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RESUMEN

RESUMEN

Ei objetivo del presente trabajo es el estudio del ritmo de actividad locomotora del crustaceo
de agua dulce Pseudothelphusa americana de animales intactos (grupo de referencia) en
condiciones de obscuridad constante (OQ); luz-oscuridad 12:12 (LO), fotoperiodo esqueleto
2:10,2:10 (FE) y luz constante (LL). Asi como de aquellos gue de manera experimental se les
practicé ablacion peduncular (PO-x), y de retina (Ret-x) de ambos ojos. El nivel de la lesion en

retina fue evaluada mediante cortes histologicos.

La actividad locomotora se obtuvo mediante sensores infrarrojos ajustados a acuarios de
vidrio, donde la interrupcion de un sensor fue considerado como un evento de actividad. La
informacién fue colectada y almacenada en una PC para su posterior analisis en forma de
actogramas, periodogramas y curvas promedio.

Los resultados obtenidos muestran que en el grupo de referencia se observé un ritmo
bimodal con un 1 circadiano promedio de 23.77 £ 0.75 h. En LO el 74% de los casos sincronizé
(23.92 + 0.11 h). E! grupo sometido a FE tuvo una baja capacidad de sincronizacion (64%), con un
T promedio largo (28.49 £ 0.36 h). En general los animales intactos colocados en LL presentaron

un ritmo principalmente unimodal con un t promedioc de 25.48 £+ 0.71 h.

En los organismos PO-x; se observé en QO una arritmia inmediata después de la lesion
quienes después de 3 semanas presentaron un t promedio de 25.53 £ 0.75 h. Solo el 19% de los
organismos con esta lesion lograron sincronizarse (t = 23.70 £ 0.42 h}, sugiriendo la existencia de

fotorreceptores extrarretinianos.

En los organismos Ret-x se encontrd en la mayoria una arritmia en la actividad en OO,
después de la lesidn mientras que uno mostré un ritmo unimodal. Solo un 58% de los animales con
esta lesion no lograron sincronizar a ciclos LO (1 = 25.06 £ 0.86 h) y se presentaron fenédmenos
como coordinacion relativa. Un 62% de los organismos Ret-x no sincronizaron a FE (t =29.03 %
0.27).

Los datos obtenidos de 1 y a/p fueron comparados entre grupos mediante las pruebas
estadisticas: t-student y ANOVA. Se determinaron diferencias significativas entre el T de PO-x y
Ret-x y grupos de referencia en OO y post-efectos.

Se discute la relacion de la retina y los pedinculos oculares como estructuras gue median
el acoplamiento de osciladores circadianos responsables del ritmo de actividad locomotora
posiblemente ubicados en el ganglio cerebroide, y se determind que el nimo de actividad

locomotora en esta especie es circadiano y no circamareal.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

El ambiente fisico en el que se desarrolla la vida estd caracterizado por
periodicidades que derivan del movimiento de la tierra y de la luna con relacion al sol.
Desde sus origenes, los seres vivos han sido expuestos a ciclos diarios y anuales tanto de
luz como de temperatura. Los ciclos mareaies retaron a la vida tan pronto como la orilla
de los mares fue invadida; en la tierra, la humedad y otros ciclos diarios se afadieron a los
ya impuestos. Estas periodicidades se convirtieron en retos que la seleccion natural ha
hecho frente; de tal forma, los ciclos externos de luz y temperatura deben haber impuesto
una periodicidad puramente exégena en los procesos vitales de los primeros crganismos.
Los sistemas metabodlicos al estar repletos de asas de retroalimentacidon negativa, se
ajustaron a un ciclo externo que pudo entrar en el asa dando origen al “reloj bioi6égico”
(Pittendrigh, 1981a).

El “reloj biologico” o sistema temporal circadiano es un sistema fisiologico
responsable de medir el tiempo y sincronizar el curso de los procesos internos de los
organismos con los eventos diarios en su ambiente. El t&rmino circadiano (del latin circa =
cerca;, y diano = dia) se ha utilizado para describir los ciclos endoégenos de

aproximadamente 24 horas generados por los organismos (Moore-Ede, et af, 1982).

Sin embargo, también existen otra clase de ritmos bioldgicos cuyos periodos
pueden fluctuar desde menos de un segundo hasta mas de un afio (por ejemplo: la
respiracion, el latido del corazédn, el ciclo estral o la hibernacion). Estos ritmos son
denominados de acuerdo a su frecuencia basandose en los ritmos circadianos; ultradianos
son aquellos con periodo menores de 20 horas, e infradianos cuyo periodo supera las 30
horas. Estos programas temporales se basan en osciladores bioldgicos; cuyo periodo es
una aproximacion del ciclo ambiental (“circa-*) con el que esta relacionado (Pittendrigh,
1981a).

Como se menciond anteriormente, la principal funcién del reloj biolégico es
emparejar su ciclo con los ciclos ambientales cuya frecuencia es parecida. A cualquier

sefial ambiental capaz de colocar en fase un ritmo (sincronizar) se le conoce con el
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nombre de “Zeitgeber” (del vocablo aleman “dador de tiempo”) o sincronizador (Aschoff,

1960), como sera llamado de aqui en adelante.

Los factores fisicos externos mas importanies sincronizadores del reloj bioldgico
son la luz y la temperatura. Esto se hace evidente cuando a un organismo que presenta
un ritmo circadiano bajo condiciones ambientales constantes, se le expone a un regimen
de luz-oscuridad ciclico de 24 horas (LO 12:12) o a un termoperiodo ciclico, el individuo
respondera manifestando un ajuste al ciclo impuesto. Sin embargo, también existen otras
sefiales de tiempo importarftes en vertebrados e invertebrados capaces de sincronizar el
“reloj bioldgico” circadiano, entre las que se encuentran presion ambiental, sonidos,

sefiales sociales y disponibilidad de alimento entre otras (Moore-Ede, ef af, 1982).

1.2. Caracteristicas generales de los relojes circadianos

1.2.1. Oscilacidon espontanea

Un aspecto fundamental para considerar a los ritmos circadianos como tales, es el
hecho de que en condiciones tipicas de aislamiento de sefiales ambientales temporales, la
ritmicidad biclégica persiste. Su fecuencia presenta una ligera pero significativa variacion
en el periodo que la caracteriza, (en este caso, los ritmos tienen un periodo que fluctuan
alrededor de 24 horas); fenémeno al que se le denomina oscilacion espontanea o libre
curso (Aguilar-Robledo, 1993). El pericdo en oscilacion espontanea es la Unica evidencia
convincente de una periodicidad endégena (Aschoff, 1960). Una propiedad de los ritmos
biologicos es que su periodo es el resultado de bases genéticas (Dunlap, 1999), lo que
sugiere que los ritmos circadianos son manejados por relojes autonomos dentro del

organismo y no son producto de estimuios ambientales (Moore-Ede, ef af; 1982).

Se sabe también que el periodo del ritmo en oscilacion espontanea (1), varia entre
las especies, los individuos y su estado fisioldgico; sin embargo en la mayoria de los
casos, el periodo en oscilacidon espontdnea es solo una aproximacién de los ciclos
ambientales relevantes. Existen ciertas generalizaciones de que en especies diurnas t es
mayor de 24 horas y menor de 24 en especies nocturnas cuando el ritmo se observa en
condiciones constantes de oscuridad (Aschoff, 1960).

Es importante agregar que la oscilacién espontanea de un ritmo también depende

en cierto grado de las condiciones constantes en las que se haya colocado el organismo;
3
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por ejemplo: luz constante (Aschoff, 1981), ya que los organismos son sistemas abiertos
correlacionados con el ambiente, y su comportamiento y funciones metabdlicas siempre

seran el resultado de una coaccién con el medio (Aschoff, 1960).
1.2.2. Efecto de la luz constante e intensidades (Regla de Aschoff)

En un ambiente constante es la intensidad de luz a fa cual el organismo es
expuesto un determinante de la longitud de un periodo en oscifacion espontanea de un
reloj circadiano (Moore-Ede, et al, 1982). Se ha visto que en algunos organismos
{(generalmente los que son diurnos), la longitud del periodo decrece con intensidades altas
de luz constante mientras que en otros (generalmente los nocturnos), el periodo se alarga
y que a altas intensidades de luz constante la expresidn ritmica generalmente se inhibe
(Palmer, 1976).

Todo lo anterior se refleja en ias reglas circadianas de Aschoff propuestas por &l
mismo en 1960, las cuales sugieren una relacion entre los habitos nocturnos ¢ diurnos de
los animales y la longitud de sus periodos (t). La primera regla menciona que los
animales diurnos exhiben un acortamiento en su periodo en luz continua mas que en
oscuridad constante, mientras que en los animales nocturnos ocurre lo contrario. La
segunda regla apunta que el periodo se acorta con incremento en la intensidad de la luz
en animales diurnos, pero es directamente proporcional a la intensidad en animales
nocturnos. La tercera regla sefiala que la proporcion actividad/descanso (ofp) aumenta
con el incremento en la intensidad de ia luz en animales diurnos, pero disminuye en los

nocturnos.

Tambieén la exposicidn de organismos de diversas especies a luz continua brillante
resuita en una desorganizacidon progresiva de la ritmicidad, lo que puede conducir a
patrones arritmicos de conducta o bien a la descomposicion de la ritmicidad circadica en
elementos ultradiancs. Estos efectos se han interpretado como el desacoplamiento entre
multiples osciladores (Aguilar-Robledo, 1993).

Es necesario aclarar que la luz no juega un papel similar con los ritmos mareales,
mensuales y anuales, ya que por ejemplo la sincronizacidon de los ritmos mareales es
principalmente resultado de ciclos de temperatura, presion y accion mecanica de la
turbulencia producida por mareas (Palmer, 1876).

Hpg
4 L lndi

| FALLA DE ORIGEN




INTRODUCCION

1.2.3. Sincronizacion

A pesar de su naturaleza endodgena, la ritmicidad biolégica no manifiesta su
oscilacion espontanea en condiciones naturales. Esto se observa en tal forma que el
periodo de la ritmicidad biolégica es igual al de los ciclos ambientales. La condicidn en la
cual el periodo endégeno y la fase del oscilador se ajustan al periodo y fase del estimulo
del ciclo externo es conocida como sincronizacion. Su importancia radica en que permite
el ajuste o adecuacion del tiempo biolégico con el geofisico. De acuerdo con Pittendrig
(1981a), la sincronizacion provee a los relojes bioldégicos un mecanismo por el cual son
capaces de reconocer la hora local, propiedad que les provee de una relevancia
adaptativa; la cordinacidn con el medio externo le permite al individuo prepararse

anticipadamente a cambios en el ambiente.

Asi, un oscilador (0) con un periodo en oscilacion espontanea (1) puede acoplarse y
ser sincronizado por ofro (z), con un periodo diferente pero similar (T). En la
sincronizacion, el estado estable del pericdo de (0) es cambiado de 1 a t* el cual seré igual
a T, asi cuando el periodo de oscilacion espontanea (1) de osciladores circadianos esta
muy cerca de 24 horas, se pueden sincronizar a uno o mas sincronizadores con un

periodo (T) dictado por la senal ambiental (Pittendrigh, 1981a).

Existen dos teorias que explican como puede llevarse a cabo la sincronizacion: una
de ellas propone una infiuencia continua o sincronizacion parameétrica, y oftra una
influencia momentanea por pulsos breves a la que se le denomina sincronizacion discreta
0 no paramétrica (Pittendrigh, 1981b).

En la sincronizacion paramétrica se propone que el estimulo ambiental afecta de
manera continua la velocidad angular del oscilador; generando aceleraciones o
desaceleraciones de su velocidad angular para ajustarlo continuamente. En contraste, la
sincronizacién no paramétrica solo afecta la fase del oscilador en las transiciones del inicio
y fin del estimulo. Cuando un fotoperiodo completo de sincronizacion se sustituye por dos
pulsos discretos de luz presentados en las fases de transicion de iluminacion {(es decir las
del encendido y apagado de las luces), se denomina fotoperiodo esqueleto (FE) (Aguilar-
Robledo; 1993).
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El fotoperiodo esqueleto puede sincronizar a los organismos a ciclos de luz de
unas cuantas horas o de minutos. Ademas, algunos autores como Pittendrigh (1981b)
creen que el fotoperiodo completo es la suma de dos efectos discretos asociados con su

principio y fin.

Cuando un ritmo esta sincronizado a una sefal ambiental, mantiene una diferencia
constante (¥) a un punto de referencia del sincronizador (o fase) que pueden ser las luces

de encendido y apagado (Aschoff, 1960).

La sincronizacién y el tiempo necesario para que esta se realice, depende tanto de
la fuerza de la sefial como de la sensibilidad del organismo a dicha sefal. Las oscilaciones
pueden ser sincronizadas a periodos ciclicos que se desvian de su periodo “natural” pero
dentro de ciertos limites. Estas frecuencias limites es lo que se denomina “rango de
sincronizacién”.  Fuera del rango de sincronizacion, un ritmo circadiano oscila
espontaneamente con un periodo cercano al que presenta en condiciones constantes, sin
embargo su frecuencia es modulada por la sefial sincronizadora débil a través del cual

cruza, un fendmeno llamado “coordinacién relativa” (Aschoff, 1981).
1.2.4. Coordinacion relativa,

Para que un sincronizador sea efectivo debe enviar una sefial lo suficientemente
fuerte para que produzca sincronizacion, lo que también implica que el organismo debe
ser lo suficientemente sensible a ese estimulo (Aschoff, 1960); pero se ha visto que en
algunos casos el ciclo ambiental no es lo suficientemente fuerte para sincronizar un ritme,
sin embargo puede ejercer alguna fase de control; asi dos osciladores interactuaran con
cierta relacion de fase si estos estan débilmente acoplados, llegando a presentarse el
fenébmeno de “coordinacion relativa”. También es necesario mencionar que se ha
considerado la sincronizacién de un sistema circadiano en términos de su marcapaso; esto
es, que el oscilador primario es el que responde directamente a sefiales externas y su
relacion de fase con el mundo exterior es el principal determinante de la fase del resto del
sistema gue conduce (Moore-Ede, ef a/; 1982).

1.2.5. Enmascaramiento

Se puede dar el caso también que ciertas condiciones experimentales, o sefiales

ambientales pueden llegar a obscurecer el mecanismo real del sincronizador actuando

6
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sobre los sistemas efectores del ritmo manifiesto sin llegar a afectar el relgj circadiano. A
este fendmeno se le conoce como enmascaramiento, lo cual no es mas que una
sincronizacién aparente, ya que cuando la sefial ambiental es elfiminada, el ritmo adapta
su oscilacion espontanea desde la fase determinada por el reloj circadiano, y no por la del

ciclo ambiental (Moore-Ede, ef af; 1982).

1.2.6. Post-efectos

Algunas veces, los eventos que imponen un periodo en el reloj circadiano pueden
alterar las propiedades del relgj, lo cual es util en la sincronizacién, sin embargo cuando se
coloca a un organismo en condiciones constantes, sus ritmos en oscilacion espontanea
pueden ser influenciados por las condiciones a las cuales el animal fue previamente
sujeto. Este fenémeno fue descubierto en 1960 por Pittendrigh y le denomind “post efecto”
(Moore-Ede, et al; 1982).

1.2.7. Compensacion de la temperatura

Se ha propuesto que el reloj que conduce a los ritmos circadianos es un tipo de
oscilador bioquimico (Palmer, 1976) sin embargo; la mayoria de los procesos bioquimicos
doblan o triplican su velocidad cada vez que se aumenta 10°C en temperatura (esto es
Qqp=2-3). Si el reloj circadiano dependiera de un proceso metabolico tan simple como
este, el organismo mediria el tiempo incorrectamente cuande la temperatura ambiental
sufriera un cambio dentro de los intervalos de folerancia del organismo. A pesar de esto,
en la mayoria de especies la velocidad del periocdo de los ritmos circadianos antes y
despues de un incremento de 10°C esta en el intervalo de 0.85 a 1.3 (Q10=1), como
resultado de una compensacion a la temperatura. Este fendmeno permite que la medicion
del tiempo por los organismos pueda realizarse con precisién en ciclos sucesivos sin
importar los cambios térmicos ambientales. Es necesario apuntar que el mecanismo
mediante el cual se compensa la temperatura es poco comprendido (Moore-Ede, ef al.
1982).

1.2.8. Mualtiples osciladores

Muchos de los procesos fisiolégicos en organismos unicelulares son ritmicos, lo que
demuestra que este nivel de organizacibn es suficiente para ia expresion de

comportamiento ritmico; ademdas estos organismos exhiben simultaneamente distintos
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ritmos, lo que conduce a pensar que si es solamente un reloj el que conduce todos los
ritmos o si cada ritmo tiene su propio reloj; condicion que también se da en los organismos

multicelulares (Palmer, 1976; Dunlap, 1999).

Asi, aungue a veces el sistema circadiano se comporta como un oscilador,
frecuentemente consiste de osciladores multiples que son acoplados uno con otro con
fuerza variable, que difieren en su poder para producir oscilaciones autosostenidas, y que
pueden ser organizados en un orden jerarquico. De aqui la existencia de “osciladores
maestros” (0 marcapasas) que controlan el sistema multioscilador por acoplamiento mutuo

por sincronizacion de sefales ambientales (Aschoff, 1981).

Una de las primeras indicaciones de osciladores multiples fue la “separacion” (del
vacablo inglés “splitting”) de los patrones de actividad en uno o mas compontentes en
algunos organismos observados por Pittendrigh en 1960, en donde cada uno de los
componentes oscilé libremente con un pericdo diferente. Esta separacion en los
componentes de los patrones de actividad ha sido observado especialmente cuando hay

un cambio en la intensidad en la iluminacidn continua (Pittendrigh, 1981b).

Hasta el momento hay tres tipos de evidencia que pueden confirmar la teoria de la
existencia de mas de un oscilador en un individuo. Primero, el sistema circadiano consta
de dos o mas osciladores, cada uno capaz de generar ritmo circadiano autosostenido.
Segundo, estos osciladores potencialmente independientes estan sincronizados entre si
estando o no el organismo en un ambiente periddico. Los osciladores deben estar
acoplados internamente por mecanismos lo suficientemente fuertes para mantener la
sincronia. Tercero, cada oscilador estd normalmente sincronizado a ciertos ciclos
ambientales especificos, asi que debe haber transductores que conviertan la sedal
ambiental a sefiales biolégicas que puedan sincronizar cada oscilador (Moore-Ede, et af;
1982).

Pittendrigh y Daan (1976) mostraron un ejemplo de lo anterior, ya que notaron que
algunos organismos colocados en ciclos de luz-oscuridad a veces exhiben dos picos de
actividad, uno al encendido de las luces (denominado M - mafana) y otra al apagado
(denominado T - tarde). Estos componentes pueden ser separados bajo condiciones
constantes. Se ha propuesto que el marcapasos circadiano esta compuesto de dos

osciladores (M y T) los cuales responden diferente a cambios en la intensidad de Ia luz.
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Ademas se sugiere que el comportamiento de separacion de componentes puede estar
presente en diferentes especies (Moore-Ede, ef al, 1982 y Pittendrigh, 1981b).

También se debe sefialar que para algunos autores como Pittendrigh y Aschoff, el
reloj bioldgico se refiere a estructuras organicas que funcionarfan como marcapasos
capaces de imponer periodo y fase a los procesos organicos, mientras que para otros
como Halberg y Reinberg, las propiedades que definen al reloj biologico son el resultado
de la interaccion de multiples procesos fisiologicos oscilatorios, donde la participacion de
estructuras especificas se limita al ajuste de fase entre los diversos procesos (Miranda-
Anaya, 1994).

En términos generales, el conceptc de reloj bioldgico engloba dos tipos de
diferentes osciladores, aquellos identificables como entidades fisicas discretas y
diferenciables del resto del organismo, y aquellos que emergen como una propiedad
resultante de la interaccion de elementos interconectados en asas de retroalimentacion
negativa. La interaccién de ambos sistemas oscilatorios resulta en la adaptacion de los

organismos a las presiones ambientales ciclicas en su nicho temporal.

1.3. Ritmos ei criistdceos

La importancia de la estructura ritmica del tiempo en organismos desde unicelulares
hasta los multicelulares, ha sido demostrada repetidamente a todos los niveles de
organizacion funcional como una adaptacion a los parametros ciclicos del ambiente. Los
ritmos biclogicos se componen por lo tanto de un marcapasos endogeno fisioldgico, el cual
genera la frecuencia basica, acoplada con el ciclo ambiental el cual ajusta la fase del reloj
interno al tiempo local. A pesar de la importancia de la medicion del tiempo en animales,

adn no se conocen totalmente sus mecanismos y su significado ecologico en crustaceos.

Los crustaceos son uno de los grupes mas grandes sobre la tierra en nimero de
especies e individuos, asi como uno de los mas diversos en comportamiento, muy bien
adaptados a sus diferentes habitats y altamente especializados, que van desde aguas

tropicales hasta articas, océanos, estuarios, agua dulce o habitats terrestres.

Hasta el momento la informacion de los relojes bioldgicos en crustaceos es limitada
debido a vatios factores como la pequefa falla de algunos, habitats relativamente

inaccesibles, y la complejidad extrema del ciclo ambiental, lo gue resulta en salidas
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biologicas ruidosas, y la fragilidad de muchos crustaceos bajo condiciones de laboratorio
durante largo tiempo. Sin embargo, existen algunas revisiones que incluyen ciertos
aspectos de la ritmicidad en crustaceos, en donde se ha confirmado la tesis de que los

marcapasos biologicos operan funciones ritmicas en estos organismos.

En crustaceos ha sido dificil identificar directamente un reloj aislado (in vitro) sin
embargo estos han sido estudiados a través de medios indirectos, usando saiidas ritmicas
para estudiar las propiedades del reloj. Las funciones mas estudiadas en cuanto a relojes
bioclégicos en crustaceos son: de comportamiento (reproduccion), sensibilidad visual, y

actividad locomotora.

DeCoursey (1983), mencicna que los ritmos mejor estudiados en crustaceos son los
reproductivos, y para decapodos son los de actividad locomotora. Entre los crustaceos de
agua dulce estan principalmente los de acociles (Page y Larimer, 1972, Miranda-Anaya,
1994; Fanjul-Moles, ef al, 1996; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; Fanjul-Moles, 1998).

Brown (1983), hace una recopilacion en cuantc a ritmos en crustaceos,
mencionando que uno de los primeros ritmos estudiados fue el cambio de color (tanto con
fotoperiodo completo como en condiciones constantes) del integumento de organismos
como acociles y cangrejos del genero Uca, haciendo énfasis en la desaparicion de este
ritmo por la eliminacion de los pedinculos oculares, determinado a estos por lo tanto como

centros ritmicos que llevan a cabo esta funcion por medio de la liberacion de hormonas.

Otro de los ritmos estudiados en crustaceos de agua dulce es el de la migracion de
pigmentos retinales en cangrejos, en donde se observd que el pigmento retinal se
expande durante el dia y se contrae durante la noche. Se ha propuesto también que un
mecanismo hormonal regula los pigmentos retinales ya que no se ha demostrado la

existencia de fibras de nervios eferentes hacia ellos (Brown, 1983; Aréchiga, et af; 1992).

Entre otros ritmos investigados se encuentran las tasas metabdlicas de algunos
cangrejos, como es la aceleracion del corazén en fase nocturna, cambio del pH de
musculos e higado, consumo de O, etcétera, postulandose con estos estudios la
existencia de un ritmo general en el metabolismo y reforzando la hipbtesis de la existencia
de ciclos diarios, lunares y mensuales en la tasa metabdlica, algunos de origen exogeno
que constituyen el sistema marcapasos para las ritmicidades endégenas persistentes
(Brown, 1983).
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Asi poco a poco, el foco de atencion para los estudios sobre el controi del ritmo en
crustéceos decapodos se fue centrando en el sistema neuroendécrino del peddnculo
ocular ya que muchos autores han registrado la desaparicion del ritmo de actividad
locomotora después de la ablacion del peduncuio 6ptico. Bliss en 1962 detectd que en un
cangrejo del género Gecarcinus sp después de fa ablacién peduncular, el ritmo persistid,
pero con un cambio dramatico en el periodo, lo que ha sugerido que la perdida de
ritmicidad reportada puede ser aparente, a menos que se utilicen los métodos adecuados
para detectar posibles cambios en la frecuencia. Naylor y Williams (1968) mencionan que
en experimentos que involucran eliminacion de los pedanculos se debe distinguir entre los
efectos post-quirtrgicos y los efectos sobre un posible mecanismo de control ritmico o
mediador v gue ademas el decremento en el nivel de actividad en decapodos sin
pedunculos puede también relacionarse a diferencias en el lapso del tiempo entre ia

ablacién y el registro de actividad.

Nayior y Williams (1968) también menciona que algunos reportes pueden llegar a
ser contfradictorios, ya que mientras algunos autores mencionan un incremento en la
actividad (e.g. Género Cambarus), otros reportan el cese de esta (Potamobius,

Trichodaclylus, Uca v Carcinus) causada por la ablacién de pediinculos.

Muchos otros autores sugieren que un reloj biolégico controla el ritmo de actividad
iocomotora en cangrejos del Género Gecarcinus, sin embargo se tienen dos teorias: que
una vez removido el pedunculo otro centro ritmico asume el control o bien que existen
varios relojes biologicos que no residen dentro de los pedinculos. Aunque ia generalidad,
en lo que todos los autores estan de acuerdo, es que se presenta una pérdida de
ritmicidad después de la ablacion de pedtnculos (para Cambarus, Uca y Trichodactyius).
Lo anterior sugiere que el mecanismo hormonal del pedinculo es al menos un mediador,
si no un relgj auténomo involucrado en el control de {a actividad locomotora ritmica. Los
experimentos de ablacion de pedinculos a cangrejos del Género Gecarcinus llevados a
cabo por Bliss y reportados por Naylor y Williams (1968), no solamente afectaron el ritmo
locomotor, si no que también precipitaron la muda, ya que el sistema neuroendécrino que

la inhibe esta presente en pedinculos.

Page y Larimer en 1972 observaron que el acocil Procambarus clarkii en un ciclo
de luz (LO 12:12) exhibe un ritmo de actividad locomotor bimodal, con una actividad

maxima en el pico de "encendido de luces", mientras que el otro pico denominado de
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"apagado" ocurre poco después del apagado de las luces. Asi tambien observaron gue al
colocar a los organismos en oscuridad constante, estos animales mantienen una
oscilacion unimodal del ritmo circadiano, que involucra actividad en el pico de "apagado de

iuces” lo que implica un mecanismo endogeno (“reloj biolégico™).

Los mismos autores, al eliminar, las omatidias de ambos ojos, ¢ de la seccion
bilateral de los Iobulos Opticos entre la lamina ganglionaris y la médula externa,
observaron la supresién del pico de "encendido de luces" pero no afecté la sincronizacion
de la respuesta de "apagado de luces”, lo que implica que no se requiere para la
sincronizacion del ritmo circadiano, asi mismo, determinaron que la ablacidén del ganglio
caudal y ia retina no eliminan la sincronizacién, por lo que propusieron que el acocil tiene
fotorreceptores extraretinianos ios cuales proveen suficientes vias de sincronizacion para

las sefiales ambientales.

Un nimero de observaciones indirectas sugieren que los elementos hormonales
localizados en ‘el pedidnculo estdn involucrados en el rntmo locomotor, mas
especificamente en el complejo glandula sinusal — 6rgano-x {Page y Larimer, 1972).

Aréchiga et al en 1992 hace énfasis que en crustaceos decapodos se han
localizado por medio de ablaciones dos 6rganos principales generadores de tiempo
circadiano: pedunculo éptico y ganglio supraesofagico. La ablacion del pedUnculo 6ptico
suprime los ritmos circadianos de locomocion ademas de otras funciones, ya que estas
estan influenciadas por las hormonas que libera el peduinculo, y particularmente ia
glandula sinusal — drgano-x, el cual sintetiza, almacena y libera hormonas. Sin embargo,
este autor subraya que no se ha podido establecer exactamente el papel del pedunculo
optico como marcapasos a pesar de la presencia de ritmo endégeno en aislamiento. Por
otra parte cada pedinculo dptico esta conectado al ganglio supraesofagico, via tractos
cerebrales derecho e izquierdo, por lo que se cree que este ganglio funciona como
integrador del ritmo circadiano.

La luz es el principal agente sincronizador de ia locomocién; en donde las
motoneuronas involucradas en el movimiento estan bajo la influencia modulatoria de
agentes neurohumorales que realzan o suprimen su actividad, particularmente de la
hormona neurodepresora producida principalmente por el pedinculo dptico (Aréchiga, ef.
al., 1992).
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Se han hecho también algunas investigaciones a cerca del mecanismo de los ritmos
circadianos durante |la ontogenia mediante el estudio de diferentes estadios de desarrollo
del acocil Procambarus clarkii, observando los cambios en los principales componentes
del sistema circadiano (marcapasos, vias para el ritmo manifiesto y elementos que
participan en la sincronizacion); estos estudios revelaron actividad ritmica en el acocil, los
cuales demostraron la presencia de un marcapasos funcional capaz de sincronizar a la luz
desde la eclosion; evidenciando que la fuerza de acoplamiento entre el ritmo y la sefial

ambiental incrementa con la edad (Fanjul-Moles, et af, 1996; Fanjul, 1998).

En experimentos que involucraron ablacién de retina se observo que las respuestas
circadianas tanto a luz blanca como a la monocromatica en acociles jovenes son

mediadas por fotorreceptores extrametinianos (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1897).

1.4. Biologia de la especie (Pseudothelphusa americana)

Los crustaceos son artropodos de respiracion branquial. El caracter fundamental de
los Crustaceos es que tienen el tegumento muy consistente, el cual en ciertas especies,
adquiere una dureza muy acenfuada, porque la cubierta de quitina esta incrustada de
sales calcareas y forma una verdadera costra, a lo que deben el nombre. Su cabeza esta
formada por cinco somitas: anténulas (o primeras antenas), antenal (0 segundas antenas),
mandibular maxilulas (o primeras maxilas) y maxilar (0 segundas maxilas). (Rioja et al,
1975).

El Orden Decapoda agrupa a crustaceos como camarones, langostas y cangrejos,
en los cuales el caparazén cubre a las regiones cefélica y toracica, formando el cefalotérax

el cual se extiende lateraimente para formar las camaras branquiales.

Los decdpodos son predominantemente marinos (89%), pero han invadido
ambientes dulceacuicolas (10%) y terrestres (1%) por medio de diversas adaptaciones.
Los adultos en su mayoria son organismos bentonicos que viven sobre el sustrato,
protegidos por rocas o vegetacion, formando la epifauna, pero también pueden vivir
enterrados en el sedimento (infauna), dentro de otros organismos como comensales (e.g.
esponjas, ostiones) o perforar hoyos en sustratos dures como coral (criptofauna). Otra
porcion significativa de los decapodos se pueden clasificar como formas pelagicas y en
algunos casos como batipelagicas. Desde luego, la gran mayoria de las fases larvarias no

son benténicas, desplazandose activamente por la columna de agua.
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El orden Decapoda se divide en dos subdrdenes: Dendrobranchiata y Pleocyemata;
en este ultimo se encuentran los camarones, langostas, acociles y cangrejos anomuros y
verdaderos. Los cangrejos braquiuros (o cangrejos verdaderos), tienen el primer par de
pereiépodos quelado y mas desarrollado que los restantes, el abdomen es reducido,

simétrico y totalmente flexionado sobre la superficie ventral de torax (Alvarez et. al., 1996).

Los cangrejos braquiuros de agua dulce del continente americano pertenecen a dos
familias: Pseudothelphusidae y Trichedactylidae. Las dos familias son distinguibles por la
forma del caparazdn; en los pseudotelfisidos es méas ancho que largo con dientes
anterolaterales muy reducidos o ausentes, mientras que el de los tricodactilidos es de
redondeado a hexagonal con espinas anterolaterales bien formadas (Alvarez y Villalobos,
1997).

Los cangrejos de agua dulce son comunes a lo largo de su area de distribucién y
representan un componente importante en los ecosistemas dulceacuicolas, por que son
procesadores eficientes de materia organica, depredadores de pequefios invertebrados y
peces; son a su vez, alimento de una gran variedad de vertebrados y huéspedes
intermediarios de parasitos del hombre. No obstante, solo existen unos cuantos estudios
de su ecoiogia. En contraste, se ha pubiicado una vasta liferatura acerca de su
taxonomia, (e.g. Rodriguez y Smalley, 1969 y Alvarez y Villalobos, 1996) biogeografia y
fiiogenia (Alvarez et al, 1996; Aivarez y Villalobos, 1997).

Los cangrejos de la familia Pseudothelphusidae se distribuyen en el continente
americano siguiendo un patrén estrictamente neotropical. La distribucion de la familia
comprende desde el norte del estado de Sonora, continuandose hacia el sur por la
vertiente del Pacifico hasta el eje neovolcanico, a partir del cual aicanza la costa del Golfo
de México. El resto de la porcién sur central de México estd ocupada por estos
organismos, con excepcion de la Peninsula de Yucatan. Estos cangrejos se distribuyen
en Centroamerica y el norte de Sudamérica desde las Guayanas hasta Per(, incluyendo

una vasta porcién de la cuenca del Amazonas (Alvarez y Villalobos, 1997).

La morfologia externa es uniforme en todas las especies de la familia, con
excepcion de las formas cavernicolas que carecen de pigmentacion y ojos, y presentan
una elongacion de los apéndices ambulatorios. La sistematica se basa en la morfologia de

los genitales masculinos o gonodpodos, que corresponden al primer par de apéndices
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abdominales o pledpodos modificados como apéndices copuladores. Basados en estas

estructuras se han reconocido mas de 150 especies.

Estos cangrejos (familia Pseudothelphusidae) generalmente se encuentran debajo
de rocas, a las orillas de rios y lagos debido a que tienen cierta capacidad de realizar
respiracion aérea; siempre y cuando exista suficiente humedad en el ambiente. Se ha
descrito la presencia de una membrana epitelial en la camara branquial a través de la cual
se lleva a cabo el intercambio de gases ilamada “pseudopulmén”. Esta adaptacién no solo
al medio dulceacuicola si no también al terrestre, ha permitido a los cangrejos
pseudotelfusidos ocupar tierras himedas a varios cientos de metros de un cuerpo de agua
(Alvarez y Villalobos, 1997).

En estas especies existe desarrollo directo, es decir, no hay etapas larvarias; de los
huevecillos emergen pequefios cangrejos que permanecen en el abdomen de la hembra
durante algun tiempo hasta alcanzar tallas de mas de 1.6 mm de ancho de caparazén. El
desarrolio abreviado o directo, es una respuesta a la necesidad de reducir la dispersién y
de permanecer cerca ¢ en €l lugar de origen, puesto que mientras mas se alejen de éste,
las posibilidades de encontrar un lugar apropiado para establecerse disminuyen y es
debido al tipo de desarroilo, cuando menos parciaimente, que ias areas de distribucion de
cada especie pueden ser muy reducidas: una seccion de un rio, una porcién de orilla de
un iago, una cueva, una cafada, etc. Necesariamente, una dispersion reducida o ausente
conduce a la diferenciacidn de las poblaciones y consecuentemente a la especiacién.
(Alvarez y Villalobos, 1997).

1.5. Regulacién neurcendécrina del pedinculo ocular sobre los ritmos

circadianos en crustaceos

Hasta el momento dos 6rganos han sido identificados como esenciales para el
mantenimiento de los ritmos circadianos en crustdceos: el pedinculo ocular y el ganglio

supraesofagico.

El pedinculo ocular fue el primer candidato sugerido como un sitio de generacion
del ritmo circadiano en crustaceos. Su ablacion elimina los ritmos circadianos locomotores.

Una de las razones para considerar al pedinculo ocular como el sitio del marcapasos

15



INTRODUCCION

circadiano es que los ritmos identificados de la posicion de cromatoforos, actividad

metabdlica y locomocién desaparecen cuando hay ablacion peduncular.

Todas estas funciones son influenciadas por hormonas gque se producen en el
pedunculo ocular, el cual contiene el sistema glandula sinusal - érgano-x. Asi se ha
reconocido la naturaleza neurohemal de la glandula sinusal en el pedinculo del cangrejo
como resuitado del descrubrimiento de su conexion a un grupo de somas neurosecretoras,

referidas como el érgano-x.

Las células neurosecretoras pueden ser definidas como neuronas con terminales
axonales gue muestran especializacion y localizacion para liberar sustancias a la

hemolinfa.

El sistema glandula sinusal de los crustaceos es uno de los principales centros de
control neuroenddcrino. La glanduia sinusal esta ubicada en la superficie del ganglio
optico en el lado dorsal o dorso-lateral, a nivel de ia médula interna, pero su posicion
relativa al ganglio 6ptico puede variar de la superficie de la médula interna al comienzo del

margen entre la médula interna y la médula externa y esta bien expuesta a la hemolinfa.

Las hormonas peptidicas liberadas a ia circulacién actGan via otras estructuras
endocrinas, en 6rganos blanco y tejidos. Estas vias estan involucradas en procesos de
muda, crecimiento, maduracidn sexual y metabolismo. La glandula sinusal es una fuente

e hormonas que media las adaptacicnes de funciones metabdlicas a las condiciones
ambientales. Estas funciones incluyen regulaciéon de los niveles de azicar en la sangre,
ocsmorreguiacion; adaptacion a la luz y al color del ambiente (homocromia); y quizas al
mantenimiento de ritmos locomotores y mareales (Cooke y Sullivan, 1982). También es
plausible la hipétesis de que este mismo drgano lleve a cabo la sintesis y liberacion de
sustancias neurosecretoras que podrian generar la sefial del tiempo para el control
circadiano (Aréchiga et al, 1992).

Existe un grupo de neuronas (drgano-x) cuyas terminales axénicas forman la
glandula sinusal. Los cuerpos neuronales generan y transportan neurchormonas a la
glandula sinusal, en donde las hormonas son liberadas a la sangre. Se ha establecido
también que todas las actividades hormonales conocidas presentes en la glandula sinusal

también estan presentes en el érgano-x.
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De las distintas hormonas presentes en el pedunculo ocular destacan: la hormona
concentradora del pigmento rojo (ECH, RPCH) que fue la primer hormona peplidica de
crustaceo en ser aislada, actia sobre los cromatoforos concentrandolos produciendo
blanguecimiento en el tegumento de decapodos; hormona de adaptacidn a la luz (LAH,
DRPH), que actia en la migracién del pigmento proximal y distal en la retina como
respuesta a la luz, esta hormona actda en la posicion de los pigmentos retinales tanto
distales como proximales y en la amplitud de los electrorretinogramas. En algunas
especies también tiene efectos dispersores en melanoforos, eritroforos y leucoforos. La
hormona hiperglicemica (HGH) que regula el nivel de la glucosa en la sangre. [a

eliminacion del pedinculo resulta en un decremento de los niveles de azdcar en la sangre.

Se ha observado que ia ablacion del pedunculo, tiene como consecuencia un
incremento en la actividad locomotora general, ia cual es arritmica. Las inyecciones de
extracto crudo de pedinculo suprimen esta actividad (aunque también se han reportado
efectos opuestos), lo que sugiere que existe un factor neurodepresor (hormona

neurodepresora - NDH) liberado de la glandula sinusal aisiada de acocil.

En particular entre las hormbnas presentes en la glandula sinusal estan: la hormona
inhibidora de la muda, la cual aparentemente viene del 0rgano-x, ya que su eliminacion
promueve la actividad del organo-y, el cual acelera la muda que puede ser inducida por la
eliminacion de los pedinculos oculares; y la hormona depresora del desarrollo gonadal, la
cual inhibe la accion de celulas neurosecretoras del pedlncuio sobre las gonadas, io que
es indicado por la rapida maduracion de las Ultimas que ocurre cuando el pedincuio es
eliminado, ya que se ha observado que las hembras juveniles sin pedinculos desarrollan
ovarios. Las hormonas que inhiben el ovario aparentemente se originan en la médula
terminalis organo-x. Asi también la eliminacién de los pedinculos de machos inmaduros
de Carcinus resultan en una hipertrofia de la giandula androgénica y en un incremento en
el desarrollo de los testiculos (Cooke y Sullivan, 1982; Aréchiga y Huberman, 1980).

La siguiente figura muestra de forma esquematica la localizaciéon de los diferentes

arganos neurchumorales del ped(inculo ocular de un decapodo braquiuro.
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Figura 1. Pedunculo ocular de un decapodo (Modificado de Escamilla-Chimal, 2001).
R = Retina, .G = Lamina ganglionaris; ME = Médula externa; Ml = Médula interna,
MT = Medula terminalis, SG = Glandula sinusal; XO-8G = Tracto 6rgano-x-gandula sinusal;
X0 = Organo-x; TO = Tracto dptico.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Muchos autores han propuesto el sistema de crustaceos como un modelo dtil para
examinar la fisiologia de los relojes, ya que los mayores drganos postulados hasta hoy
como marcapasos, receptores, sensores y transductores neurohumorales son grandes y
facilmente accesibles al interior del cerebro: los pedunculos y los ojos. DeCoursey (1983)
menciona que un grupo de investigadores (como Page y Larimer) ha sefialado al ganglio
supraesofagico como sitio marcapasos con foto-recepcion extrarretinal para la
sincronizacion sin embargo, otros investigadores han refutado esta idea (Fuentes-Pardo e
Inclan-Rubio, 1997). Aréchiga ef al (1992) propone (principalmente en acocil) a la
glandula sinusal de ios pedlnculos como el sitio oscilador primario. A lo que se ha

propuesto centros osciladores multiples circadianos en el sistema nervioso.

La actividad locomotora esta claramente bajo control de un reloj en las distintas
especies de crustaceos; aunque los registros son poco claros en comparacion con otras
especies, su actividad es exacta, no solo en frecuencia, sino en su patron (DeCoursey,
1983).

En este estudio se considera al cangrejo de agua dulce Pseudothelphusa
americana como un modelo de trabajo para el estudio de la participacion de los
peddnculos oculares sobre el ritmo de actividad locomotora (RALM) en decapodos
braquiuros, ya que esta especie presenta un ritmo de actividad mas claro que otros

crustaceos.

El presente trabajo por lo tanto es una nueva contribucidn al conocimiento de la
especie Pseudothelphusa americana, ya que solo se ha estudiado desde el punto de vista
taxonomico en descripciones de género y especie.
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3. HIPOTESIS

En estudios realizados en ofros crustaceos decapodos se ha destacado la
participacion de estructuras del pedunculo ocular y del ganglio supraesofagico en la
expresion del ritmo circadiano de actividad locomotora (Page y Larimer 1972; Aréchiga et
al 1992).

Si ambas regiones del sistema nervioso central en crustaceos estan implicadas en
la generacion del ritmo circadiano de actividad locomotora, entonces las lesiones
selectivas en pedinculo ocular modificaran la arquitectura del ritmo y la capacidad de

sincronizacion observada en animales intactos de la especie Pseudothelphusa americana.

4. OBJETIVOS

a) Describir el ritmo circadiano de actividad locomotora del cangrejo de rio
Pseudothelphusa americana en oscilacion espontanea obtenido en condiciones
constantes de oscuridad y luz; y en fotoperiodos completo (LO 12:12) y esqueleto
(FE 2:10; 2:10).

b) Describir el efecto de lesiones especificas como ablacidon peduncular y

retinalectomia sobre la manifestacion de actividad ritmica locomotora en esta especie.

c) Determinar la posible participacion de estructuras contenidas en el pedinculo
ocular en la organizacion del sistema circadianc de la especie Pseudothelphusa

americana.
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5. MATERIAL Y METODO
5.1. Obtencion y mantenimiento de animales

Los ejemplares fueron obtenidos del laboratorio de investigacién del Dr. Baltazar
Barrera M. en Mixquiahuala, Estado de Hidalgo y transportados al Laboratoric de Biologia
Animal Experimental de la Facullad de Ciencias de la UNAM, para ser aclimatados
durante dos semanas mediante fotoperiodo natural y alimentados con carne cocida y
verduras ad libitum. Durante la aclimatacién los cangrejos fueron mantenidos en acuarios
de vidrio, parciaimente llenos de agua corriente, la cual era cambiada totaimente 2 veces a
la semana. El alimento fue provisto en horarios aleatorios con el fin de no generar
sincronizacion a esta actividad. En los acuarios se usd agua corriente con cambios de la

misma dos veces por semana.

- 5.2. Registro de la actividad locomotora

El registro de la actividad locomotora se llevé a cabo en las camaras de ambiente
controlado de la Facuitad de Ciencias UNAM a una temperatura de 23 + 2°C. En total se
utilizaron 71 cangrejos adultos sin distincién de sexo, con un peso promedio de
14.52 + 0.86 g.

Los cangrejos fueron colocados individualmente en acuarios de 30 x 10 x 11 ¢cm
equipados con fotosensores infrarrojos, conectados a un sistema de registro (PC). Los
datos obtenidos, fueron acumuiados en bloques (bin) de 10 minutos. Los sensores

registraron el movimiento uno a la vez (Figura 2).

Un total de ocho acuarios fueron colocados cada vez en un gabinete de madera con
divisiones para contener dos acuarios cada uno, acondicionados con ldamparas (Phillips
150 lux) gue suministraron las condiciones de luz. Los fotoperiodos (completo y

esqueleto) fueron controlados mediante el uso de un interruptor programable.

El fotoperiodo completo comprendié un ciclo de iuz de 12 horas seguido por uno de
oscuridad con la misma duracion, mientras que el fotoperiodo esqueleto se aplicd por

pulsos de luz de dos horas con una separacion de 10 horas uno de otro.
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A. Cangrejo

. / i - Eg B. Sensores Infrarrojos
\ C. lluminacion

. Reloj interruptor
E. Computadora

H
F. Ventilador
G. Nivel del agua
I ,,,,7,,(317,*,5}'5?,,{@3&, H. Acuario
B ¢ Twi"tfm

1 I

Figura 2. Dispositive individual para el registro del RALM del cangrejo F. americana
5.3. Ablacion peduncular

Los animales a los que se les practicd de ablacién peduncular y de retina fueron
anestesiados por enfriamiento, durante 15 minutos a 4°C. La ablacion se llevd a cabo
usando tijeras oftaimolégicas. El pedanculo fue cortado desde su base, mientras que la
retina se cortd a nivel aproximado de la lamina ganglionaris (Miranda-Anaya, 1994), Para
aumentar la sobrevivencia de aquellos cangrejos con ablacion peduncuiar, se les practico
extrangulamiento del pedunculo ocular mediante un hilo fino una semana antes de Ia
ablacion (Com. Pers. Vanegas-Pérez, 2002).

Para evitar infecciones y pérdida de hemolinfa las heridas fueron selladas con

petrolato inmediatamente después dei corte.

5.4. Histologia

La verificacion del grado de la lesidon en los ejemplares con ablacion de reting se
llevé a cabo mediante histologia de los pedunculos experimentalmente dafiados, en
animales que estuvieron en registro. lLos pedunculos fueron fijados en formaldehido al
10%, deshidratados e incluidos en paraplast. Posteriormente se hicieron cortes de 6u de
espesor mediante un microtomo, los cuales fueron teflidos con azul de toluidina para

posteriormente ser observados mediante un microscopio optico (Miranda-Anaya, 1994).

5.5. Analisis de datos

Los datos obtenidos de cada registro fueron analizados mediante el usc de los

programas TAU (Minimiter Co. Inc.) y Dispac (Vega, 1994), del cual se obtuvieron
22
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actogramas de doble grafica, y periodogramas de X? en intervalos de 0 a 30 horas de las
distintas condiciones a que fueron sometidos los cangrejos; de igual forma se obtuvieron
curvas promedio de los b dltimos dias, para cada condicién con el fin de considerar el
estado estable del ritmo manifiesto para cada condicion. De los periodogramas obtenidos
para cada registro se consideré como significativo el pico resultante que presentara
valores de la varianza de cada uno de los componentes del periodo (Qp) por encima del
nivel de significancia (P<0.05).

Del periodo resultante (+ error estandar) para cada condicién se graficd la curva
promedio que proporciona el programa TAU, de esta, se obtuvo la fase (§) del (los) picos
de maxima actividad, asi como la relacidon a/p; donde o representa la duracion de la
actividad presente sobre el nivel medio de actividad y p la misma debajo de dicha
referencia. La Figura 3 muestra una curva de actividad representativa, en donde se
observa la relacidn o/p, la fase, y la relacion de fase (+¥), en donde el signo positivo
indica un adelanto de la fase con respecio al encendido de las luces,

¢

Y

IEEREEEERNEE 10 (12:12)

w
(=]

70

50 /\(
a0 Nivel medio

* de actividad

30

Actividad promedio
(Interrupcién de sensores cada 10 minutos)

20

10

<

) 1 2 3 4 5 6 718 92 1011 1213 1415 16 17 1B 19 20 21 22 23 24] Horas

o P o

Figura 3. Curva de actividad.
Para determinar diferencias significativas entre los periodos obtenidos, post-efectos,
relaciones o/p y numero de transitorios de los grupos experimentales, se utilizaron las

pruebas estadisticas: Anova, de contraste (Tukey ) y f-student (Wayne, 1995).
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5.6. Diseiio experimental

En el presente trabajo, cada condicion a la que fueron sometidos los grupos
experimentales tuvo una duracioén de 7 a 10 dias, excepto en aguellos en donde se indica
la duracion precisa.

lLa Figura 4 muestra e método seguido para cada uno de los grupos
experimentales, y las condiciones a las que fueron sometidos para obtener el registro

continuo de sus movimientos.

i
!
|
i
I
i

Referencia Experimental
Grupos : . POx Ret-x
Condiciones ‘ P P 3, |
(elo) N ele) oo LO 00 " 00 ;
o | FE IL . O0O0-POx . 0O-Retx |
oo | o0 | Lo o
00 ' FE
.. i30Dias ' 30 Dias | 00 i
n=10 n=11 n=6 n=9 n=26 n=9
00 = Oscuridad Constante Px = ablacién peduncular
LO = Luz Oscuridad (12 12) Rx = ablacién de retina

FE = Fotoperiodo esgueleto
LL = Luz constante

Figura 4. Diagrama de organizacian de los registros para los grupos control y experimental
desarrollados en el presente trabajo.

5.6.1. Grupos de referencia

Fotoperiodo completo: 00 -LO - 00

El presente disefio experimental se llevo a cabo con el fin de observar y analizar el
ritmo de actividad locomotora en oscuridad constante (O0) asi como la sincronizacion a
fotoperiodos completos(LO 12:12; 08:20; 250 lux) en animales intactos. Se utilizaron un

total de 10 cangrejos, a los que se les colocod bajo un régimen de oscuridad constante
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(O0) durante al menos 10 dias, después de los cuales se les aplicd un fotoperiodo de luz-

oscuridad (LO), para finalmente liberarlos en OO.
Fotoperiodo esqueleto: OO0 - FE - OO

Para determinar la sincronizacion del ritmo de actividad locomotora de cangrejos
intactos a un fotoperiodo esqueleto (FE), este grupo de referencia que comprendio un total
de 11 cangrejos fue sometido sucesivamente a un régimen de OO, seguido de un FE (con
pulsos de luz de dos horas de duracién separados por 10 horas de oscuridad), para

finalizar con un régimen QO.
Oscuridad constante: OO

Para observar si en animales intactos hay pérdida de ritmo de actividad después de
15 dias en condiciones de oscuridad constante se colocaron 6 cangrejos en OO durante

aproximadamente 30 dias.
Luz constante: LO - LL

Este grupo experimental fue disefiado para conocer el efecto de la luz constante
sobre el ritmo de actividad locomotora de [a luz constante en esta especie. Se utilizaron un
totail de 9 cangrejos, que se colocaren en condiciones LO (12:12) durante 1 semana, para
después someterlos a un régimen de luz constante (LL) aproximadamente durante 30
dias.

5.6.2. Grupos experimentales

Ablacién peduncular

Con el fin de comprobar presencia o ausencia de ritmo de actividad y su
sincronizacion a ciclos LO y con ello determinar la posible presencia de fototreceptores
extrarretinianos en esta especie, se llevd a cabo el presente disefio experimental. Se
utilizaron un total de 26 cangrejos los cuales se dispusieron en un régimen OO, después
del cual se efectud la ablacion peduncular, continuando 0O, al final de esta condicion se
continuo con LO (12:12) seguido de OO. La ablacién peduncular fue hecha bajo

iluminacién artificial.
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Ablacion de retina

Para estudiar el posible papel de la retina en la expresién del ritmo de actividad
locomotora con los ciclos de luz, se colocaron un total de 9 cangrejos en condiciones OO,
después del cual se les corto la retina previa anestesia con frio. Después de la lesion se
continud el registro con el régimen OO, una vez terminado se sometieron a dos
fotoperiodos: el primero un fotoperiodo completo LO 12:12, seguido de un FE; para al final

continuar en OQ0.

Se debe mencionar que la baja capacidad de sincronizacion presentada por
P. americana con lesidn de retina, fue un determinante para que no se llevaran a cabo

experimentos de animales con ablacion peduncular en ciclos de luz no-paramétrica.

Al final de los registros, se hizo la histologia a los pedidnculos con lesion, como se

menciond anteriormente.
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6. RESULTADOS

6.1. Animales intactos

Ritmos de actividad locomotora en oscuridad constante (00)

El ritmo circadiano de actividad locomotora se presentd basicamente bimodal. En la
figura 5 se muestran dos ejemplos tipicos donde la actividad mostrd un ritmo circadianoc
con periodo de 24 h cada uno. Debajo del periodograma correspondiente se muestra la
curva promedio ajustada al periodo obtenido en el periodograma. En la figura 5a el ritmo
de actividad es bimodal entre los dias 7 y 16, posteriormente la intensidad de la actividad
disminuye reapareciendo con la fase esperada para el dia 23. Tanto el periodograma
como la curva promedio no resalta la bimodalidad del ritmo como se aprecia en la figura
5b.

En general, en esta condicion {OO) la actividad locomotora fue bimodal y en
algunos casos se presentaron en el mismo registro, dos o mas componentes que oscilaron
con periodos distintos. La figura 5b muestra que entre los dias 2 y 15 un grupo de
actividad mantiene un periodo de 24 h y un segundo grupo oscila con un periodo de 26 h
(resaltado con lineas en el actograma) El ritmo circadiano de actividad se mantuvo

durante los mas de 30 dias que comprendio el experimento.

[#)]

El periodo promedio mostrado por este grupo {n=21), fue de 23.77 + 0.56 horas,
ademas mostro una relacion promedio de o/p de 0.93 + 0.03, io que implica que el tiempo

de actividad y descanso son cercanos.

TESIS CON
PALLA DE ORIGEN
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Ritmos de actividad locomotora a fotoperiodos completos LO (12:12)

El ritmo de actividad locomotora mostrado por animales de este grupo fue bimodal
como se observa en la Figura 6, y en algunos casos cada pico se presentd después del
cambio de iluminacién (Figura 6a), pero en la mayoria mostraron anticipacién al cambio de
iluminacion (Figura 6b). En este grupo se observo una sincronizacion en el 74% de los
casos con un t promedio de 23.92 + 0.11 h, mientras que el restante (26%) no logro

sincronizarse, presentando un periodo largo (28 05 + 0.15 h).

La relaciéon de fase (V) entre cada uno de los picos de actividad y el encendido y

apagado de {a luz fue de 7.67 + 1.76 h y 17.0 + 0.46 h respectivamenite.

En algunos casos (n=7) se presentd un pico de actividad alrededor de media noche

con una fase de 0.3 £ 0.55 h, como se observa en la Figura 6a.

El ndmero promedio de ciclos transitorios gue le tomo a este grupo para alcanzar
sincronizacion fue de 1 a 2 ciclos. El indice a/p fue de 1.45 + 0.28, lo cual determina que

los periodos de actividad fueron mayores a los de reposo.

Para confirmar fa sincronizacion a los ciclos LO, los animales fueron sometidos a
OO (Figura 6a) o LL {Figura 6b), en donde en ambos se obsetva un claro control de fase,

antes y después del cambio de condicion.
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Ritmos de actividad locomotora a fotoperiodos esqueletos FE (2:10; 2:10)

La Figura 7a muestra un ejemplo representativo de la mayoria de los casos (64%})
de este grupo, en donde se observd una baja capacidad de sincronizacion a los ciclos de
FE, en donde los componentes del ritmo se mantienen con periodos distintos a los de los

pulsos de luz aplicados.

La Figura 7b muestra un patron de comportamiento de la minoria de los casos
(36%) que presentaron sincronizacion. Durante los primeros 5 dias un grupo de actividad
se nota prominentemente antes del pulso de luz correspondiente al atardecer; a partir del
dia 6 comienza a ser notable el grupo de actividad relacionado con el primer pulso de luz.
Este grupo de actividad mantiene control de fase cuando el registro continua en oscuridad

total a partir del dia 10.

El periodo promedio de la actividad iocomotora en este grupo para los organismos
que sincronizaron fue de 23.83 + 0.28 h, mientras que fue de 28.49 + 0.36 h para los que
no lo hicieron; la relacion a/p fue de 0.93 + 0.14. El nimero de ciclos transitorios para este

grupo en aguelios que alcanzaron la sincronizacion fue de 1 + 1.0,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Ritmos de actividad locomotora a luz constante (LL)

La Figura 8a muestra que después de 10 ciclos en LO al que fue sometido este
organismo, y después de presentar un ritmo bimodal, este ritmo se vuelve unimodal al

entrar a un régimen LL (33% de los casos), alargando su periodo (24.6 h).

Mientras que en la figura 8b se observa que después de presentarse al comienzo
del régimen LL un ritmo de actividad unimodal con periodo largo (24.9 h), se observan dos
componentes en donde cada uno oscila espontaneamente con un periodo diferente, lo que

se conoce como separacion (o “splitting”) en el 67% de los casos.

En este grupo de organhismos se observo gue el periodo promedio se incremento

(26.13 £ 0.70 h) a comparacion de los organismos en QO (23.77 £ 0.56 h).
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6.2. Efecto de la ablacion peduncular

Ritmo de actividad locomotora de animales PO-x en 00

En la mayoria de los casos despues de la ablacion de los pedunculos oculares se
obtuvo actividad arritmica en los dias posteriores a la lesion; la figura 9a muestra un
ejemplio en donde el ritmo en el animal intacto presenta un periodo de 22.8 h. Después de

gue se cortan los pedinculos (PO-x) oculares al dia 10, el ritmo pierde amplitud, pero el

periocdograma muestra un T de 24.4 h.

Cuando los animales sin pedinculo ocular se mantuvieron durante
aproximadamente dos semanas antes de iniciar el registro, se observé un ritmo claro

(Figura 9b), con un periodo de 26 y 29.9 h.

En general el ritmo mantuvo una fase constante y un promedio del periodo de
27.0£0.75 h, encontrandose diferencias significativas con aquellos organismos intactos

en OO, donde el promedio del periodo fue de 23.7 + 0.56 h.

También se encontro que los periodos de actividad superaron a los de reposo en
animales PO-x en OO, lo que se reflejé en el valor de la relacién o/p que fue igual a

1.64 £ 0.25.

Ppp————__

35



RESULTADOS

©r

130v

Ev

b &

pep

 PRPIAIDE 3P BAINY

SRIOH

Vi i

-elielbopolad
X-0d

seloy

Lk Lk
i

seiq

) _ seioy
B
' P8
f ] -3
\ &
: m by
1

PEPIARE ap BAIND

SBIOH

eleibopourag
Xod ~ DO
SEIOH

peplAY

PEPIAIIDE 38 BAIND

seioy

ar
ewerfopyad
GO

e

JETATeT

8t L a

re lq.l -
) rr

d?ji
]

“Jenounpad UQISB|Ge U0D O U BIOJOWIOS0| PEPIAIDE 8P SOy "6 einbi4

51

A X-0d
at

81-90

5810

36



RESULTADGS

Ritmos de actividad locomotora de animales PO-x en ciclos LO

La figura 10 muestra los dos principales patrones presentados por los organismos
con ablacién peduncular y sometidos a un régimen LO (n=26). En el primer caso (Figura
10a), un 81.5% de los organismos no lograron sincronizarse con el encendido y apagado
de las luces; por el contrario, el ritmo se mantuvo en oscilacion espontanea (z = 26.2).
Mientras que un 18.5% (Figura 10b) presenté un ritmo circadianc unimodal después de la
ablacién, en el cual un grupo conspicuo de actividad se adelantd a la sefial de apagado de

las luces, registrando una fase promedio a las 15.66 = 2.02 hrs.

El periodo promedio para los organismos que no sincronizaron a este ciclo de luz
fue de 27.41 £ 0.74 h, mientras que para los que si lograron la sincronizacién fue de

23.70£0.42h.

El T promedio para este grupo fue de 26.51 £ 0.17 h, y se encontraron diferencias
significativas con el grupo sin lesién. El promedio de ciclos transitorios antes de alcanzar
la sincronizacion fue de 1 a 2 ciclos y el promedio de a relacion a/p fue de 1.44 £ 0.28 lo

que significa que en la mayoria de los casos fue mayor la actividad que el reposo.
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6.3. Efecto de la ablacidén de retina
Ritmos de actividad locomotora en OO0

La figura 11a muestra un ejemplo dei el ritmo tipico bimodal presentado en OO por
estos organismos (con un t de 24 h), se transforma en unimodal después de la lesion de
retina (dia 10), mostrando blogues compactos de actividad con una fase bien definida, con

un periodo promedio de 24.2 h.

El otro patrdn de comportamiento se caracteriza por una arritmia de la actividad
después de la lesion de retina en OO (Figura 11b), en donde se puede observar una baja

actividad que se presenta durante el registro.

Se determindé un periodo promedio largo en los animales que mostraron ritmo

" significativo para este grupo, (t = 26.54 + 0.68 h); con una relacion a/p de 1.30 £ 0.28.
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Ritmos de actividad locomotora en LO en animales Ret-x

La Figura 12 presentan los dos patrones de comportamiento que también se

observaron dentro de este grupo experimental.

En el primer caso (Figura 12a), después de la ablacién de retina y durante la
condicion LO, uno de los organismos presenté coordinacion relativa (r=24.2), mostrando

por lo tanto un acoplamiento débil de los bloques de actividad a la sefial de luz.

En el segundo caso (Figura 12b) el efecto del régimen LO, resulta en un ritmo
bimodal sincronizado (1=24), ya que se muestra un bloque de actividad, con una fase bien
definida, en donde [a anticipacion al encendidc y apagado de la luz sugieren

sincronizacion al fotoperiodo impuesto.

Solamente el 42% (tr promedio de 23.92 + 0.19 h) de los organismos presentd
sincronizacién; y requirieron de 2 a 3 ciclos transitorios para ajustar su fase con el ciclo
LO; contra un 58% de los animales de este grupo gue no sincronizaron (v promedio de
2593 +1.41h)

En general el ritmo presentado por este grupo fue bimodal con un pico de actividad
asociado al encendido de las luces (10.66 + 2.02 h) y un pico de actividad a media noche

(23 £ 0.57 h), y una relacién o/p de 1.06 + 0.08.
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Ritmos de actividad locomotora en FE

El grupo sometido a este régimen de iluminacion, presentd una baja capacidad de
sincronizacién, como lo muestra la Figura 13a, en donde se observan bloques de actividad

que oscilan espontaneamente, con una fase definida, y con periodo corto (23.4 h).

La Figura 13b muestra unc de los casos en donde se presentd sincronizacion
{t = 24), se puede observar en esta un pico de actividad en el pulso de atardecer, y otro

durante la noche subjetiva. Se nota ademas un periodo de 29.6 h.

Solo algunos casos (37.5%) presentaron sincronizacion (periodo promedio de
23.77 £ 0.18 h) con un pulso de actividad en el encendido de las luces (8.5 +1.19 h) v el
apagado (18.0 = 1.0) de las mismas, tomando 1 a 2 ciclos transitorios en llegar a la fase
estable. El 62.5% de los casos no sincronizaron, y presentaron un periodo promedio de

29.03+£0.27 h.

En general el periodo promedio para este grupo fue de 26.30 + 1.01 h, sin presentar

diferencias significativas con el grupo de referencia y una relacidon o/p de 0.93 +0.15;
ademas se tuvo para este grupo un promedia total de 2.8 ciclos transitorios para llegar a la

et e S A o

sincronizacion.
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6.4. Histologia

La Figura 14a muestra de forma esquematica la disposicion de las diferentes
estructuras que conforman un peddnculo ocular sin lesion.  Un corte de pedunculo intacto
puede ser observado en la figura 14b, distinguiéndose: retina, lamina ganglionaris, médula
externa y medula interna. El espacio que se presenta entre retina y lamina ganglionaris es

un artefacto del corte.

En la figura 14c se muestra un peddanculo ocular al que se eliminé completamente la
retina. Estos ejemplares fueron utilizados en el protocolo de lesion de retina (Ret-x). Se

observa la lamina ganglionaris, medula externa, médula interna y médula terminalis.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 14. a) Esquema de un crustaceo decapodo (acacil) (Tomado de Escamilla-Chimal, 2001)
b) Corte histolégico de pedinculo ocular de £. americana sin lesién:; ¢) con ablacion de retina.
R = Retina; LG = Lamina ganglionaris; ME = Médula externa; M| = Médula interna;
MT = Médula terminalis, 5G = Glandula sinusal, X0-SG = Tracto organo-X-gandula sinusal;
X0 = Organo-X; TO = Tracto éptico
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6.5. Variacion del periodo del ritmo de actividad locomotora ente los

distintos grupos de animales: efecto de las lesiones

En la figurals se presenta el promedio del periodo (x error estandar) para la
condicion QO inicial contra el mismo post lesién de los grupos experimentales (PO-x y
Ret-x). Mediante una prueba de { entre grupo de referencia y los lesionados, se
observaron diferencias significativas entre los datos de referencia y despues de las
lesiones (p<0.05, t-student). Se observa también que existié un aumento en el periodo en

ambas lesiones.

29.0 -
28.0 -
27.0 -
26.0 L
25.0
24.0 T
| 23.0 - 27.0
22.0 - 277 238
21.0

20,0 T T T
Referencia PO-x Referencia Ret-x

——
—

Periodo

—r
H

Grupo experimental

(*) = diferencias significativas entre los grupos.

Figura 15. Valores promedios de periodo en OO inicial de los grupos experimentales, y
comparacion estadistica entre estos y los de referncia por medio de pruebas de t.
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La figura 16 muestra el porcentaje de sincranizacion y de no sincronizacion a ciclos
LO de cada grupo experimental. Se observa que el porcentaje de sincronizacion
disminuye con respecto al nivel de ablacion. Un 74% del grupo de referencia (intacto)
presenté sincronizacion (z promedio de 23.92 £ 0.11 h), la cual disminuy6 a un 42% en el
grupo con retinalectomia. E! grupo experimental con ablaciéon peduncular presentd un

gran porcentaje (81.5%) de ejemplares que no sincronizaron.

Referencia 74.0 26.0
UEJ Ret-x 42.0 58.0
I: H :
o
0.
5 : :
o PO-x 18.5 81.5
=) - .
=5
[ : :
m T T T
0 20 40 &0 80 100
0 5i sincronizo . . - . r
. ., Porcentaje de casos con sincronizacion
P No sincroniza
I I -

Figura 16 Porcentaje de casos en gue el ritmo circadiano de los organsmos correspondientes
a cada grupo experimental sincronizé al fotoperiodo completo.

L.a tabla 1 presenta una comparacion de los periodos observados en condiciones
QO iniciales y finales entre los distintos grupos de trabajo. Se aprecia la presencia de
post- efectos, es decir un cambio significative en el promedio del periodo probablemente

debido a la influencia de la luz a la cual se sometié cada grupo.

Condicion OO inicial OO0 final
Referencia
LO 252+065 | 27.4+0.89*
FE 25.3+0.60 | 26.0+0.55*

Nota: (*) = diferencias significativas.
Tabla 1. Andlisis del periodo del ritmo en OO, post-efectos
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La tabla 2 presenta la relacién o/p, es decir la proporcion que hay entre el tiempo de
actividad y descanso en un ciclo completo. Mediante pruebas de f solamente se
determinaron diferencias significativas entre OO inicial y final en el grupo experimental
PO-x. Los valores obtenidos muestran un decremento en ia intensidad de fa actividad en

los ejemplares lesionados.

Condicion 00 inicial 00 final
Referencia
LO 0.93+0.33 0.94 +0.05
FE 0.96 £ 0.05 0.80+0.08
PO-x 1.64 £ 0.25 0.85+0.17*
Ret-x 1.30+0.28 0.94 £ 0.09

Nota: (*) = diferencias significativas.

Tabla 2. Relacidén a/p.
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7. DISCUSION

7.1. Animales intactos

Oscuridad constante

Los cangrejos de la especie Pseudothelphusa americana mostraron un ritmo
circadiano de actividad iocomotora bimodal en condiciones constantes de oscuridad (OQ),
cuyo periodo circadiano promedio fue de 23.77 £ 0.56 h. Aunque se ha considerado que
los crustaceos de agua dulce exhiben ritmos circadianos agudos con un rango
intraespecifico en 00 de 23.3 a 23.6 h (DeCoursey, 1983), es necesario hacer notar que
estas diferencias pueden ser consecuencia de {a diversidad de peso y la edad (no

conocida) de los animales usados (Aschoff, 1981; Miranda-Anaya, 1994).

Existen solamente algunos reportes para crustaceos de agua dulce en esta
condicidn, entre los que se encuentran el ritmo de actividad locomotora en acociles
{Procambarus clarkij) con periodos que ocilaron entre los 23.3-23.6 h (Page y Larimer,
1972), el cual a diferencia de P. americana, se muestra unimodal en OO. La actividad
locomotora en P. americana presentd algunos componentes que oscilaron
espontaneamente con periodos distintos, también observados en Uca subcylindrica
(Thurman y Broghammer, 2001). El ritmo de actividad locomotora en OO se mantuvo
durante mas de 30 dias de registro, lo que es importante, si se observan que los datos
provistos por algunos autores para acocil P. clarkii, en donde la desaparicion del ritmo se
da después de aproximadamente 10 dias (Page y Larimer, 1972) y para el cangrejo Uca
subcylindrica que no sobrepasan los 19 dias debido a la alta mortandad de los organismos
en laboratorio (Paimer, 2000).

La forma de manifestar la actividad locomotora en crustaceos parece ser variable
segun el ambiente previo a su registro. Se ha reportado que al colocar individuos de
U. subcylindrica en OO después de un tratamiento {.O no se observo ritmo de actividad
locomotora robusto y en cambio si se observd un ritmo débil en algunos animales el cual
se perdié después de 19 dias; sin embargo encontraron que al colocar estos cangrejos en
OO directamente (después del ciclo LO natural, como en el presente trabajo) se detecto
un ritmo circadiano en el 95% de los casos. La falta de ritmo encontrado en OO después

del ciclo artificial de LO ha sido interpretada como interrupcion del acoplamiento entre
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osciladores endégenos y el sistema ambulatorio por los ciclos artificiales de luz o por
inhibicién del oscilador responsable para el ritmo en OO (Thurman y Broghammer, 2001).
Para P. americana se observd que un 83% de los casos mostraron ritmo robusto en 0O,
por lo que esta especie es un buen modelo para el estudio del ritmo de actividad

locomotora en crustaceos decapodos.

En cuanto a Ia relacién a/p promedio, Aréchiga et al (1992) menciona que para el
acocil P clarkii en OO es de 1.21, es decir la proporcién de la actividad contra el descanso
en un ciclo fue mayor que lo encontrado para P. americana (a/p=0.93 x 0.33); sin embargo

no hay evidencias de que estas diferencias sean estadisticamente significativas.
Ciclos de luz-oscuridad

El ritmo de actividad locomotora en este grupo fue bimodal, con inicio de actividad
en anticipacion al cambio de iluminacion, y en algunos (71%) con actividad nocturna.

Durante esta condicién sincronizaron el 74%, conun t=23.92 + 0.11 h.

El ritmo locomotor del acocil (P. clarkii), al someterse a condiciones de laboratoric
bajo un fotoperiodo (LO 12:12), desplegd dos picos caracteristicos, donde el primer pico
de actividad sincronizdé con el encendido de las luces (exégeno) y el segundo ocurrié
después del apagado de las mismas (Page y Larimer, 1972). En el caso de P. americana,
la actividad bimodal se present6 cuando los animales se liberaron nuevamente en QO, por
lo tanto no son considerados como componentes exdégenos producidos por el encendido y
apagado de la luz, indicando que esta especie de cangrejo es crepuscular. Lo anterior
hace suponer que cada grupo de actividad pudiera semejarse a lo observado por
Pittendrigh (1981a) en su modelo propuesto de los dos osciladores M (mahana) y T
(tarde).

El comportamiento de P. americana en LO se semejé a lo encontrado para la
especie U. subcylindrica el cual presenta un ritmo bimodal con un pico de actividad en el
encendido y un segundo pico que anticipo el apagado. Aungue estas especies tienen
habitats distintos, ninguna de las dos muestra ritmos circamareales o circalunares (con
periodos de 12.4 y 24.8 h respectivamente), a pesar de que U. subcylindrica es un género
que ha evolucionado de especies intermareales para ocupar ambientes terrestres (orillas

de rios y lagunas hipersalinas). Ademas, las oscilaciones se sincronizaron en las dos
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especies a fotoperiodo, lo que descarta la posibilidad de que estos ritmos sean
circamareales o circalunares (Thurman y Broghammer; 2001). Estos autores, mencionan
que los ritmos circadianos en U. subcylindrica son una adaptacion al habitat terrestre,
proponiendo que la presion ambiental dicta la naturaleza del sistema cronofisiolégico en
una especie en particular; y apoyandose en que los ritmos circadianos son prominentes en

especies terrestres y de agua dulce (Aréchiga, et al, 1992}

En cuanto a los organismos que no mostraron sincronizacion a LO (26%) esto pudo
deberse a que desde el inicio del registro (OO inicial) no mostrarcn picos o bandas de
actividad definidos, y si algunos componentes gue oscilaron espontaneamente con un
periodo largo. Asi, esta condicion fue conservada durante el registro de los animales en
LO y en OC final.

Fotoperiodo esqueleto

Algunos autores (Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997) muestran que el acocil
juvenil P. clarkii es capaz de sincronizar a pulsos de luz (monocromatica); en general en
este frabajo se observd una baja capacidad de sincronizacién (64%) a ciclos FE por parte
de P. americana que en algunos organismos podria ser debido a gue la intensidad de luz
provista por las lAmparas no es la suficiente para tomar el control de Ia fase del ritmo de
actividad locomotora de los animales. Hasta el momento no se conoce si en su habitat
natural, al vivir bajo rocas (Alvarez y Villalobos, 1997) reciban con suficiente intensidad la
luz durante tode el dia, lo que de alguna manera podria interferir en la capacidad de
respuesta a pulsos de luz (FE) y sugiere que la sincronizacion se lleve a cabo de forma

afin a los mecanismos paramétricos en lugar de los no paramétricos.
Luz-constante

En general los individuos colocados en LL mostraron un periodo largo comparado al
presentado en OO, lo cual concuerda con lo descrito por algunos autores para diferentes
especies (Aschoff, 1981), que mencionan que un efecto de la iluminacién continua causa
un cambio en el periodo, y que generalmente en especies diurnas este se acorta y se
alarga en especies nocturnas, con respecto a su periodo en OO, como lo presentado en

este trabajo (Figura 8).
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La relacion «/p para este grupo fue de 1.52 + 0.20, en comparacion a lo mostrado
en QO (0.93 £ 0.33) lo que indica que el tiempo de actividad fue mucho mayor al tiempo
de descanso en cada ciclo, lo cual no esta de acuerde con una de las reglas de Aschoff

que menciona gue esta relacidén deberia disminuir en animales nocturnos.

Estos animales mostraron ritmo durante los mas de 30 dias en LL. Esto es
importante, ya que anteriormente no habian sido reportados experimenfos de esta
duracion en ofras especies de crustaceos de agua dulce. Para P. clarkii, se tienen
reportes que el ritmo locomotor es muy labil y desaparece en menos de dos semanas en
LL (Aréchiga ef al, 1992). Aunque se ha mencionado que a altas intensidades de luz
continua pueden causar un detenimiento total del reloj biologico (Pittendrigh, 1981a).

La separacion (“splitting”) de componentes observada en el 67% de los casos en el
presente trabajo sugiere que el sistema circadiano de P. americana consiste de
osciladeres multiples que son acoplados uno con otro con fuerza variable. Esto se apoya
en las observaciones hechas de ritmos de diversos organismos {musarafias y hamsters)
colocados en LL, en donde la banda de actividad circadiana Gnica (unimodal) se “separa”
en dos componentes que persisten con frecuencias diferentes hasta que alcanzan una
antifase de 180° una de otra. Esta separacion de componentes y su reacoplamiento uno
con otro (0 - 180°) hace suponer que estan claramente guiados por osciladores separados.
(Pittendrigh, 1981b). Lo anterior indica que el efecto de la luz constante en crustaceos
puede ser a nivel del acoplamiento de los osciladores, lo cual hace suponer que en
P. americana el ritmo de actividad locomotora es consecuencia del acoplamiento de

distintos osciladores.

7.2. Animales con ablacién peduncular

Oscuridad constante

£n la mayoria de los casos la ablacion peduncular generd arritmia. Aigunos autores
mencionan que la pérdida del ritmo por cirugia; se debe a que se destruye el marcapasos
o las vias de acceso al sistema (Pittendrigh, 1981b). En algunos animales la arritmia
observada es el resultado del trauma quirargico, mas que la eliminacién del marcapasos
responsable de la generacion del ritmo de actividad. Sin embargo, se presenta un cambio

dramatico en el periodo (Naylor y Williams, 1968). Las observaciones hechas en el
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presente trabajo indican lo mismo en P. americana, ya que cuando los animales sin
pedunculo ocular se mantuvieron en recuperacion aproximadamente dos semanas antes
de iniciar el registro, se observé un claro ritmo circadiano (Figura 8). En animales PO-x,
se observé un aumento en la actividad (de a/p = 0.93 +0.03 a 1.64 £ 0.25) como en lo
reportado para Cambarus sp. y Procambarus sp. donde los animales que habian sufrido
ablacién y habian tenido tiempo para recuperarse de la operacion mostraron alta actividad
continua, sugiriendo que los pedlnculos son una fuente de inhibicion ritmica de la
locomocién y que una ritmicidad normal es alterada o perdida por ablacion peduncular, lo
cual sugiere que el mecanismo hormonal del pedunculo es al menos un mediador si no un
reloj autdnomo, involucrado de alguna forma no conocida en el control de actividad

locomotora ritmica (Naylor y Williams, 1968, Aréchiga ef af, 1992).

En el presente trabajo se observa que el reloj biologico gue controla el ritmo de

actividad locomotora en P. americana no esta situado en los pedincuios.

En cuanto a los organismos que mostraron ritmo circadiano en OO post lesion, este
fue generalmente unimodal, con un 1 =27.0 + 0.75 lo que contrasta con el © de intactos

(23.77 + 0.56 h).

Este ritmo circadiano en OQ final, presentd un promedio de actividad bajo que se
reflejé en un o/p de 0.95 £ 0.17. Sin embargo esto no concuerda con algunos reportes de

la literatura (Arechiga, 1996) en donde se menciona que los pedlnculos oculares pueden

participar como inhibidores de la actividad.
Ciclos de luz-oscuridad

Aunque la mayoria de los organismos no logré sincronizarse con el apagado y el
encendido de las luces, solo un 18.5% de los animales de este grupo sincronizd a LO.
Esto sugiere que existen fotorreceptores extrarretinianos. En otros crustaceos decapodos
existe un par de neuronas fotorreceptoras en el sexto ganglio abdominal (Prosser, 1934),
asi como otros fotorreceptores extrarretinianos en ganglio supraesofagico en el crustaceo
Cherax destructor (Sandeman ef af, 1990). Debido a que un nimero importante (81.5%)
animales con ablacidn peduncular no lograron sincronizar a LO; se puede interpretar que
los pedunculos ocuiares contienen a los principales fotorreceptores del sistema circadiano
que integrara la sefial (Figura 10), muy posiblemente la retina misma.
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7.3. Animales con ablacién de retina

Oscuridad constante

El patrén general de comportamiento para este grupo fue arritmia, la cual una vez
mas pudo estar determinada por el tiempo de recuperacion de los individuos a la cirugia
(Thurman y Broghammer, 2001). Sin embargo el comportamiento unimodal mostrado
después de la lesién en algunos animales (Figura 11a) podria implicar que la retina es

necesaria para mantener una relacién de fase de 180° entre dos osciladores propuestos.
Ciclos de luz-oscuridad

Mas de la mitad de los animales en esta condicion (58%) no logrd sincronizarse al
fotoperiodo, sin embargo se observd que algunos casos mostraron coordinacion relativa
(Figura 12a), indicando que ia retina es necesaria para una sincronizacion completa en los
mecanismos de sincronizacion paramétrica, lo cual es consistente con las observaciones

hechas en animales con ablacidon de peddnculo ocular en LO,

La baja capacidad de sincronizacidn presentada por P. americana con lesidon de
retina, fue un determinanie para que no se llevaran a cabo experimentos de animales con

ablacion peduncular en ciclos de luz no-paramétrica (FE).
Fotoperiodos esqueleto

En P. americana se observo que los organismos con lesion (Ret-x) presentaron una
baja capacidad de sincronizacion esto en contraste con lo observado en otras especies
como P. clarkii, donde el 100% de acociles sin retina y lamina ganglionaris, mostraron
sincronizacion a ciclos FE de luz roja y azul (Miranda-Anaya y Fanjui-Moles, 1997). Este
mecanismo de sincronizacidn puede presentarse extramrretinalmente, debido a los
organismos que sincronizaron; es probable que la retina sea necesaria para la respuesta

locomotora en esta especie durante la sincronizacion paramétrica.

7.4. Post — efectos

Las comparaciones estadisticas del valor del periodo (Tabla 1) en OO de los

animales de referencia y experimentales anteriores a la sincronizacion, con los calculados
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en la condicion QO después de los regimenes de luz aplicados revelaron cambios en el

periodo, también conocidos como post-efectos (Pitendrigh, 1981a).

En todos los casos este cambio se manifestd como un aumento en el valor del
periodo, haciéndose evidente que el periodo en la oscilacion espontanea es influenciado
por el periodo impuesto del agente sincronizador (luz) por muchos ciclos subsecuentes
(Moore-Ede, et al; 1982).

Los post efectos pueden explicarse como un efecto de los pulsos de luz que
colocan en fase el reloj, adelantando o atrasando el ciclo, ya que durante la sincronizacion,
la regulacién del periodo es producto del control de fase del sistema circadiano por la luz.
También (desde 1960) se ha determinado que los periodos en oscilacion espontanea de
los relojes circadianos en condiciones ambientales constantes son histérico-dependientes.
Asi, la sincronizacion por ciclos de luz puede generar cambios a largo plazo en el periodo
de los ritmos expresados después de que se eliminan los ciclos de luz. Estos cambios a
largo plazo en el periocdo (o post-efectos) desaparecen lentamente y en algunos casos se
requiere masde 100 ciclos para regresar al estado estable enddgeno (Pittendrigh y Daan,
1976). |

Algunos modelos para explicar los post-efectos de sincronizacién derivan de la
hipotesis de que el efecto de ia sefial sincronizadora causa un cambio en la relacidon de
fase de los osciladores débilmente acoplados que son diferencialmente sensibles a la fuz.
Al entrar en condiciones constantes, el regreso a la relacién de fase constante del estado
estable y consecuentemente al periodo del estado estable, puede requerir muchos ciclos
si el acopilamiento entre los osciladores es débil. Asi, la regulacién del periodo
marcapasos, durante la sincronizacion y post-efectos, es dependiente de la habilidad de Ia
luz para colocar en fase los osciladores que componen en su iotalidad el sistema
circadiano (Page, 2002).

El porcentaje de organismos que no sincronizaron y la presencia de post-efectos
puede deberse a que las condiciones experimentales inducen a un acoplamiento de
osciladores diferentes al que sucede de manera natural por ausencia de otras sefales de

tiempo y por las caracteristicas (intensidad, calidad espectral, duracién) del cicio LO.

El cambio en el periodo en los organismos con lesion puede ser influido por el

deshalance neuroendocrino gue sufrieron los animales, ya que existen reportes (Naylor y
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Williams, 1968) que apuntan que después de una cirugia se presenta un cambio en el
periodo. Una sugerencia es que las hormonas liberadas por estructuras del pedunculo

tienen accién sobre la velocidad angular del marcapasos.

7.5. ;Bimodal circadiano o circamareal?

En el presente trabajo, se asume que el reloj que conduce el ritmo de actividad
locomotora del crustaceo de agua dulce P. americana es de tipo circadiano, debido a que
no se presentaron indicaciones de ritmos circamareales (con un periodo de 12.8 h) o
circalunares (24.8 h) en los ritmos de actividad locomotora, y por que éstos no pueden ser
sincronizados por fotoperiodos como lo hacen los ritmos circadianos (Thurman vy
Brohghammer, 2001; Palmer, 2000). Estos autores mencionan que este comportamiento
puede deberse a que dicha especie ha sufrido un aislamiento genetico grande debido a
que su reproduccion y desarrollo son locales (por su distribucion restringida a orillas de
rios y lagunas hipersalinas), y que estas presiones ambientales han dictado la naturaleza
de su sistema cronofisioldgico. Lo que puede estar ocurriendo en P. americana que
presenta también una distribucion restringida, pues solo se le encuentra agrupada en

parches de cuerpos de agua dulce sin ninguna influencia de ciclos mareales.

Asi también se propone que el reloj que conduce el ritmo de actividad locomotora
en esta especie esta organizado por multiples osciladores acopiados a diferentes fases
uno con otro, ya que como se ha visto para otras especies {Palmer, 2000) al someterse a
ios organismos a condiciones de laboratorio o diferentes regimenes de luz inusuales (e.g.
LL), el acoplamiento se rompe, permitiendo que las dos piezas corran a su propia

velocidad, fendmeno conocido como separacion o "splitting” (Pittendrigh, 1981b).

El principal oscilador circadiano en esta especie parece estar ubicado fuera de los
pedinculos oculares. La mayoria de los organismos a los que se les eliminaron estas
estructuras mostraron ritmo en OO y algunos sincronizaron en LO. Si hubieran
osciladores en el pedunculo ocular implicados en la reguiacion de la actividad locomotora
al eliminarlos, otros osciladores posiblemente localizados en el ganglio cerebroide
tomarian el control del ritmo como han sugerido otros investigadores (Naylor y Williams,
1968).
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8. CONCLUSIONES

1) El crustaceo decapodo P.americana presenta un robusto ritmo
circadiano de aclividad locomotora por primera vez registrado en

este estudio.

2) El ritmo circadiano de actividad locomotora para esta especie en

condiciones constantes {00} es basicamente bimodal con un

periodo promedio de 23.77 1 0.56 horas.

3) Se propone que el reloj que conduce el ritmo de actividad locomotora
en esta especie esta organizado por multiples osciladores acoplados

con diferentes fases entre ellos.

4) La arritmia observada en PO-x se presentd como resultado del
trauma quirdrgico, mas que una disrupcion de algun componente
utiizado en la generacion del ritmo lo cual sugiere que el mecanismo
hormonal del pedunculo es al menos un mediador invoiucrado de

alguna forma en el control de actividad locomotora.

5) El marcapasos que controla el ritmo de actividad iocomotora no esta

situado en los pedunculos oculares.

6) La retina parece ser necesaria para mantener una relacion de fase de
180° entre dos osciladores propuestos; asi como para una
sincronizaciéon completa en los mecanismos de sincronizacion

paramétrica.

7) Existen fotorreceptores circadianos extrarretinianos que median la

sincronizacién en los animales sin retina o pediunculo ocular.
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Amplitud

Cambio de fase

Control de fase
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Infradiano
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Oscilacién esponténea

Oscilacion secundaria

Peariodo

Post-efectos

Ritmos circadianos

Sincronizacion

Fotoperioda esqueleto

Ultradianos

Ciclos transitorios

Zeitgeber

Moore-Ede, ef af, 1982

9. GLOSARIO DE TERMINOS
Diferencia entre el maximo {0 minimo} y el valor medio en una oscilacién cosenoidal.

Desfasamiento Gnico de una oscilacién a lo largoe del eje de tiempo, puede ocurrir
instantaneamente o después de algunos ciclos transitorios

Control del periodo y de la relacion de fase de un ritmo por un Zeitgeber.

Modulacion en el periodo de un ritmo el cual resulta cuando el organismo es expuesto a
un ciclo Zeitgeber muy débil para sincronizar el ritmo.

Forma grafica que indica la cantidad y la direccion de un cambio de fase inducido por un
estimulo, la cual depende de |a fase a la cual el estimulo es aplicado

Pérdida de sinicronizacién entre dos o més ritmos asi que muestran periodos
independientes.

Estado instantaneo de una oscilacion dentro de un periodo.
Duracion del ciclo LO.

Reciproco de un pericdo

Ritmo bicldgico con un periode mas largo que los ritmos circadianos.

Entidad funcional capaz de autc-sostener oscilaciones las cuales sincronizan con ofros
ritmos.

Estado de un ritmo circadiano en condiciongs constantes, esto es, en ausencia de
agentes sincronizadores (zeitgebers).

Oscitacion dentro de un organismo capaz de generar oscilaciones pero la cual
generalmente tiene menos estabilidad y persistencia mas que un marcapasos, no esta
sincronizado directamente por un Zeiigeber, y puede no ser necesariamente ofro
oscitador.

Intervalo de tiempo entre las recurrencias de una fase definida del ritmo.

Transitorios de largo plazo, a veces duran por 100 dias o méas, antes de que un ritmo se
libere en condiciones constantes puede adoptar su periodo de oscilacion espontanea.

Clase de ritmos gue son capaces de oscilar espontaneamente en condicionas constantes
con un periodo aproximado al del ciclo ambiental al cual normalmente se sincronizan
llamados Zeitgeber.

Sincronizacion de un ritmo auto-sostenido por una fuerza de oscilacion (Zeitgeber)
Durante la sincronizacion las frecuencias de dos oscilaciones son las mismas o moitiplos
integrales de cada uno (ver; sincronizacion por frecuencia de multiplicacién)

Cuando un fotoperiodo completo de sincronizacian se sustituye por 2 pulsos discretos de
luz presentados en ia fase de transicién de ifluminacion {encendido y apagado de luces).

Ritmos bioldgicos con un periodo mas corto que los ritmos circadianos

Ciclos en los cuaies ocurre el periodo de ajuste a una fase estable

Oscilacidn forzada ambiental el cual sincroniza un ritmo bioldgico auto-sostenido.

58



LITERATURA CITADA

10. LITERATURA CITADA

Aguilar-Robledo R. 1993. Teorias basicas de los ritmos bioldgicos. Psiquis.
2(6).121-132.

Alvarez F. J. L. Villalobos y E. Lira. 1996. Decapoda. En: J. Llorente, A. N. Garcia Aldrete
y E. Gonzdlez. eds. Biodiversidad, taxonomia y biogeografia de artropodos
de México. Hacia una sintesis de su conocimiento. Instituto de Biologia,
UNAM-CONABIQ. México. pp 103-129.

Alvarez F. y J. L. Villalobos. 1996. Especie nueva de cangrejo de agua dulce del
género Pseudothelphusa (Brachyura: Pseudothelphusidae) de
Guerrero, México. Anales del Instituto de Biologia. Universidad Nacional
Autonoma de México. Serie Zoologia. 67(2):297-302.

Alvarez F. y J. L. Villalobos. 1997. Pseudothelphusidae y Trichodactylidae (cangrejos).
En: Gonzalez S.E., R.Dirso y R.C.Voght. eds. Historia natural de los Tuxtlas.
Instituto de Biclogia UNAM—CONABIO. México. pp. 415 — 418.

Aréchiga H. 1996. Neuronal mechanisms of biological rhythms. En: Time, internal
clocks and movements. M. A Pastor and J. Artieda (eds). Eisevier Science
B.V . USA. pp. 15-34.

Arechiga H. and A. Huberman. 1980. Hormonal control of circadian rhythinicity in
crustaceans. En: Aréchiga H, C. Valverde. eds. Frontiers in Hormone.
Research. Krager, 6:16-34.

Aréchiga H.; F. Fernandez-Quirdz.; F. Fernandez de Miguel y L. Rodriguez-Sosa. 1992.
The circadian system of crustaceans. Cronobiology International.
9(6).1-16.

Aschoff J. 1960. Exogenous and endogenous components in circadian rhythms.
Colds Sping Harbor Symposia on Quantitative Biology. 25:11-28.

Aschoff, J. 1981. Freeruning and entrained circadian rhythms. En: JUrgen Aschoff. ed.
Handbook of Behavioral Neurchiology. Bioclogical Rhythms. New York,
Plenum Press. 6(4); 81-96.

59




LITERATURA CITADA

Brown A.F. 1983. Physiological rhythms. En: Waterman T.H. ed. The physiology of
crustaces, sense organs, integration, and behavior. E. U. Academic Press.
7(11):401-455.

Cooke M. I. and R. E. Sullivan. 1982. The biology of crustacea. En: Bliss E.D., L.H.
Atwood y C.D. Sandeman ed. Neurobiology: structure and function. The
biclogy of crustacea. E.U. Academic Press. 3:210 - 277.

DeCoursey J.P. 1983. Biological timing. En: Bliss E.D., F.J. Vemberg y B.W. Vernberg
ed. Behavior and ecology. The biology of crustacea. E.U. Academic Press.
7:210 - 277.

Dunlap C.J. 1999. Molecular bases for circadian clocks. Ceil. 96: 271-290.

Escamilla-Chimal E. 2001. Cambios ciclicos en serotonina y CHH en el tallo ocular del
acocil Procambarus clarkii en diferentes estados del desarrollo. Tesis
de Doctrorado. Biologia Facultad de Ciencias. UNAM. p 8.

Fanjul-Moles M.L. 1998. Ontogenetic study of a circadian rhythm in crayfish: clock
pacemarker and entrainment. Comparative Biochemical and Physiology.
5:153-160.

Fanjul-Moles M.L.; M. Miranda-Anaya y J. Prieto. 1996. Circadian locomotor activity
rhytm during ontogeny in crayfish Procambarus clarkii. Chronobiology
international. 13(1),15-26.

Fuentes-Pardo B. y V. Inclan-Rubio. 1987. Caudal photoreceptors synchronize the
circadian rhythms. Comparative Biochemical. (86):3-523-527

Miranda-Anaya M. 1994. Estudio ontogénico de la expresion del ritmo circadiano de
actividad locomotora en el acocil Procambarus clarkii. Tesis de Maestria.
Biologia. Facuitad de Ciencias. UNAM. 64 p.

Miranda-Anaya y Fanjul-Moles. 1997. Nonparametric efects of monochromatic light on
the activity rhythm of juvenile crayfish. Chronobiology international.
14(1):25-34.

60



LITERATURA CITADA

Moore-Ede C. M., M. F. Sulzman y C. A. Charles. 1982 . A physiological system
measuring time. En: The clocks that time Us. Physiology of the circadian

timing sistem. Harvard University press. pp 1-29.

Naylor E. y G. B. Williams. 1968. Efectos de la eliminacion del pedunculo ocular en la
actividad locomotora en Carcinus. (U.K.) Journal of Experimental Biology
49:107-116 .

Page L.T. 2002. A Novel mechanism for the control of circadian clock period by
light. Sage Publications. Journal of Biological Rhythms. 15(2): 55-162.

Page L.T. y L.J. Larimer. 1972. Entrainment of the circadian locomotor activity rhythm
in crayfish. The role of the eyes and caudal photorreceptor. Journal of

Comparative Physiclogy. 78:107-120.

Palmer D.J. (1976). Introduction to biological rhythms. Academic press, New York.
375 pp.

Palmer D.J. (2000). The clocks controlling the tide-associated rhythms of intertidal
animals. Ed. John Willey y Sons. E.U. BioEssays. 22:32-27

Pittendrigh C.S. and S. Daan. 1876. A functional analysis of circadian pacemakers in
nocturnal rodents: 1. The stability and lability of spontaneous frequency.

Jornal of Comparative Physiology 106:223-252.

Pittendrigh S.C. 1981a. Circadian sistems: Entrainment. Cap. 7. En: Jurgen Aschoff ed.
Handbook of Behavioral Neurobiology. Biological Rhythms. New York,
Plenum Press. 4:95-123.

Pittendrigh S.C. 1981b Circadian systems: general perspective. Cap. 5. En: Jirgen
Aschoff ed.. Handbook of Behavioral Neurobiclogy. Biological Rhythms. New
York, Plenum Press. 4:55-77.

Prosser, C.L. 1934. Action potentials in the nervous sistem of the crayfish. |l.
Responses to illumination of the eye and caudal ganglion. J. Cell. and
Comparative Physiology. 4.363-377.

Rioja E.L., O.M. Ruiz y R.l. Larios 1975. Tratado elemental de zoologia. Ed. Eclalsa.
Mexico. pp 292-315.

61



LITERATURA CITADA

Rodriguez, G. y A. E. Smalley 1969. Los cangrejos de agua dulce de México de la
familia Pseudothelphusidae (Crustacea, Brachyura). Serie Ciencias del
Mar y Limnologia. 40(1):96-112.

Sandeman, D.C; R.E. Sandeman y H.G. de Covet. 1990. Extrarretinal photoreceptors in
the brain of crayfish (Cherax destructor). Jurnal of Neurobiology.

21(4).619-629

Thurman C.L. y A.M. Broghammer. 2001. Locomotor activity of the fiddler crab, Uca
subcylindrica (Stimpson), under artificial illumination. Biological Rhythm
Research. 32(1):85-99.

Vega G.A. 1994, Disefic e implantacion de un sistema de analisis de seiiales en

cronobiologia. Tesis de Licenciatura. Facultad de Ingenieria. UNAM.

. Wayne W. 1995. Bioestadistica, bases para el analisis de las ciencias de la salud.
México. Uteha. 878 p.

62



