la reproduccién, al parecer, estan reguladas 
por el fotoperiodo (Penn, 1943). Finalmente habria que afiadir que un efecto mas de 
este importante pardmetro ambiental, es la induccién que éste tiene sobre la tasa de 
crecimiento y la maduracion gonadal, en particular en la especie de acocil Procambarus 
clarkii (Castanén-Cervantes et al., 1995). 

5.- Oxigeno. 

a. Gas crucial para la vida 

La evolucién quimica comenzé cuando Ia Tierra poseia una atmdsfera reductora y la 
sintesis temprana de compuestos organicos ocurrié bajo condiciones anaerdébicas. Asi, 
el metabolismo aerdbico siguié al anaerdbico y el primero aunque menos universal es 
mas eficiente. Algunos microorganismos atin obtienen su energia exclusivamente por 
metabolismo anaerobico pero todas las plantas y animales lo hacen aerdbicamente 
aunque conservan algunas de las enzimas de las vias anaerdbicas. (Prosser, 1991) 

Algunos animales cambian, por breves periodos, de un metabolismo aerdbico a uno 
anaerdébico (como los animales que respiran aire y que en ciertas ocasiones bucean, los 
que realizan un ejercicio muy intenso o los que caen en periodos de anoxia). Ha sido 
observado que algunos animales después de un periodo de hipoxia, muestran un 
incremento en el consumo de ©, para restituir la deuda metabdlica. 

Ciertos animales, después de un periodo de anaerobiosis, muestran un incremento en el 
consumo de oxigeno en proporcion 6 incluso mayor que el déficit acumulado y no 
excretan nada de los acidos acumulados. Otros pagan, sélo en parte la deuda de oxigeno 
y otros no la pagan y excretan todos los acidos formados durante aquel periodo de 
anaerobiosis. La capacidad de acumular los productos finales del metabolismo 
anaerobio representa una adaptacion importante de los animales expuestos durante 
largos periodos de tiempo a condiciones de anoxia frecuentes. 

Frecuentemente, sucede también que los animales sobreviven largos periodos de 
anaerobiosis en una relativa inactividad y cuando se restablecen las concentraciones 
normales de oxigeno se vuelven hiperactivos, lo cual incrementa su consumo de 
oxigeno. Este comportamiento también ha sido observado en invertebrados (Ross, 
1983).
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b. Factores que regulan el consumo de oxigeno. 

La tasa en el consumo de oxigeno de los organismos esta influenciada por la 
temperatura, el tamafio del cuerpo, el momento en el ciclo de vida, la estacion y la hora 
del dia, asi como por el fotoperiodo y la herencia. 

Muchos organismos muestran ritmos diurnos y lunares en el consumo de oxigeno, que 
persisten en condiciones de laboratorio cuando se mantienen controladas la 
temperatura, la luz y la presién. 

EI fotoperiodo también puede afectar el metabolismo. Se reporté que Pachygrapsus en 
un periodo de 8 hrs de luz consume 55% mas oxigeno que cuando se encuentra en uno 
de 16 hrs y en ciertos peces el consumo de oxigeno fue mayor cuando se hallaban en un 
periodo de luz de 9 hrs que cuando se sometieron a uno de 15 (Whitemore et al., 1960). 

c. El oxigeno como un tdéxico 

Los animales poseen elaborados mecanismos para prevenir que el O, celular sea 
demasiado bajo. De manera contraria, un dafio celular puede también ocurrir cuando 
existe un exceso de oxigeno. Cuando se elevan los niveles de oxigeno se produce dafio 
celular, que en ocasiones es irreversible (Tarr et al., 1993). 

Las células pueden morir debido a la presencia de grandes cantidades de oxigeno. Por 
ejemplo algunos pardsitos intestinales como Ascaris muere en 30 o 60 minutos si se le 
coloca en un ambiente con 100 % de oxigeno (Fox, 1955). 

Ademas de los parasitos, muchos otros animales de vida libre que viven en regiones con 
baja concentracion de oxigeno pueden ser sumamente afectados con concentraciones 
elevadas de este gas. Por ejemplo las larvas de los chironédmidos (C.plumosus) y el 
ostracodo del género Heterocypris viven bien en un ambiente con oxigeno al 4%, 
resisten un tiempo més corto en uno con 21% y mueren en 2 0 3 dias cuando son 
expuestos a un ambiente con 100% de este gas (Fox, 1955). 

En el caso de los mamiferos, el tiempo para que murieran el 50% de animales 
sometidos a | atm de O, en las ratas fue de 3 dias, en los ratones de 5, en los pollos de 9 
y en las codomices de 14. Ciertos hamsters mantenidos en ambientes con niveles altos 
de O, mostraron degeneracién retinal y dafio en el epitelio germinal de los testiculos. 
Las divisiones celulares de los protozoarios se detienen en ambientes con exceso de Oy. 
La gente que hace buceo y que respira O, puro muestra indudables signos de 
intoxicacién por éste gas (Prosser, 1991). 

Puede decirse que los efectos del oxigeno puro se parecen a aquellos de la radiacion 
ionizante. La base de este supuesto se debe a que la ganancia de un electron, es decir, la 
reduccién del O,, genera un super 6xido (O,). El exceso de electrones puede provenir 
de varias fuentes, entre las que se encuentran las moléculas autooxidables como lo son 
las catecolaminas, las oxidorreductasas y de los organelos subcelulares como 1a 
mitocondria, el reticulo endoplasmico, el nucleo y los cloroplastos (Prosser, 1991).
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En todos los sistemas bioldgicos, el 0, sufre una segunda reducci6n, transformandose 
en una molécula de H,O, (perdxido de hidrégeno), la cual es dividida en dos radicales 
OH por la catalasa, una enzima. Las anteriores y otras formas de QO, activado, 
constituyen lo que hoy se conocen como especies reactivas de oxigeno (ROS). Los 
radicales OH son una de las formas mas reactivas que existen de los anteriormente 
mencionados ROS y entre sus efectos mas deletéreos estan: la oxidacién de proteinas, 
del ADN, de los esteroides y la peroxidacién de los lipidos no saturados de las 
membranas celulares. Algunos otros efectos celulares son la oxidacion de las coenzimas 
sulfhidrilos tales como la CoA, la inactivacién de las enzimas SH, la peroxidacién de 
los lipidos y la oxidacién de varios intermediarios que contengan grupos SH. Lo 
anterior es lo que se conoce como estrés oxidativo endégeno. 

Para contrarrestar la presencia de los radicales libres, las células cuentan con una serie 
de antioxidantes como lo son el glutatién, las catalasas, la vitamina E, entre otros, cuya 
funci6n fundamental es proteger los compuestos o moléculas, que contienen azufre, de 
la auto-oxidacion. 

6.- Glutatién 

El glutatién es un péptido que provee a las células de un ambiente reductor, es un 
componente fundamental del sistema antioxidativo que defiende a la célula en contra de 
los efectos téxicos del oxigeno y de muchos otras sustancias y moléculas tanto 
exdégenas como enddgenas (Dolphin et al., 1989). 

a. Antecedentes histéricos 

E] glutatién fue encontrado por primera vez por J. de Rey-Pailhade (De-Rey-Pailhade, 
1888); esta “sustancia” a la cual el llamo philotién tenia la propiedad de hidrogenar a 
los sulfuros que entraban al organismo y prevenia su oxidacién (Meister et al., 1983; 
Larson et al., 1983). 

En un principio se crey6 que la substancia (philotién) era un dipéptido compuesto por 
acido glutamico y cisteina. En aquella época pudo establecerse que la substancia era 
autoxidable y que actuaba en diversos momentos ya fuera como aceptor de hidrégeno 6 
de oxigeno. 

Algunos afios mas tarde y después de numerosos analisis se llegd a la conclusion de que 
aquella proteina era un tripéptido constituido fundamentalmente por acido glutamico, 
cisteina y glicina. 

b.Nomenclatura. 

Ei glutation existe en cantidades variables en todos los tejidos y se puede encontrar en 
dos formas: reducida y en cuyo caso la formula esquematica es R-SH y oxidada 6 R-S- 
S-R. Los términos glutation reducido y glutatién oxidado son comtnmente expresados 
como GSH y GSSG, respectivamente. 
E] glutatién oxidado se forma por la unién de dos moléculas de GSH las cuales han 
donado o perdido sus hidrégenos, es decir: GSH + GSH = GSSG + 2H.
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Ha sido reportado que en Ios tejidos de ciertos mamiferos, el glutation esta presente 
sobre todo en su forma reducida, en concentraciones que alcanzan hasta los 3100 pe/g 
de tejido, mientras que el GSSG se encuentra en concentraciones mucho menores que 
van de 0 a 244 ug/g de tejido (Tietze, 1969). 

c. El glutation reducido como antioxidante 

El GSH es un tripéptido compuesto de tres aminodcidos: cisteina, dcido glutdmico y 
glicina. Unidos, estos aminodcidos, proveen a la célula de un compuesto esencial que 
lleva a cabo una gran variedad de funciones como parte del sistema natural de defensa 
en contra de las ROS y de los radicales libres, los cuales como se mencionaba 
anteriormente son continuamente producidos en los tejidos de los organismos aerobicos 
(Larson, 1983). Existen amplias evidencias de que el GSH tanto en invertebrados como 
en vertebrados es un importante protector en contra del estrés oxidativo, el cual, es 
producto tanto de fuentes endégenas, propias del organismo (Lash et al., 1986) como de 
aquellas exdégenas tales como algunos componentes de la dieta y numerosos 
contaminantes ambientales. 

Un exceso en la produccién de estos radicales, en especial del altamente téxico radical 
hidroxilo (OH), provoca un dafio indiscriminado a la mayoria de las macromoléculas 
que constituyen a un organismo, entre las que se encuentran el ADN, las proteinas y los 
lipidos de membrana (Halliwell et al., 1992). Para resistir este dafio, los organismos han 
desarrollado una serie de mecanismos de defensa antioxidativos tanto enzimaticos 
como no enzimaticos. Los mecanismos no enzimaticos incluyen, entre otros, a las 
vitaminas E y C, al glutation (Dylock, 1995) y a un gran numero de quelantes de hierro 
como la ferritina (Halliwell et al., 1992), mientras que en las defensas enzimaticas se 
incluye a la superdxido dimutasa (SOD), a la glutatién peroxidasa (GSH-Px), la 
glutatién reductasa (GSH-Rd) y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Singh et al., 
1990), 
La segunda y tercera de las enzimas mencionadas anteriormente intervienen en el ciclo 
REDOX del glutatién. La GSH-Px oxida al glutatién reducido cuando transmite el 
poder reductor del GSH a los peréxidos téxicos endégenos 0 exdgenos presentes en el 
organismo, mientras que la GSH-Rd restaura la condicién del glutatién reducido. 

De manera més especifica, los radicales libres con la ayuda la enzima SOD (superdxido 
dimutasa) son unidos al agua dando como resultado la formacién de perdxido de 
hidrogeno (H,O2). El GSH o giutation reducido es utilizado por la glutatién peroxidasa 
(GSH-Px), una enzima selenio-dependiente, para restarle poder oxidativo a los 
perdxidos de hidrégeno. En este proceso el poder oxidativo que estas moléculas poseen 
es transferido al glutation oxidado o GSSG y aunque este ultimo ain tiene un cierto 
poder oxidativo es significativamente mucho menor que el del perdxido de hidrégeno. 
EI GSSG es reciclado por la enzima glutatién reductasa (GSH-Rd) usando una molécula 
de NADPH (dinucleétido de niacina-adenina-fosfato reducido). En este proceso, el 
NADPH es transformado a NADP+ (la forma oxidada del NADPH) y asi se regenera el 
GSH que puede volver a ser utilizado para restarle toxicidad al peréxido de hidrégeno y 
a otras especies reactivas de oxigeno. Para mantener este ciclo funcionando es 
necesario contar con ATP (adenosin trifosfato), es decir, con energia celular. Esta es 
utilizada para reducir el NADP+ que se produce cuando los hidrégenos del NADPH son 
tomados para reducir al GSSG. (Figura 4)
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El glutatién como parte de la defensa antioxidativa interviene también en contrarrestar 
la peroxidacién de los lipidos de membrana, que son resultado del estrés oxidativo. Esta 
ultima situacién provoca la aparicién de especies reactivas de oxigeno, generadas a su 
vez, por la utilizacién de vias aerébicas por parte de los organismos. El GSH, al actuar 
como un donador de hidrégeno, contribuye a la reduccién de los peroxidos de 
hidrégeno sirviendo asi ,como un mecanismo inhibidor y reparador del dafio provocado 
por la peroxidacién lipidica. 

d. Funciones principales del GSH 

El GSH es un péptido multifuncional que ademas de jugar un papel fundamental como 
antioxidante participa en otros procesos como lo son la sintesis de proteinas y de los 
nuclétidos, el transporte de las primeras, la actividad enzimatica y la respiracién de las 
células (Meister et al., 1983). Esto ultimo lo realiza ya que mantiene el estado reducido 
del ascorbato, de los tocoferoles y de otras moléculas con poder reductor. (Meister, 
1988). 

Actualmente se sabe que el glutation posee un papel importante en la inhibicién de 
ciertas toxinas, en la coagulacién sanguinea, en la reactividad de los antibidticos, en la 
permeabilidad celular, en la funcién de las hormonas, en el metabolismo o la funcién de 
la vitamina B,. y en la incorporacién de sulfuro en ciertos tipos de melanina (Meister, 
1983). 
Numerosas investigaciones han conferido al GSH caracteristicas protectoras y 
terapéuticas en contra de los dafios provocados por la radiacién o el cancer. Esta 
capacidad que posee el GSH y que no comparte con otros aminotioles se debe a la 
eficiencia particular del GSH para donar sus hidrégenos (Arik et al., 1984). Se conjuga 
también con compuestos de origen exdgeno, con xenobidticos y con carcindégenos. Esto 
ultimo ocurre cuando al interior de la célula ocurre la combinacién del GSH con alguna 
de las anteriores sustancias por la accién de una enzima llamada glutation transferasa, 
posteriormente el conjugado es transportado al medio extracelular y ahi es dividido en 
varias partes por otra enzima, la y- glutamyl transpeptidasa (GGT). Se ha propuesto que 
lo anterior ocurre para promover la detoxificacién celular, haciendo que los compuestos 
dafiinos posean una mayor solubilidad en el agua y por lo tanto que puedan ser 
excretados con mayor facilidad (Lieberman, 1996). 

En el parrafo anterior se menciona que la enzima GGT es la encargada de separar en 
sus partes constitutivas al GSH conjugado con la toxina, pero también aquella enzima 
es de vital importancia para la célula ya que es la encargada de separar los aminoacidos 
que constituyen al GSH una vez que éste sale de la célula. De esta manera y una vez que 
la enzima actia sobre el GSH, el glutamato es separado de la cisteina y la glicina 
(Griffith et al., 1979). En esta forma los aminodcidos pueden ser reabsorbidos por las 
células y ser utilizados en diversas procesos intracelulares o para la sintesis de nuevo 
GSH. Dicho de otro modo el GSH es también una fuente de aminoacidos, 
principalmente de cisteina. Se ha reportado que un decremento en la actividad de la 
GGT produce patrones extrafios de coloracién en el pelaje de las ratas y que esto se 
debe a que para Ia sintesis de la faeomelanina es necesaria la cisteina. Al aplicar NAC 
(N-acetyl-cysteina) los patrones extrafios de coloracién se revierten porque esta ultima 
sustancia es una fuente importante de cisteina (Lieberman, 1996).



  

27 

La degradacién del glutation extracelular es necesaria para que se puedan mantener las 
concentraciones intracelulares de este mismo tripéptido que deben de ser elevadas para 
poder mantener un eficiente mecanismo de defensa en contra del dafio oxidativo y las 
sustancias toxicas tanto endégenas como exdgenas que pudieran afectar a las células 
(Richman et al., 1975). 

E] glutatién participa también como un cofactor esencial y especifico en la actividad de 
un gran numero de enzimas, ademas de que la exportacién del glutatién parece servir de 
proteccién a la membrana celular cuando se encuentra en ambientes oxidativos 
(Lieberman, 1996). Se ha sugerido también que el glutatién podria jugar un papel 
directo en el proceso de la neurotransmisién (Larson et al., 1983) 

e. Efectos de la deficiencia de GSH. 

Los defectos en la sintesis de éste péptido producen efectos deletéreos en la salud de los 
organismos. La glutatonuria y glutationemia son padecimientos que ocurren cuando se 
presentan decrementos en las concentraciones normales de GSH en érganos y tejidos, lo 
cual se ha reportado, produce cierto grado de retraso mental en los pacientes que lo 
sufren (Lieberman, 1996). 

La deficiencia prolongada de GSH provoca también dafios en las mitocondrias de las 
células, esto se debe a que es en aquellos organelos donde se Ileva a cabo la respiracion 
celular y donde se produce la mayor cantidad de ROS. Al ocurrir un decremento en los 
niveles de GSH, las ROS comienzan a ser extruidas del interior de las mitocondrias al 
citosol, con el consiguiente dafio a muchos sino es que a todos los procesos que se 
llevan a cabo dentro de las células, lo cual no tarda en producir la muerte. Por otra parte 
y también debido al exceso de ROS ocurre en las mitocondrias una disminucion en la 

produccién de ATP, es decir, de las moléculas que le proporcionan energia a la célula 
(Martensson et al., 1991). 

Los resultados de otros experimentos han revelado que la inhibicién en la sintesis de 
GSH en ratas recién nacidas causa un incremento en las ROS lo que provoca dafio 
oxidativo en musculo esquelético, en tejido pulmonar, renal y cerebral. Esto ultimo y en 

caso de prolongarse la inhibcién de la sintesis de GSH provoca la muerte de los 

organismos (Martensson et al., 1990). Como se menciona anteriormente el dafio 

observado es debido a la destruccién de las mitocondrias, las cuales requieren de 

niveles adecuados de GSH para contrarrrestar la formacién de ROS que normalmente se 
producen en su interior. 

Los resultados de diversos estudios sugieren que la inhibicién de las enzimas que 

contribuyen a la formacién del glutatién podria ayudar a que ciertas células sean mas 
susceptibles a las radiaciones utilizadas en ciertas terapias contra los tumores. Se ha 
observado también, que al administrar drogas y radiaciones a ciertas células, se 
incrementan los niveles de glutatién y la susceptibilidad de aquellas decrece 
considerablemente. La resistencia a ciertos compuestos téxicos, a la radiacién y al dafio 
oxidativo se puede incrementar en células normales elevando de alguna manera los 
niveles intra y extracelulares de glutatién (Meister, 1988).
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Por otra parte se sabe que la deficiencia en la sintesis de GSH causa, en los humanos, 
disfunciones cerebrales que provocan diversas neuropatologias y una tendencia a la 
hemdlisis (Meister, 1988). De lo anterior se deriva la importancia del estudio del 
glutation y su ciclo, ya que conociendo més acerca de ello se podran entender mejor 
algunas de las anomalias en el funcionamiento de las maquinarias, tanto metabdlica 
como nerviosa de los organismos en general y del humano en particular. 

f. Glutation en plasma sanguineo. 

El transporte del GSH se lleva a cabo a través de la sangre de su lugar de sintesis a otros 
6rganos y tejidos por lo que dicho tripéptido se encuentra también en el plasma 
sanguineo. Sin embargo ha sido reportado que el glutatién intracelular tiene una 
concentracién mucha més alta que el plasma (De Meyts et al., 1992). 

E] glutatién plasmatico protege a las células del dafio oxidativo. Cuando se produce una 
situacion estresante el higado incrementa la produccién y exportacién de GSH a la 
sangre. De hecho, se ha demostrado que los niveles de GSH plasmatico se incrementan 
considerablemente después de haber realizado un intenso ejercicio fisico y que a su vez 
el GSH hepatico decrece. (Lew et al., 1985). Lo anterior sugiere que cuando ocurre una 
situacion estresante el higado incrementa su aporte de GSH a la sangre para que sea 
Nevado a los lugares que lo requieren como podrian ser los musculos y el cerebro. 

El GSH presente en el plasma sanguineo puede ser blanco de las numerosas glutation 
oxidasas que también se encuentran en la sangre. Sin embargo y a pesar de ello 
alrededor del 85% del glutatién total en la sangre se encuentra en su forma reducida 
(Meister et al., 1983). 

g. Glutation y retina 

Debido a que los estimulos luminosos son captados, en la mayoria de los animales, por 
medio de los receptores visuales, es necesario mencionar que el GSH esta presente 
también en la retina (Hermann et al., 1945) y que este tejido también posee actividad 
enzimatica asociada con el metabolismo del glutatién, como es el caso de la enzima 
glutation peroxidasa (Reim et al., 1974). Al igual que en otros tejidos, en la retina, el 
papel fundamental del GSH es el de proporcionar proteccién en contra del dafio 
oxidativo (Barry et al., 1983). Los resultados de otros trabajos reportan que la reduccion 
del GSH ocular esta asociado con el desarrollo de cataratas (Martensson et al., 1991) y 
se cree que la excrecién de grandes cantidades de GSH en el humor acuoso del ojo 
probablemente sirva para prevenir 0 reducir el dafio que la luz pudiera producir en las 
lentes oculares (Martensson et al., 1995).
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Figura 4.- Esquema que muestra el proceso de reduccion y oxidacién del glutation 
(explicacion en el texto). 

GSH. glutatién reducido; GSSG. glutation oxidado; Se. selenio; H,O, perdxido de 
hidrégeno; SOD. superéxido dimutasa; NADPH. dinucledtido de niacina-adenina- 
fosfato reducido; NADP+. forma oxidada del NADPH; B2. enzima que interviene en la 
oxidacién del NADPH; B3. enzima que interviene en la reduccién de el NADP+; ATP. 
adenosin trifosfato.
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Iv.- Planteamiento y justificacién del problema 

Se conoce que tanto los factores biolégicos intrinsecos como los ambientales 
extrinsecos desencadenan, en los animales, respuestas fisiolégicas y genéticas al estrés 
mediante sefiales de transduccion y vias REDOX. 

Lo anterior asi como la escasa informacién que existe acerca de los efectos de la luz 
sobre el metabolismo de los animales (en especial en los crustaceos) y los resultados 
obtenidos en un trabajo anterior (Fanjul-Moles et al., 1998) en el cual se analizaban las 
alteraciones que las caracteristicas extremas de la luz provocan sobre el consumo de 
oxigeno, la produccién de lactato y el comportamiento de la especie de acocil 
Procambarus clarkii, constituyen los antecedentes directos que sentaron las bases para 
el planteamiento y el desarrollo del presente trabajo. 

Era evidente, al observar los resultados obtenidos en aquel trabajo, que de alguna 
manera las vias metabdlicas de los organismos estaban siendo afectadas por las 
caracteristicas extremas de la luz, produciendo una clara disminucién en el consumo de 
O, y la activacién del metabolismo anaerobio. Lo anterior nos Ilevé a buscar la manera 
de poder cuantificar, de manera mas precisa, los efectos de estas ultimas sobre el 
metabolismo del glutation en las especies de acocil Procambarus clarkii y 
Procambarus digueti. Esto ultimo debido a que la variacién en los niveles de aquel 
tripéptido parece ser un buen indicador del grado de estrés en el que se encuentran los 
organismos. 

E] glutation, es un tripéptido que interviene en la regulacién del metabolismo REDOX 
de casi todos los organismos (incluyendo a los crustaceos), y fue por ello que sus 
variaciones se eligieron como indicadoras del estrés foto-oxidativo que los organismos 
experimentaron como producto de las caracteristicas extremas de luz que se analizaron: 
fotoperiodo e irradiancia. Lo anterior, debido a que ante una situacién estresante, es 
sabido, que se producen especies reactivas de oxigeno (ROS) y otro tipo de radicales 
libres, por lo que la maquinaria de destoxificacién debe de modificar de alguna manera 
su eficiencia. 

Las especies estudiadas en el presente trabajo: Procambarus clarkii y Procambarus 
digueti, fueron elegidas, debido a que poseen caracteristicas distintas en cuanto a su 
distribucién. La primera es una especie cosmopolita mientras que la segunda es 
endémica de la regién central de la Repiblica Mexicana. Se propone que el estudio de 
los efectos de las caracteristicas extremas de luz sobre el metabolismo de estas dos 
especies de acocil puede flevar a explicar, de una mejor manera, el por qué de su 
distinta distribucién, resistencia y capacidades adaptativas. Ademds de que puede 
proporcionar valiosa informacion acerca de los efectos que pueden producir en la salud 
de éstos y muchos otros organismos las alteraciones en el ambiente, como es el caso de 
la deforestacién, la cual trae como consecuencia cantidades e intensidades anormales de 
luz en los cuerpos de agua donde aquellos organismos suelen habitar. 

A lo mencionado en los parrafos anteriores habria que agregar el hecho de que 
ultimamente se ha incrementado el interés por conocer y entender mejor los sistemas 
antioxidativos tanto de los invertebrados como de los vertebrados debido a que ha sido 
reconocido que las especies reactivas de oxigeno (ROS) son importantes en muchos
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procesos biolégicos que afectan desde la sefializacién intracelular hasta el crecimiento, 
el desarrollo, la reproduccién y la longevidad de los organismos. Problemas especificos 
debido al estrés oxidativo han sido poco estudiados en los animales inferiores. Lo 
anterior aunado a la posibilidad de tener en ellos un modelo para investigacion 
biomédica es un aliento interesante para continuar trabajando con ellos. 

v. Hipétesis 

Hipétesis General 

Si al modificar los parametros luminicos: fotoperiodo e irradiancia, a los cuales estan 
adaptados los acociles y por lo tanto al encontrarse aquellos ante una situacién 
luminica estresante, se observa una disminucién en el consumo de oxigeno y un 
aumento en los niveles de lactato en la hemolinfa; entonces los niveles de glutatién se 
incrementaran como resultado del ambiente reductor que provoca la elevada 
concentracién de lactato en la hemolinfa, producto, a su vez, de la respiracién 
anaerdbica que se produce durante las condiciones luminicas estresantes. 

Hipétesis particulares 

I.- Los niveles de GSH se incrementaran como consecuencia de que durante las 
condiciones estresantes y por lo tanto al ocurrir la respiracién anaerébica, se genera una 
deuda de oxigeno que es saldada una vez que la via aerdbica es utilizada de nuevo 
(Eliington. 1983). Lo anterior provoca la existencia de un exceso de oxigeno el cual, al 
no ser utilizado para la obtencién de energia a partir de los carbohidratos, es 
transformado, en radicales libres o ROS. Estos ultimos poseen un poder oxidativo 
importante y peligroso, por lo que el aumento en los niveles de glutatién reducido 
(GSH) propuesto en el presente trabajo, permitiria a capturarlos y evitar el dafio celular 
y tisular que aquellos pudieran provocar. 

2.- Las ROS ademas de incrementarse como producto de la recuperacion aerdbica 
después de un periodo en respiracién anaerébica podrian también ser producto de la 
foto-oxidacion, es decir, que la luz, provocara la formacion de radicales libres y ROS 
como resultado de la exposicién de los tejidos a la luz ultravioleta (Foyer C. et al., 
1994) 

3.- Como producto de las alteraciones en los parametros luminicos de fotoperiodo e 
irradiancia, se espera que P. digueti, al ser una especie adaptada a un fotoperiodo 
ecuatorial, presente una tasa mas elevada de mortalidad que P. clarkii, la cual se 
distingue por ser una especie que habita regiones en diversas latitudes y por lo tanto 
menos suceptible a los cambios de longitud en el fotoperiodo. 

4.- Se espera que los niveles basales de glutatién en la hemolinfa de las especies 
analizadas difiera en sus valores debido a su distribucién y a sus distintas capacidades 
adaptativas.
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5. No se esperan diferencias en los niveles basales de glutatién reducido (GSH) en la 
hemolinfa de machos y hembras ya que la proteccién en contra de los efectos de las 
especies reactivas de oxigeno no tendria por qué presentar diferencias entre ambos 
sexos. El ambiente reductor generado por la respiracién anaerébica que ocurre durante 
el estrés deberia también ser igual en ambos sexos. 

VIL Objetivos 

a. General 

E] objetivo de este trabajo fue el de observar y cuantificar el efecto de la variacién en la 
longitud del fotoperiodo y la irradiancia extrema sobre los niveles del glutatién 
reducido (GSH) en la hemolinfa de los acociles: Procambarus clarkii y Procambarus 
digueti, especies que se desarrollan y se han adaptado en distintos ambientes y 
latitudes. 

b. Objetivos particulares 

1.- Observar cual de los dos parametros luminicos que se alteraron (fotoperiodo e 
irradiancia) tiene un efecto mas significativo sobre los niveles de GSH en ta hemolinfa 
de las dos especies de acocil estudiadas. 

2.- Caracterizar los valores basales de GSH en las especies de acocil Procambarus 
clarkii y Procambarus digueti, debido a que no existen datos precisos y recientes de 
ello. 

3.- Determinar si existen diferencias intraespecificas en relacién con la mortalidad yla 
variacion en los niveles de GSH durante y después del estrés luminico. 

4,- Observar si existen diferencias significativas en los niveles basales de GSH en la 
hemolinfa de las especies trabajadas, asi como también entre los sexos con el fin de 
poder explicar mejor su distinta distribucién y capacidades adaptativas.
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vu. Material y Método 

a. Organismos y mantenimiento en el laboratorio. 

El experimento fue Ilevado a cabo utilizando dos grupos de machos y hembras adultos 
de las especies Procambarus clarkii (Girard, 1982) (n=18) y Procambarus digueti 
(Ortman, 1905) (n=18) escogidos aleatoriamente. 
Los primeros fueron colectados en el norte de México en Ciudad Jiménez, Chihuahua a 
una latitud de 28° N y los segundos en la parte central del pais en Las Juntas 
(Cuamécuaro), Michoacan a una latitud de 19° N. 
Todos jos animales fueron de peso y tamafio homogéneo y se encontraban en estado de 
intermuda. 

Antes de iniciar el experimento los organismos fueron aclimatados, durante un mes, en 
acuarios con fotoperiodo 12:12 (12 horas de luz y 12 de obscuridad) con una intensidad 
de luz de 0.02 - 0.03 luxes (8.4 - 12.6 x 10° W m”)* durante 1a fotofase, con una 
temperatura de 15°C, pH 7 y un promedio de nivel de oxigeno de 5.6 mg/l. 

Para evitar el estrés por sobrepoblacién, los 18 animales de cada especie fueron 
separados en grupos de 6 y dispuestos en tres acuarios distintos, teniendo cada uno de 
ellos las condiciones que arriba se mencionan, ademas de poseer cada uno un filtro 
biolégico. La luz durante la fotofase provenia de lamparas de neon, las cuales eran 
reguladas por un timer y la irradiancia fue calibrada con un fotorradiémetro que poseia 
un sensor submarino (Licor Mods. LI 189 y LI 193SA). 

b. Condiciones experimentales (Figura 5) 

Para cada especie se dividié a los 18 animales en tres cajas con el fin de tener las tres 
condiciones experimentales con las que se trabajaria. De esta manera seis animales 
estuvieron en la primera caja Ilamada lote control, la cual se caracteriz6 por tener las 
mismas condiciones luminosas las diez semanas que duré el experimento, es decir, un 
ciclo de luz obscuridad 12:12 y baja intensidad de luz 0.043 W m? (0.2 uM s™-m?) 
durante la fotofase. 

La caja catalogada como lote 20:04 (20 horas de luz y cuatro de obscuridad) tuvo las 
siguientes condiciones: durante las primeras dos semanas el fotoperiodo fue de 12:12 
con baja intensidad (condicién control) (0.043 W m” 6 0.2 uM s!-m7); posteriormente 
durante las semanas 3 y 4 el fotoperiodo fue cambiado a 20:04 pero se siguid 
conservando la luminosidad baja, a esta condicién se le Ilamé experimental 1 (Exp1) de 
la caja 20:04. Durante las semanas 5 y 6 llamadas de reposo ( Recl ) se regresé el 
fotoperiodo a 12:12 con baja intensidad de luz. Las semanas siguientes, es decir, la 7 y 
la 8 el fotoperiodo fue cambiado a 20:04 pero en esta ocasién se incremento la 
intensidad de luz a 2.8 W m? (13 uM s'-m”), a esta condicién se le Hamé experimental 
2 (Exp2) de la caja 20:04. El experimento se dio por terminado después de dos semanas 
de recuperacién (Rec2) bajo un fotoperiodo de 12:12 con baja luminosidad. 

* La irradiancia del sol mas la del cielo es de 60 W m™ 6 2000 uM sm?
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En la segunda caja, catalogada como lote 12:12, el ciclo luz obscuridad fue siempre de 
12:12. Las primeras 6 semanas y las dos ultimas la luz durante la fotofase fue de baja 
intensidad (0.043 W m7 6 0.2 uM sm’ *) mientras que durante las semanas 7 y 8 la 

intensidad de luz se incrementé a 2.8 W m? (13 uM sm’ >): a esta ultima condicion se 

Je llamé experimental 2 (Exp 2) de la caja con fotoperiodo 12:12. Las ultimas dos 

semanas con baja intensidad fueron consideradas como de recuperacion (Rec). (Figura 

6) 

En este punto habria que aclarar que la existencia de las primeras seis semanas en 
condiciones control, en el lote 12:12, se debe a que se debia respetar la secuencia y 
duracién del experimento llevado a cabo en Ia caja 20:04, el cual como se vio dura 10 
semanas ya que posee dos condiciones experimentales (2 semanas cada una) y por lo 
tanto dos periodos de reposo (2 semanas cada uno) ademas de las dos semanas iniciales. 

c. Determinacion de los parametros de luz 

Los fotoperiodos e irradiancias experimentales son el resultado de una serie de 
observaciones y mediciones realizadas en el campo. 

Fotoperiodo 

Para el fotoperiodo extremo se decidié aplicar veinte horas de luz y cuatro de 
obscuridad. Esto ultimo para P. digueri representa un situacién poco comun ya que ellos 
y debido a que habitan en zonas cercanas al Ecuador, tienen periodos de luz de no mas 
de 15 horas al dia. Mientras que la especie P.clarkii, ai habitar en regiones de mayor 
latitud esta mejor adaptada a fotoperiodos largos, llegando a tener, en ciertas épocas del 
afio, hasta 18 horas de luz al dia. Fue debido a lo anterior que se decidié que un 
fotoperiodo extremo para ambas especies seria el de veinte horas de luz y cuatro de 
obscuridad; dejando al fotoperiodo 12 horas luz, 12 horas obscuridad como la condicién 
control o normal. 

Irradiancia 

Los acociles son animales nocturnos, la luminosidad mas intensa a la cual se someten 
ocurre al amanecer y al atardecer, aunque durante la estacién reproductiva algunas 
especies se exponen a la luz del dia. 

Para fijar la irradiancia experimental se hicieron determinaciones de campo en el 
habitat de la especie P. digueti (Zamora, Michoacan, México, altitud 1575m latitud, 
19 °N) a diferentes horas del dia. La irradiancia fue medida por medio de un sensor 
esférico submarino (Licor Mods. LI 189 y LI 1938) sumergido a 0.7 m de la superficie 
bajo areas soleadas y sombreadas en un dia no nebuloso. La irradiancia tuvo un 

intervalo de 0.002 W m? (0.13 pM s!-m” ? yen el amanecer a 8.58 W m’ * (39.5 uM 
s'-m?) a medio dia. 

Para P.clarkii el intervalo de, irradiancia observado fue de 0.104 W m(0.48 uM $m” 2) 
al atardecer hasta 9.78 Wm” (45 uMs'-m ”) en el mediodia.



  

35 

Se tomo como valor control o normal el observado en las primeras horas del amanecer 

(0.043 W m? 0 0.2 uM sm” ) en las zonas donde suelen habitar estos organismos, es 

decir, bajo la vegetacién que se observaba en los rios o bien cerca de sus orillas y en 
donde los acociles suelen construir sus madrigueras 0 cuevas. 
El valor que fue tomado como extremo para el caso de la irradiancia fue el que se 

registré al medio dia en zonas iluminadas de los rios, irradiancia a la cual, los acociles 

nunca se enfrentan (2.8 Wm” 6 13 uuM/s'm’) debido a sus hdbitos excavadores y 

noctumos. 

d. Toma de muestras (Figura 7) 

En cada una de las semanas que duraba el experimento, el muestro se llevé a cabo 

siempre el mismo dia y a la misma hora con el fin de evitar las variaciones tanto 

circadianas como semanales. E] trabajo se hacia lote por lote, todos los animales de 

cada caja se introducian al congelador por diez minutos, con el objetivo de 
anestesiarlos. Posteriormente, a cada animal, con un bisturi se les hacia una pequefia 
incisién en la parte ventral del pleén y con una micropipeta se extraian 40ul de 

hemolinfa. Una vez realizado lo anterior, la herida provocada en el organismo se 
cerraba con pegamento a base de cianoacrilato. El] animal se dejaba algunos minutos 
fuera del agua para que el pegamento secara y después era reintroducido al acuario. 

Las muestras de hemolinfa obtenidas eran depositadas en tubos ependorf con 200 yl de 

HCIO, al 2.5%, cada uno, para posteriormente ser llevados a un ultracongelador 

REVCO de -70 °C hasta el momento de su analisis bioquimico. 

d. Determinacién de GSH 

Diez minutos antes de llevar a cabo las determinaciones del contenido de GSH de cada 
una de las muestras, aquellas se sacaban del ultracongelador para luego centrifugarlas a 
una temperatura de 4° C y a 3000 rpm durante 10 minutos. 

Del sobrenadante se tomaban 50 yl, los cuales eran afiadidos a un tubo de ensaye donde 

se mezclaban con 1.85 ml de buffer (0.1 M sodio fosfato 0.005 EDTA) pH 8 y 100 ul 
de OPT (0-ftalaldehido, Sigma Chemical Company, St.Louis, MO). 

E] GSH reacciona, de manera especifica, con el OPT en un medio a pH 8, dando origen 
a un producto altamente fluorescente que puede ser activado a 350 nm con un pico de 

emision a 420 nm (Cohn et al, 1966). La mezcla formaba un total de 2ml los cuales eran 

incubados en la obscuridad por 15 minutos con la finalidad de que el OPT reaccionara 
con el GSH existente en la muestra. (Hissin et al., 1976) 

Una vez transcurrido el tiempo cada una de las muestras era lefda en un fluorémetro 

con longitud de onda de activacién de 350nm y 420 nm de emisién. Los valores 
obtenidos eran interpretados con la ayuda de una curva estandard realizada midiendo la 
fluorescencia emitida por 200, 150, 100 y 50 g/m! de GSH.
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f. Analisis de Resultados 

Mortalidad 
El método que se utilizé para evaluar la mortalidad de las especies trabajadas consistidé 
en cuantificar a los animales sobrevivientes de cada una de las dos especies estudiadas y 

para cada fotoperiodo. Para obtener el porcentaje de mortalidad se tomd como el 100% 
de la sobrevivencia el numero de organismos que se tenian al comenzar el experimento. 

Los organismos restantes al final de las diez semanas para cada uno de los lotes 
experimentales proporcionaron el dato de sobrevivencia y el porcentaje restante fue 

tomado como el dato de mortalidad. 

Los datos obtenidos se dividieron también por sexo con el objetivo de poder realizar 
una comparacién de la mortalidad entre machos y hembras. 

Posteriormente y con los resultados obtenidos se obtuvo el promedio de la mortalidad 
con los valores de cada una de los tres lotes experimentales, se construyeron las graficas 

y para verificar la existencia de diferencias significativas en la mortalidad de las dos 
especies y los sexos se aplicé la prueba estadistica ANOVA de una via. La significancia 
fue aceptada con p< 0.05. 

Niveles basales de GSH 

Estos valores fueron obtenidos de las muestras de las primeras dos semanas de los tres 
lotes experimentales, durante las cuales todos estuvieron bajo las mismas condiciones 

control, es decir, en fotoperiodo 12:12 y a baja irradiancia (0.2 uM/s-m?). 

Con estos datos también fue construida una grafica y se aplicé la prueba estadistica de 
ANOVA de una via, aceptando la significancia con p<0.05. Lo anterior, con el objetivo 
de observar si existian diferencias significativas entre las dos especies de acociles 
estudiadas asi como entre los dos sexos. 

Efecto del fotoperiodo y la irradiancia en los niveles de GSH en la hemolinfa 

Como se menciona anteriormente, el presente experimento tuvo, para cada una de las 

especies, una duracién de diez semanas, por lo cual se obtuvieron 10 datos de cantidad 

de glutati6n en la hemolinfa para cada uno de los organismos de las dos especies 
estudiadas. Para observar los cambios en cada situacién experimental se decidid 

promediar los resultados por pares de semanas. Asi los valores de las semanas 1 y 2, la 
3 y4,la5 y6, la7y 8 y la9 y 10 fueron promediados y de esta manera se obtuvieron 
graficas y hojas de calculo con promedios unicamente, lo cual facilité el andlisis de los 
resultados. Con estos ultimos fueron construidas graficas y para observar si existian 
diferencias significativas entre las diferentes condiciones y entre los fotoperiodos que 
fueron utilizados fue aplicda la prueba estadistica de ANOVA de una via, aceptando la 
significancia con p<0.05. Las pruebas de contrastes se realizaron utilizando la prueba 

LSD, aceptando la significancia con p<0.01.
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Figura 5. Representacién de las condiciones experimentales.
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Figura 6. Fotoperiodo e irradiancia a los que fue sometido cada uno de los tres lotes experimentales durante las 

10 semanas que durdé e! experimento.
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vit. Resultados y Discusién 

a. Mortalidad. 

Los resultados de este andlisis se muestran en la figura 9 en la que se observa que en la 
especie P. digueti la mortalidad fue semejante en ambos sexos (40%). Mientras que en 
P.clarkii se puede observar que los machos tuvieron una mortalidad mayor que las 
hembras de 35 y 10 %, respectivamente. 

Tanto el andlisis de varianza como la prueba ¢ de student realizadas no arrojaron 
diferencias significativas en la mortalidad entre sexos ni entre especies (p> 0.05 y F= 
0.9720). Sin embargo, en la figura 8 se puede observar que en P. digueti el porcentaje 
de mortalidad es mayor (45 %) que el de la especie P. clarkii (30 %). 

A pesar de que nos se encontraron diferencias estadisticas significativas, al observar de 
nuevo la figura 9 se podré notar que el porcentaje de mortalidad en Ia especie P. 
diguetii es mayor en los machos que en las hembras mientras que en la especie P. 
clarkii la mortalidad presenta porcentajes promedio semejantes. 

Los resultados anteriores sugieren una menor capacidad de la especie P. digueti para 
aclimatarse con rapidez a los estimulos ambientales anormales, en este caso la luz, a 
diferencia de la especie P. clarkii, la que al final del experimento tuvo porcentajes de 
mortalidad menores. 

Estos resultados parecen confirmar los hallazgos de experimentos anteriores (Fanjul- 
Moles et al., 1998) cuyo reporte menciona que después de terminados los experimentos, 
fue la especie P. digueti la que presentd el porcentaje de mortalidad mas elevado. 

En la figura 9 se observa también que son los machos de la especie P. digueti los que 
presentan una mortalidad mds alta. Esto ultimo y al igual que en el caso de la 
comparacién entre especies nos sugiere una menor capacidad, en el caso de los machos 
de esta especie, para aclimatarse a estimulos ambientales extremos comparada con la de 
las hembras. 

b. Niveles basales de GSH. 

En la figura 10 se puede observar que los niveles basales de GSH en la especie P. 
digueti (633 + 33 ng/ml/gr) son mas altos que los de la especie P. clarkii (311+ 28 
ng/ml/gr). 

En cuanto a los valores basales entre sexos se puede observar en la figura 11 que en P. 
digueti las hembras presentan valores un poco mayores que los machos mientras que en 
P. clarkii son éstos tltimos los que presentan niveles més altos. Sin embargo, al realizar 
las pruebas estadisticas no se encontraron diferencias significativas.
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Correlacionando estos resultados con los de mortalidad se puede pensar que los machos 

de P. digueti presentan una mayor mortalidad debido a que sus niveles basales de GSH 
son menores y por lo tanto su maquinaria anti-oxidativa no cuenta con la eficiencia 
necesaria para prevenir el dafio de las ROS, situacién que no ocurre con el sexo 

femenino de dicha especie y con los machos y las hembras de la especie P.digueti. 

Al llevar a cabo el ANOVA general, se encontré que existe una diferencia significativa 
(p<0.05 y F= 27.2683) de los niveles basales de GSH entre las especies y que no hay 
diferencias significativas (p>0.05 y F= 0.07539) de esta variable entre machos y 

hembras. El efecto combinado de especies y sexo no arrojé diferencias significativas 
(p>0.05 y F= 0.03059) 

Al realizar la prueba de contrastes (LSD), se confirmaron las diferencias significativas 

entre los niveles basales de ambas especies asi como también el hecho de que no 
existen diferencias significativas entre los sexos dentro de una misma especie. Es decir, 

que las diferencias entre los machos y las hembras de P. clarkii y P. digueti no 

resultaron significativas. 

Como se mencion6 anteriormente, la especie P. digueti se caracteriza por habitar zonas 
de corrientes moderadas a comparacién de P. clarkii que se caracteriza por ser una 
especie excavadora que habita en cuevas y pozas donde la corriente del agua es lenta y 
depende, en repetidas ocasiones, de la via anaerdbica para la obtencién de energia 
(Huner, 1988). 

El hecho de que a Jo largo de su historia evolutiva la especie P. digueti haya estado con 

mucha menor frecuencia sometida a presiones de seleccién en las cuales los cuerpos 
acuaticos que solian habitar se encontraran escasamente oxigenados, ha propiciado que 
su maquinaria metabélica posea una menor eficiencia para soportar condiciones 
anaerobicas que la que posee la especie P. clarkii la cual, al haber estado sometida a 
condiciones andéxicas en repetidas ocasiones a lo largo de su historia evolutiva, 
desarrollé mecanismos alternos o anaerdbicos para la obtencién de energia. (Fanjul- 
Moles et al., 1998). 

Ante una situacion luminica estresante en P. clarkii ocurre, al parecer, una depresién 
metabdlica, utilizandose la via anaerdbica para la obtencidn de energia. P. digueti por el 
contrario no tiene la capacidad de llevar a cabo aquella depresién metabdlica y por 

consiguiente continia respirando normalmente o incluso mas de lo normal, lo que sin 

duda produce, en las células y tejidos del organismo, un exceso de ROS y radicales 
libres. Los niveles basales de GSH en P. digueti (mayores con respecto a los de P. 
clarkii) se deben, probablemente, a que los primeros necesitan una maquinaria 

destoxificante mucho mas eficiente que los segundos. 

Ciertas especies o poblaciones de acocil que habitan zonas de rapida corriente poseen 

tasas metabdlicas mds altas que aquellas que habitan zonas de baja corriente 6 en pozas 

(Burbank et al., 1948), por lo que es posible que los altos niveles basales de GSH 

encontrados en P. digueti - especie que habita cuerpos de agua con corrientes 

moderadas- a diferencia de P. clarkii - especie que habita cuerpos de agua con 
corriente lenta - reflejen el hecho anterior.
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Si la tasa metabélica es mayor en P. digueti, el consumo de oxigeno es también mayor y 
como consecuencia se producen elevadas cantidades de ROS. Por lo tanto, el GSH basal 

elevado que se observa en esta especie probablemente se debe a que el organismo 

necesita de esta molécula para contrarrestar el dafio que las ROS pudieran provocar en 
sus células y sus tejidos. 

Por otro lado se ha reportado que las especies que viven a bajas latitudes y a mayores 

temperaturas tienen un consumo de oxigeno mayor que las especies de altas latitudes y 

de ambientes frios. Lo anterior resulta de una comparacion en el consumo de oxigeno 

de especies de un mismo género de crustaceo provenientes algunos de una latitud 

ndérdica y de aguas frias y otros de latitudes mas bajas y de aguas calientes (Fox, 1936). 
Incluso se han encontrado diferencias en el consumo de oxigeno entre organismos de la 

misma especie (Uca pugnax) que habitaban en distintas latitudes y en aguas de 
diferente temperatura (Tashian, 1956). Otros trabajos han demostrado que un gran 
numero de crustaceos tienen un consumo de oxigeno incluso diez veces mayor cuando 

son especies de aguas calidas y de bajas latitudes que cuando ocupan habitats boreales y 
de aguas frias (Scholander et al., 1953). 

Ha sido observado también que a bajas latitudes P.clarkii se muestra activo durante los 
meses frios en tanto que periodos de inactividad mucho mas prolongada han sido 
observados en los meses calurosos. Este comportamiento se invierte en los organismos 
de esta especie que habitan regiones de alta jatitud, en estos casos los periodos de 
inactividad ocurren en los meses frios (Huner, 1988). A diferencia de la especie anterior 
en P. digueti ninguna conducta de hibernacién ha sido observada. Los cambios 
observados en cuanto a la actividad en la primera especie sugieren un cambio de las 
vias aerébicas para la obtencién de energia, durante los meses de actividad, a la 
anaerdbica, en los periodos de hibernacién. Un cambio que va acompafiado por un 
decremento en la actividad motora. 

Las estrategias descritas en el parrafo anterior también han sido observados en otros 
animales que hibernan (Hochanka et al., 1987). En ellos también las tasas metabdlicas 
decrecen y se presentan niveles de actividad locomotora mucho menores. 

En resumen: el hecho de que P. digueti viva a una Jatitud menor y por Jo tanto a una 
temperatura mayor que P. clarkii provoca que, a diferencia de la otra especie, su tasa 

metabdlica sea mayor; consuma mas oxigeno, produzca mas ROS y no sea capaz de 

utilizar vias anaerdbicas como mecanismo alterno para la obtencién de energia, Jo cual 
provoca que esta especie posea niveles basales de GSH mayores que la especie P. 
clarkii.
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c. Efecto de la irradiancia y fotoperiodo en P.clarkii . 

Los resultados de esta parte del experimento se muestran en la figura 12. El circulo 
representa el lote sometido al fotoperiodo 20:04, el cuadro al fotoperiodo control y el 
triangulo al fotoperiodo 12:12. Se observa que el fotoperiodo 12:12 alta irradiancia es 
el que provoca en los acociles de la especie P. clarkii los niveles mas altos de GSH en 
la hemolinfa. 

Al realizar el ANOVA general de una via a los resultados obtenidos para esta especie, 
ambos, tanto fotoperiodo (p< 0.05 y F= 12.1896) como irradiancia (p< 0.05 y F= 

9.4865) mostraron efecto significativo sobre los niveles de GSH en la hemolinfa. Asi 
como también resulté ser significativo el efecto de ambos parametros combinados (p< 
0.05 y F= 2.5231) sobre la variable anteriormente mencionada. (Tabla 1) 

Al realizar la prueba de contrastes (LSD, aceptando la significancia con p<0.01) se 
encontré que durante las primeras seis semanas 0 las primeras tres condiciones (control, 

exp! y recl) en las cuales si bien se observan descensos y ascensos en los niveles del 
tripéptido en la grafica, no existen diferencias significativas ni entre los tres diferentes 

fotoperiodos ni entre las condiciones (Tablas 2 y 3), teniendo los valores basales un 
promedio de 300 ng/ml/g. Lo anterior sugiere que no hay efecto de los tres fotoperiodos 
a baja intensidad sobre el metabolismo de GSH en esta especie. 

En la condicién exp2 se puede observar un importante aumento en los niveles de GSH 
tanto para el fotoperiodo 12:12 como para el 20:04. Por su parte los niveles del 
fotoperiodo control se mantienen aproximadamente con el mismo promedio que en las 
condiciones anteriores. 

Al realizar la prueba de contrastes (LSD) se encontré que efectivamente existe una 

diferencia significativa de la condicion exp 2 con la condiciones control, exp], recl y 
rec2 en los organismos sometidos a fotoperiodo 12:12 (Tabla 2, 12:12) y para aquellos 
sometidos al fotoperiodo 20:04 en la condicién exp2 con las condiciones expl y rec1 

(Tabla 2, 20:04) y que no existe diferencia significativa entre ninguna de las 
condiciones en el lote control (Tabla 2, control). 

La prueba de contrastes (LSD) se analizo también para verificar si existian diferencias 
significativas entre los tres distintos fotoperiodos (Tabla 3 control, expl, recl, exp2 y 
rec2). Para las tres primeras condiciones y para la ultima no se encontraron diferencias 
significativas entre los tres fotoperiodos. Sin embargo, en la condicién exp 2 se 
encontré que existen diferencias significativas entre el fotoperiodo control y el 
fotoperiodo 12:12 (p<0.01) y entre el fotoperiodo 12:12 y el 20:04 (p<0.01). (Tabla 3 

exp2) 

Con base en los resultados anteriores, podemos decir que el GSH en la hemolinfa de 

esta especie alcanza niveles mas altos al ocurrir cambios en la irradiancia que cuando se 
altera el fotoperiodo y que que el variar el primer pardmetro provocé un cierto grado de 
estrés en los organismos, lo cual, y tal como se mencionaba en la hipétesis, muy 

probablemente esté generando un ambiente reductor como producto de la respiracién 
anaerobia que se inicia en el momento en que se aplica la condicién estresante y que 

perdura hasta que aquella no cese (Fanjul Moles et al., 1998).
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Lo anterior demuestra también que la maquinaria metabdlica encargada de mantener 
los niveles de GSH en el organismo es afectada por situaciones de irradiancia 
anormales. Existen trabajos que utilizan contaminantes como situacién estresante y en 
ellos se ha demostrado que la presencia de aquellos en los cuerpos de agua que habita la 
especie de acocil P. clarkii, provocan cambios en la actividad de la enzima glutation 
S-transferasa y por lo tanto en la maquinaria metabdlica encargada de mantener las 

cantidades de GSH necesarias para la proteccién antioxidativa de estos organismos 
(Nies et al., 1991). 

Se observa también en la figura 12 que es la alta irradiancia y no tanto los cambios en 

el fotoperiodo, lo que al parecer incrementa en mayor proporcidn, los niveles de GSH 

en la hemolinfa. Probablemente, estos organismos, por habitar regiones de altas 

latitudes, estan mas adaptados a cambios estacionales en la duracién de los dias y por lo 
tanto a variaciones en el fotoperiodo. Lo anterior provoca que cambios en este 

parametro no les afecte tanto como al parecer sucede con el incremento en la 
irradiancia. 

Al analizar la figura 12 se podra observar que durante los periodos de recuperacién los 
niveles de GSH no presentan diferencias significativas ni entre los tres diferentes 
fotoperiodos ni entre las cinco condiciones (Tablas 2 y 3). Estas observaciones sugieren 

la capacidad por parte de esta especie para adaptarse a las nuevas condiciones y para 
regresar rapidamente a los niveles basales de GSH en su hemolinfa. 

Por otro lado, es interesante el hecho de que los valores promedio de las ultimas dos 
semanas de recuperacion (rec2) (350 + 38 ng/ml/g) son muy semejantes a los de las 

semanas iniciales en los tres fotoperiodos trabajados (400 +24 ng/mi/g). 

Lo ultimo lleva a pensar en la capacidad de respuesta al estrés de esta especie de acocil 
ya que, si bien durante el periodo que duran las condiciones luminicas extremas estos 
organismos parecen elevar la actividad de la maquinaria metabdlica encargada de 

regular los niveles de GSH, también son capaces de regresar a su estado normal el 
funcionamiento de esta ultima y por lo tanto los niveles de GSH en la hemolinfa. Lo 
anterior contribuye a que estos organismos puedan sobrevivir incluso en medios donde 
ocurran, temporalmente, situaciones estresantes. 

En los invertebrados después de un periodo de anoxia, el cual puede ser provocado por 

una situacién estresante, el pH intracelular se reduce por la acumulacién de los 
productos finales del metabolismo anaerobio como lo es el lactato. La recuperacién del 
organismo dependera mucho de la velocidad con la que dicho pH pueda regresar a su 
estado preandxico. Para poder llevar a cabo lo anterior ocurre a nivel del organismo un 
fendémeno conocido con el nombre de deuda de oxigeno, esto quiere decir que durante 

la recuperacién de un estado de anoxia, se produce un mayor consumo de oxigeno 
(Ellington, 1983). 

En Oronectes limosus la presion parcial de oxigeno en el periodo de recuperacion 
después de la anoxia es bastante mas alta que en las situaciones control (Gade, 1983).
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Lo anterior demuestra que la recuperacién postanaerébica es Ilevada a cabo, 
principalmente por el metabolismo aerébico. Si se observa la figura 12 podra notarse 

que en las semanas de recuperacién P. clarkii posee valores promedio de GSH muy 

cercanos a los controles, aquello habla de un eficiente mecanismo de recuperacién. Al 
tegresar las condiciones normales de luz, estos organismos vuelven a respirar 
normalmente y el pH, sumamente reductor durante las condiciones luminicas 
estresantes, vuelve a la normalidad, evitando asi que se sigan produciendo grandes 
cantidades de GSH. 

Si se piensa en la hipétesis del estrés foto-oxidativo, la razén del decremento en los 

niveles de GSH durante la recuperacion es, probablemente, que la molécula es utilizada 

para prevenir los efectos de las ROS producidas por las condiciones anormales de luz 
durante las condiciones experimentales.
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Figura 12. Concentracién de GSH de P.. clarkii en las tres 
condiciones experimentaies, a lo largo de 10 semanas. Los 

simbolos iguales representan diferencias significativas con p<0.01. 
(ver texto y tablas 2 y 3 para mayor informacién).
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Tabla 1. Valores de p y de F obtenidos al realizar el ANOVA General realizado para los datos de P. 
clarfiii. Significancia aceptada con p< 0.05. 
Tabla 2. Valores de p obtenidos de la prueba de contrastes (LSD) realizada entre condiciones para cada 
fotoperiodo en P. clarkii. Significancia aceptada con p< 0.01. 
Tabia 3. Valores de p obtenidos de la prueba de contrastes (LSD) realizada entre los tres distintos 
fotoperiodos para cada condicién en P. clarkii. Significancia aceptada con p< 0.01. 
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d. Efecto de la irradiancia y fotoperiodo en P. digueti 

Los resultados de esta parte del experimento se muestran en la figura 13. En ella el 
circulo representa los valores promedio obtenidos de los organismos sometidos al 
fotoperiodo 20:04; el cuadro los de aquellos sometidos al fotoperiodo 12:12 y el 
triangulo el de los que fueron sometidos al fotoperiodo control. 

Al realizar el ANOVA general de una via (aceptando la significancia con p< 0.05) para 
los resultados obtenidos de esta especie, se obtuvo que ambos tanto la irradiancia (p< 
0.05 y F=7.6368) como el fotoperiodo (p< 0.05 y F= 14.35661) mostraron efecto 
significativo sobre los niveles de GSH en la hemolinfa de los organismos. El efecto de 
ambos pardmetros combinados también resulto ser significativo (p< 0.05 y F= 2.50554). 
(Tabla 4) 
Al observar la grafica y analizando las diferencias entre los tres fotoperiodos se tiene 
que para la condicién control del fotoperiodo 20:04 (primera y segunda semanas), los 
valores son muy parecidos a los presentados por los organismos sometidos a los otros 
dos fotoperiodos presentando una media de 620 + 58 ng/ml/g. En la condicién siguiente 
6 experimental I(tercera y cuarta semana) se observa un incremento importante del 
nivel de GSH en el fotoperiodo 20:04. En la condicién de recuperacién 1 (quinta y sexta 
semanas) los niveles de GSH se hacen atm mayores también en el caso del fotoperiodo 
20:04 mientras que los otros dos continuan con promedios similares a los iniciales. En 
la condicion exp2 (séptima y octava semanas) el nivel de GSH en el fotoperiodo 20:04 
mantuvo el mismo valor que en la condicién anterior, para el 12:12 el nivel de GSH se 
incrementé de manera importante mientras que el fotoperiodo control se mantuvo con 
un promedio semejante al de las condiciones anteriores. Finalmente, en la condicién de 
TrecuperaciOn 2 (novena y décima semanas) si bien los niveles de GSH decrecen un poco 
en la condicién 20:04, no logran alcanzar los valores de la primera condicién o control. 
Los niveles del fotoperiodo 12:12 también se observan elevados y los del fotoperiodo 
control normales. 

Al analizar los resultados de la prueba de contrastes (LSD) se encontré que en la 
condicion control no existen diferencias significativas entre los tres fotoperiodos. Por su 
parte en la condicion exp! se encontraron diferencias significativas entre el fotoperiodo 
control y el 20:04 y entre éste ultimo y el 12:12. (Tabla 6, exp1). En la condicién rec] 
se encontro diferencia significativa entre los fotoperiodos 12:12 y el 20:04 (Tabla 6, 
recl). Para la condicién exp2 se encontraron diferencias significativas entre el 
fotoperiodo 12:12 y el control y entre éste ultimo y el fotoperiodo 20:04 (Tabla 6, exp2) 
y para la condicidn rec2 se encontré diferencia significativa entre el fotoperiodo control 
y el 20:04 (Tabla 6, rec2). 

En cuanto al efecto de las condiciones o irradiancia la prueba de contrastes LSD nos 
muestra a través de sus valores de p que en el caso del lote control no existen 
diferencias significativas entre las cinco condiciones (Tabla 5, control), que para el lote 
sometido a fotoperiodo 12:12 hay diferencias significativas de la condicién exp2 con la 
control, la exp] y la recl, que en realidad son todas de baja irradiancia y de fotoperiodo 
12:12 (Tabla 5, 12:12) y que para el caso del lote 20:04 existen diferencias 
significativas de la condicién control con la exp], recl, exp2 y rec2 asi como entre la 
condicion rec! y exp2 (Tabla 5, 20:04).
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La grafica y el resultado de los analisis arrojaron el hecho de que es el fotoperiodo 

20:04 el que produce niveles promedio de GSH mas altos y que éstos se incrementan 

atin en condiciones de baja irradiancia. Lo anterior demuestra que las alteraciones en el 
fotoperiodo, asi como la alta irradiancia afectan a esta especie. El hecho de que el 

fotoperiodo 20:04 esta afectando los niveles promedio de GSH se confirma cuando se 
observa que el fotoperiodo 12:12 o control, a baja irradiancia no produce elevacién 

significativa de este tripéptido y que este mismo fotoperiodo si hace variar 
significativamente los niveles de GSH cuando su irradiancia es alta (Tabla 5). Por lo 
tanto, fotoperiodo e¢ irradiancia afectan los niveles promedio de GSH en la hemolinfa de 
los organismos de esta especie. 

En el caso de esta especie de acocil y a diferencia de P. clarkii, es evidente que tanto 
las alteraciones en la longitud del fotoperiodo como los cambios en la irradiancia 

afectan de manera importante los niveles de GSH en la hemolinfa. 

La primera condicién experimental (baja intensidad) produce una elevacién en los 
valores de ambos fotoperiodos siendo mucho mas grande aquella de! fotoperiodo 20:04. 

Lo anterior lleva a pensar, que la alteracion en el fotoperiodo es también causante de 
estrés en estos organismos. Esto ultimo se corrobora cuando al pasar a las primeras 
semanas de recuperacién no se observa decremento en los niveles de GSH en el caso 

del fotoperiodo 20:04. El hecho anterior, es una diferencia importante con los 

organismos de la especie P. clarkii, quienes si poseen la capacidad de recuperarse 
después de haber sido sometidos al estrés luminico. 

Sin embargo, en la condicién exp 2 donde puede observar con claridad que Ia alteracion 
de ambos parametros provoca un aumento importante en los niveles de GSH en los 

organismos. Esto es porque al incrementar las irradiancias de ambos fotoperiodos se 
observan niveles considerablemente mas altos de GSH. 

Finalmente, con el segundo periodo de recuperacién se vuelve a constatar la escasa 

capacidad de recuperacién de estos organismos ante los cambios de los parametros 

luminicos: irradiancia y fotoperiodo, ya que los valores observados son bastante mas 
grandes que los presentados en un principio por estos organismos durante la condicion 

control. 

Los resultados sugieren que la especie P. digueti es mucho menos tolerante que la 

especie P.clarkii a los cambios de los parametros trabajados, es decir, que no es capaz 
de regresar sus niveles de GSH a los valores control o basales después de haber sido 
sometida a condiciones luminicas alteradas. 

Los niveles elevados de GSH en la hemolinfa de esta especie durante los periodos de 
recuperacion parecen indicar la escasa habilidad que posee ésta para mantener en 

niveles normales la produccién y la liberacién del tripéptido de los diferentes érganos 

y tejidos del cuerpo a la hemolinfa y viceversa cuando son sometidos a estrés luminico. 
Aunado a lo anterior, P. digueti, en situaciones luminicas estresantes, al parecer, es 

incapaz de regular eficientemente los mecanismos metabdlicos de obtencién de energia. 

EI resultado es la aparicién de una serie de problemas que desembocan en la muerte de 

estos organismos.
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Lo anterior puede corroborarse si se observa el incremento de GSH que ocurre durante 

la condicién de recuperacién en los organismos sometidos al fotoperiodo 20:04. Esto 
ultimo parece indicar la incapacidad de estos organismos para controlar los niveles de 

GSH en la hemolinfa después de ser sometidos a estrés luminico 6 bien a una 
produccién anormal de GSH como resultado del efecto reductor provocado por el 
incremento en la produccién de lactato en estos organismos. Se ha demostrado y como 

ya se mencionaba en los antecedentes de este trabajo (Fanjul-Moles et al., 1998) que en 
ambas especies de acocil, cuando son sometidas a condiciones luminicas de alta 

irradiancia, se presenta un periodo de anaerobiosis y por lo tanto una concentracién 
alta de lactato en la hemolinfa. Las concentraciones de esta ultima molécula durante 
aquel experimento fueron mucho mayores en la especie P. digueti que en P. clarkii. Lo 
anterior quiza esté provocando una mayor acidosis en el plasma de la primera especie 
que provoca, en primera instancia, niveles mayores de GSH en Ja hemolinfa y en 
segunda, la muerte de los organismos al no poder sobrevivir en aquel ambiente 
excesivamente acido. 

También se ha reportado que la produccién de GSH juega un papel importante en la 
regulacion de la actividad intracelular de la LDH (lactato deshidrogenasa) (Wimberger 
et al., 1997). Funcionando asi, el GSH como un regulador de las dos vias que los 
organismos poseen para obtener energia del material que ingieren: la glicolitica y la 
oxidativa. 

Lo dicho parrafos arriba sienta las bases para entender un poco mejor por qué P. digueti 
es una especie con un habitat tan restringido. Ello se debe, en parte, a que requiere de 
condiciones optimas y precisas para poder vivir, es decir, que cualquier cambio en el 

ambiente es capaz de producirle dafios irreversibles en su maquinaria metabdlica y 

especialmente en la encargada de disminuir los efectos dafiinos que produce el exceso 
de radicales libres y ROS en las células, organos y tejidos del organismo. 

En este trabajo se demuestra lo anterior cuando se observa que la mortalidad en esta 
especie (45%) es mayor que la de P.clarkii (30%) mostrando asi su incapacidad para 

adaptarse a cambios en las condiciones luminicas trabajadas: fotoperiodo e irradiancia.



  

Co
nc
en
tr
ac
ié
n 

G
S
H
 

(n
g/
mi
/g
r)

 

  1800 

1600 + 

1400 -— 

1200 -— 

1000 -— 

800 + 

600 - 

400 + 

200 + 

  

  

—@— 20:04 

—m— 12:12 

—4— control O 
% 

  e
w
 

  

  

  

  T T T T T 

1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 

Semanas 

Figura 13. Concentracién de GSH de P. digueti en las tres 
condiciones experimentates, a lo largo de 10 semanas. Los 

simbolos iguales representan diferencias significativas con p<0.01. 
(ver texto y tablas 5 y 6 para mayor informacién). 
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0.030405 

Tabla 4. Valores de p y de F obtenidos al realizar el ANOVA General realizado para los datos de P. 

digueti. Significancia aceptada con p< 0.05. 
Tabla 5. Valores de p obtenidos de la prueba de contrastes (LSD) realizada entre condiciones para cada 
fotoperiodo en P. digueti. Significancia aceptada con p< 0.01. 

Tabla 6. Valores de p obtenidos de fa prueba de contrastes (LSD) realizada entre los tres distintos 
fotoperiodos para cada condicion en P. digueti. Significancia aceptada con p< 0.01.
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e. Discusién General 

Diferencias en la respuesta al estrés luminico en las especies estudiadas. 

En el presente trabajo fue posible observar que los niveles de GSH en la hemolinfa de la 
especie P. clarkii fueron afectados por la irradiancia pero no por el fotoperiodo, 
mientras que en la especie P. digueti los dos parametros luminicos con los que se 
trabaj6 mostraron efectos significativos sobre la variable, sin embargo, el fotoperiodo 

fue el parametro que en mayor grado alteré los niveles de GSH en esta especie. 

Las observaciones anteriores sugieren que P. digueti al ser una especie que habita en 
regiones de baja latitud no se adapta facilmente a fotoperiodos largos. La irradiancia, al 
parecer, tuvo un efecto parecido en ambas especies debido a que las dos poseen habitos 
nocturnos y son excavadoras, por lo que en pocas ocasiones se exponen a luz de alta 

irradiancia. 

P. digueti a diferencia de P. clarkii no es capaz de tolerar la anaerobiosis y/o la 
depresién metabdlica que produce la luz con alta irradiancia y largos fotoperiodos y es 
por ello que presenta un porcentaje de mortalidad mas elevado. 

Efecto de la luz sobre la cadena respiratoria 

En investigaciones recientes se reportaron los efectos de la luz sobre la levadura 

Saccharomyces cerevisiae y se encontré que ta luz blanca de alta intensidad inhibe el 
consumo de oxigeno. Lo anterior parece indicar que la luz inhibe algun proceso en el 
ciclo de Krebs. Se reporta también que la luz visible de alta intensidad inhibe la sintesis 
de proteinas, el crecimiento y la division celular de la levadura. Debido a lo anterior se 
atribuye la inhibicién de la respiraci6n a la inhibicion de la sintesis de proteinas pero se 

incluye la posibilidad de que la luz esté afectando directamente a alguna enzima o 

cofactor de la respiracion (Ninneman, 1970). Los hechos anteriores quiza puedan 
explicar el por qué, en las especies de acocil estudiadas, al ser expuestas a condiciones 

de luz extremas, se inhibia la respiracion aerdbica y se utilizaba, como via alterna de 
obtencion de energia, la anaerobiosis (Fanjul-Moles et al., en 1998). 

Con respecto a lo anterior y recordando la hipétesis principal de este trabajo en la cual 
se mencionaba que las caracteristicas extremas de la luz producen estrés y por lo tanto 
un decremento en las funciones metabdlicas y la anaerobiosis, habria que mencionar 

que durante esta ultima el oxigeno, si bien no es utilizado para la obtencién de energia, 

continua entrando al organismo ya que la presién parcial del mismo debe estar en 

equilibrio con el ambiente. Por fo tanto, el gas que no es utilizado, probablemente, 

produzca la generacién de una mayor cantidad de radicales libres. Esto ultimo Hevaria 
al organismo a incrementar también sus niveles de GSH para contrarrestar el dafio que 
aquellas ROS pudieran provocar.
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Diferencias individuales en los niveles de GSH 

Diferencias tanto intraespecificas como entre los organismos de una misma especie en 

los niveles de GSH en la hemolinfa también pudieron ser observadas en el presente 
trabajo. Estos hechos concuerdan con los resultados obtenidos en trabajos anteriores 
(Monier, 1936). Las diferencias observadas, probablemente, se deban a que la 

maquinaria metabolica encargada de mantener los niveles adecuados de GSH de cada 
individuo responde de manera distinta al estrés, en el caso del presente trabajo, 
provocado por las caracteristicas luminicas extremas y a que cada organismo produce, 
transporta y elimina de diferente manera las ROS que se producen en el organismo. 

Eficiencia en la utilizacién del metabolismo anaerobio 

Ha sido observado que cuando se coloca un cangrejo en un recipiente con agua de mar y 
éste se sella herméticamente, el animal consume el oxigeno y muy poco tiempo después 
se halla en estado de asfixia. Al medir el nivel de GSH después de la condicion anterior 
se observa un incremento en los niveles de aquel tripéptido que va de los 208 a los 
261mg (Monier, 1936). 

Recientemente fue sugerido que la especie de acocil P. clarkii puede incrementar la 
concentracién de lactato acelerando la glicdlisis anaerébica obteniendo por medio de 
ese mecanismo la energia generada a través de las vias aerdbicas. Esto ultimo puede 
realizarlo hasta que se restablezcan las concentraciones normales de oxigeno. P .digueti 
por el contrario no es capaz de utilizar eficientemente el metabolismo anaerobio por lo 
que depende en mucho mayor grado del aerdbico. (Jallier et al., 1992; Fanjul-Moles et 
al,. 1998). 

Lo anterior sugiere que los altos niveles de GSH que se presentan en la especie P. 

clarkii durante el fotoperiodo extremo a alta irradiancia se debe a que estos organismos, 
al encontrarse ante una situacién estresante, disminuyen su consumo de oxigeno y 
obtienen su energia utilizando el metabolismo anaerobio y por lo tanto producen 
mayores cantidades de lactato. Lo anterior provoca una elevada acidosis en las células 
del organismo, es decir, que se generan grandes cantidades de iones hidrégeno que 
pueden ser utilizados para reducir el GSSG existente y transformarlo a GSH 0 en su 
defecto para producir mas GSH. La ventaja de esta especie es que puede, facilmente, 

volver a utilizar el metabolismo aerobio cuando finaliza la situacién estresante y vuelve 
a respirar con normalidad. 

La especie P. digueti al ser sometida a situaciones estresantes también disminuye su 

consumo de oxigeno, hace uso de su metabolismo anerdbico y produce lactato el cual 

produce acidosis y por lo tanto una elevada cantidad de iones hidrégeno. A diferencia 
de la otra especie, ésta, al finalizar las condiciones estresantes es incapaz de volver al 
metabolismo aerébico por lo que continta produciendo lactato y la acidosis que se 

genera, provoca, por un lado, el incremento de los niveles de GSH y, por el otro, un 

cambio en el pH interno que los organismos no pueden soportar y que al poco tiempo 

les ocasiona la muerte. De hecho durante el experimento fue observado que en los
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organismos de ambas especies que morian, por lo general presentaban niveles de GSH 
considerablemente altos. 

Las observaciones y resultados anteriores apoyan el hecho de que la especie P. digueti 
al habitar cuerpos de agua bien oxigenados pocas veces tiene la necesidad de recurrir a 
su metabolismo anaerdbico; por lo que el cambio de una a otra via se realiza con menos 
eficiencia que en la especie P. clarkii que por habitar zonas de baja oxigenacion 
constantemente debe utilizar las vias anaerdbicas para la obtencién de energia. 

Sistema neuroenddécrino y actividad locomotora. 

Experimentos recientes (Fanjul-Moles et al., 1998) reportan que durante la primera 
semana en la que los organismos se encontraban en fotoperiodo 12:12 a alta irradiancia 
el porcentaje de actividad locomotora se incremento y el consumo de oxigeno 
disminuy6. En otras especies de crustaceos ha sido observada hiperactividad como una 
respuesta transitoria a la hipoxia (Hervant et al., 1995). Sin embargo en la segunda 
semana del fotoperiodo 20:04 ambas especies redujeron su actividad locomotora 
indicando con ello un gasto de energia menor producida por la situacién luminica 
estresante. En ambas especies el fotoperiodo extremo parece inhibir la actividad 
locomotora. 

La actividad locomotora asi como la maquinaria metabolica esta regulada por diversos 
procesos neuroendécrinos. 

En acociles del genero Cambarus se observé un incremento en la actividad locomotora 
cuando se les fue extirpado el pedinculo ocular y aquella se restablecia cuando se 
administraba a los organismos un factor neurohumoral producido por el mismo 
pedinculo (Scudamore et al., 1947). De la misma manera, el control del pedunculo 
ocular sobre la tasa metabélica del acocil ha sido demostrada en los acociles ( 
Fingerman, 1955). 

Los hechos anteriores sugieren que en el presente trabajo el efecto de las caracteristicas 
extremas de la luz actian de manera importante sobre las estructuras neurales y 
endécrinas responsables del control del comportamiento y de las funciones metabdlicas 
como lo es, en este caso, el mantenimiento de los niveles de GSH. 

GSH en Organos y tejidos 

Otra de las razones por las cuales, probablemente, se observan altos niveles de GSH en 
la hemolinfa, al variar las condiciones luminicas, podria deberse al incremento en el 
transporte de este tripéptido de los érganos productores (los musculos, el higado -en 
este caso hepatopancreas. la retina y las células sanguineas (Almar et al., 1987) a otros 
Organos y tejidos. Lo anterior con el objetivo de aumentar el poder antioxidativo en las 
partes del organismo que mas lo requieran y que de alguna manera se vean mas 
afectadas por las condiciones luminicas estresantes.
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Efecto del GSH sobre la LDH 

Reportes recientes indican que el GSH inhibe la lactato deshidrogenasa (LDH) de los 
musculos tanto de rata como de conejo evitando con ello la liberacién, tanto in vivo 
como in vitro del lactato que se produce en ellos. 

Lo anterior apoya los resultados del presente y otros trabajos (Fanjul-Moles et al., 
1998). Cuando las dos especies de acocil estudiadas son expuestas a situaciones 
luminicas estresantes la concentracién de lactato en la hemolinfa se incrementa pero en 
P. digueti el tipéptido alcanza niveles mayores que P. c/arkii. Lo anterior produce una 
elevada acidosis en la hemolinfa de la primera especie que aquella no puede soportar. 
Los niveles mas elevados de GSH en P. digueti provocan que el lactato producido por 
la anaerobiosis, no pueda ser liberado ya que la LDH se encuentra inhibida y las altas 
concentraciones de iones hidrégeno acaban por matar al organismo. 

Una manera alterna de explicar lo anterior, seria apoyando la hipotesis de que las 
caracteristicas anormales de la luz provocan un aumento en la cantidad de ROS 
producidas por los organismos y que como consecuencia de esto ocurre una elevacién 

en los niveles de GSH. Este ultimo aumento podria inhibir a la LDH, provocando que el 
lactato producido por la utilizacién de las vias anaerébicas durante las condiciones 
luminicas estresantes (Fanjul-Moles et al 1998) no pueda ser liberada y que por lo tanto 
se mantenga el estado reductor del medio, lo cual haria que los niveles de GSH se 
incrementaran como producto de la gran cantidad de iones hidrégeno disponible. 

Efecto de la deuda de oxigeno 

En la hipotesis del presente trabajo se proponia que los niveles de glutation reducido 

(GSH) quiza se incrementaban como producto de que, durante las condiciones 
estresantes y al ocurrir la respiracion anaerdbica, se generaba una deuda de oxigeno que 

era saldada una vez que se volvian a utilizar las vias aerobicas. Esto ultimo provocaba 
la existencia de un exceso de oxigeno el cual al no ser utilizado para la obtencién de 

energia a partir de los carbohidratos, era transformado, debido a la ganancia de 
electrones, en radicales libres o ROS (Ellington, 1983). 

Lo anterior parece bastante razonable y sin embargo en caso de suceder, el incremento 

en los niveles de GSH deberia observarse en los periodos de recuperacién, en donde el 
organismo ya no esta sujeto a las condiciones luminicas estresantes y por lo tanto su 
respiracion vuelve a ser aerébica. Esta ultima situacién no se observa en los resultados 
del presente trabajo ya que los niveles elevados de GSH se presentan durante las 
semanas en las cuales se aplican las condiciones experimentales extremas. Por ello se 
propone que lo sugerido en parrafos arriba, relacionado con la respiracién anaerébica y 

la excesiva produccién de lactato por estos organismos como respuesta a la situacién 

estresante a la cual se hallan sometidos (Fanjul-Moles et al 1998), es lo que realmente 

esta provocando los cambios en los niveles de GSH en la hemolinfa de las dos especies 
de acocil estudiadas.



  
Conclusiones 

Vinimos a sofiar 

Asi lo dejé dicho Tochihutzin, 
Asi lo dejé dicho Coyolchiuhqui: 

De pronto salimos del suefo, 
solo vinimos a sofiar, 

no es Cierto, no es cierto, 

que vinimos a vivir sobre la Tierra. 

Como yerba en primavera 
es nuestro ser. 

Nuestro coraz6n hace nacer, germinan 

flores de nuestra carne. 
Algunas abren sus corolas, 

luego se secan. 
Asi lo dejé dicho Tochihutzin. 

Tochihutzin. Poeta de la lengua Nahuatl (siglo XV) 

’ 

eds
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rx. Conclusiones 

La especie P. digueti presentd, en el presente trabajo, un porcentaje de mortalidad 
mayor que la especie P. clarkii. Esto ultimo sugiere la escasa resistencia de la 
primera especie ante las condiciones luminicas estresantes analizadas. A diferencia 
de P. clarkii, esta especie, si bien incrementa sus niveles de GSH, no logra alcanzar 

de nuevo los niveles control, lo cual le provoca la muerte. 

EI nivel basal de GSH en las especies estudiadas depende de los nichos ecoldgicos 
que ellas suelen ocupar. La especie P. clarkii al habitar cuerpos de agua poco 
oxigenados posee un nivel basal de GSH menor que la especie P. digueti que habita 
cuerpos de agua con buena oxigenacién y que pocas veces tiene que hacer uso de su 

metabolismo anaerobio. 

Los niveles de GSH en la hemolinfa de la especie P. clarkii son afectados por la 
irradiancia pero no por el fotoperiodo. 

Los niveles de GSH en la hemolinfa de la especie P. digueti son afectados por los 
dos parametros luminicos con los que se trabajo. Sin embargo, el fotoperiodo tuvo 
un efecto mas significativo que la irradiancia. 

Las caracteristicas extremas de la luz producen, sin duda, un efecto en las estructuras 

neurales y endécrinas responsables del control tanto del comportamiento como de 
las funciones metabdlicas entre ellas de los niveles de GSH en la sangre o hemolinfa. 

Los niveles de GSH y Ia relacién entre la concentracién de lactato y el consumo de 
oxigeno (Fanjul-Moles et al 1998) sugieren diferencias en las dinamicas fisiolégicas 
de estas dos especies ante el estrés luminico. 

ESTA TESIS NO BEBE 
SAUR DE iA BIBLIOTECA
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x. Perspectivas 

El glutatién reducido o GSH representa tan sdlo una de las dos formas que el tripéptido 
glutation puede adoptar. La otra es el glutatién oxidado o GSSG. 

Observar y analizar la variacién en los niveles de esta ultima forma del glutati6n en la 
hemolinfa de los acociles al ser sometidos a estrés luminico, proporcionaria datos utiles 

para entender, de una mejor manera, el funcionamiento de la maquinaria metabdlica 
encargada de mantener en equilibrio los niveles de GSH y de GSSG, la cual a su vez 
contribuye a incrementar la eficiencia de los mecanismos antioxidativos de las especies 
estudiadas, en particular y la de los demas organismos, en general. 

Los resultados del presente trabajo sugieren que los niveles de GSH en la hemolinfa de 
los acociles se incrementan durante el estrés luminico. Esto ultimo se agrega al hecho 
de que durante éste tipo de estrés se producen elevadas cantidades de lactato, como 
producto de la respiraci6n anaerdbica (Fanjul-Moles et al., 1998) 

Con el objetivo de verificar lo anterior se podrian llevar a cabo dos experimentos mas, 
siguiendo siempre las condiciones luminicas que fueron utilizadas en el presente 

trabajo: 

Por un lado, se podrian medir fos niveles de lactato y el pH en la hemolinfa de los 
acociles. Lo anterior con el objetivo de verificar si efectivamente se produce la 
respiracion anaerobica durante los periodos de estrés y si aquella contribuye a disminuir 
el pH de la hemolinfa. 

Por otro lado, se propone que podria medirse la actividad de la glutatién reductasa, 

enzima encargada de llevar a su estado reducido al glutation. Para realizar esto ultimo 
deberia ser utilizado el hepatopancreas de los acociles ya que es en este érgano donde 
se ha reportado que la enzima presenta su mayor actividad. 

Los altos niveles de GSH que fueron encontrados en la hemolinfa se deben, al parecer, 

a que durante el estrés el tripéptido debe ser transportado de su lugar de sintesis hasta 
otros érganos y tejidos que lo requieran para evitar el dafio que las ROS pudieran 
provocar. 
Con el objetivo de verificar si lo anterior ocurre, podrian medirse los niveles de GSH y 

de GSSG en otros organos y tejidos como por ejemplo, en hepatopancreas, cerebro y 
retina.
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Dado que la luz penetra y afecta al organismo via sistema nervioso, éste ultimo, 
probablemente sufre el estrés foto-oxidativo en mucho mayor grado que los demas 

Organos y tejidos. Las ROS ahi producidas deben ser rapidamente eliminadas por lo que 
los niveles de GSH y GSSG deberan responder a tal situacién. Por lo tanto, el 
determinar los niveles de estas dos moléculas en ciertas regiones relacionadas con el 
sistema nervioso central, como lo son el cerebro y la retina, sera de fundamental 

importancia para entender de qué manera responde el sistema nervioso al estrés 
provocado por la luz en estos organismos. 

Al igual que muchas otras funciones y moléculas sugerimos que tanto el GSH como el 

GSSG deben poseer un ritmo circadiano. Lo anterior resultaria en una sensibilidad 
diferencial de los organismos a ciertas situaciones estresantes que se presentan durante 

el dia. 
En el caso en que la luz es utilizada como agente estresante y debido a que los acociles 
tienen habitos nocturnos se espera que a lo largo del dia los niveles de GSH y GSSG asi 
como la maquinaria enzimatica encargada de mantener en equilibrio sus niveles posean 

un cierto ritmo. Por lo cual otro de los experimentos a realizar seria aquel destinado a 
verificar si efectivamente existe un ritmo circadiano en el metabolismo de las dos 
formas de glutation en las especies estudiadas. 

Cuantificar las cantidades de ROS producidas en los diversos érganos y tejidos del 
organismo durante los periodos de estrés y recuperacién podria ser otro de los 
experimentos que se podria realizar. Lo anterior permitiria entender de una mejor 

manera la funcién de la maquinaria antioxidativa y por lo tanto la variacion en los 

niveles de GSH observados en el presente trabajo. 

En trabajos posteriores, el acocil podra ser utilizado como una especie centinela ya que 

es capaz de responder a las alteraciones que se producen en sus ambientes con cambios 
metabolicos y fisiolégicos. Lo anterior se refiere a que en estos organismos podran ser 
probados diferentes agentes que se consideran estresantes, como lo son, por ejemplo, 

ciertos contaminantes o incluso las variaciones en la temperatura y pH del agua en 

donde habitan.
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El glutation parece ser un buen indicador de la respuesta que los organismos presentan 
ante diversos tipos de estrés como lo son la luz y cierto tipo de contaminantes (Nies et 
al., 1991). Se sugiere, por lo tanto, la importancia de esta molécula al intentar entender 

el por qué de las distintas respuestas fisiolégicas y por lo tanto de la distribucién de los 

acociles, en particular y de otros organismos en general. 

Finalmente, los resultados del presente y otros trabajos asi como la bibliografia revisada 

sugieren la importancia de comprender los mecanismos antioxidativos con los que 
todos los organismos contamos. Lo anterior es debido a que las ROS intervienen en la 
causa y la progresi6n de numerosas enfermedades asi como también en los procesos de 
cansancio y envejecimiento. Por ello debemos entender de una mejor manera cémo es 
que ciertos factores ambientales alteran la fisiologia y el metabolismo en general y los 
mecanismos antioxidativos en particular.
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