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RESUMEN 

En el presente trabajo. se investigó la influencia de la luz monocromática azul 

y roja sobre e1 Ribno de Actividad Locomotora (RALM) de acociles juveniles 

Procambarus c/ark1i de 16 a 20 semanas de edad. en cc;mdiciones no restringidas de 

registro. Se estudió de que manera participan en la sincroniz.ación al Fotopcriodo 

Esqueleto (FE) las posibles vías extrarretinianas. Se usaron cuatto grupos de 

acocitcs juveniles: 1) ani1nales intactos. ll) animales sin retina ni lámina ganglionaris 

(R-Lg) .. 111) Anilnales sin R-Lg además de la ablación de los nervios conectivos 

entre el quinto y sexto ganglio abdominal .. y IV) animales con lesión electrolítica en 

el ganglio supraesofágico. Los animales de cada grnpo fueron expuestos a un 

BITlbiente de oscmidad constante durante diez días; posteriormente f'ueron sometidos 

a un FE si1nétrico (12:12) con pulsos de 30 minutos de luz monocromática azul o 

roja de la 1nisma i1Tadianza. Finalmente fueron mantenidos en condiciones de 

oscuridad constante durante diez días más. La actividad locomotora se analizó 

cuantitativa y cualitativamente mediante actogramas y periodogramas de x2. Los 

resultados obtenidos indican que los animales intactos muestran sincronización a 

runbos tipos de luz siendo capaces de adelanter o atrasar la fase para acoplarse al 

sincronizador externo. Los animales con lesiones en R-Lg9 aden1ás de lesión en los 

conectivos al sexto ganglio9 conservan la capacidad de sincronización. Las lesiones 

en el ganglio supraesofágico indican que la región protocerebral medial es necesaria 

para la expresión del ritmo circadiano de Actividad Locomotora. 



ABSTRACT 

The effecr of monochromatic light upon the circadian locomotor activity 

rhythm of young crayfish Procan1ban1s c/arki1 was studied. The retinal and 

extraretinal pathways involvcd in non paran1etric entrainning mechanisms were 

investigated. Ninety six. 16 to 20 week-old crayfishes "'ere used. AH animals were 

divided in four experirnenml g1·oups: 1) intact control animals; 2) Retina-Lámina 

ganglionaris (R-Lg) ablated animals. 3) animals R-Lg amblated plus connective 

sectionated bctween the fiflh and sixth abdominal ganglion and 4) animals with an 

electrotitic lesion on the protocercbral ganglion. All animals were individually 

monitored with a recording activity systern for 30 days. For the first ten days. the 

animals 'vere manteined and kecp in constant darkness (DD) and then submitted to 

24-h skeleton photoperiod cycles (SP) consisting of 30 min red or blue light signals 

calibrated to the same irradiance (25\Vm-2) during the next ten days. Aftenvards. 

they were left in DO for the last ten days of the experiment. Activity was 

quantitatively and qualitatively analyzed. Results show that a1J control animals 

entrainned to blue or red light by ex.hibiting phase shifts. advances or delays. Retina 

ablnted and connective sectioned animlas were able to mantain the entrain ability. 

Group 4 animals did not show a clear circadian rhythm but ultradian bouts able to 

entrain to the monochromatic SP. These results seem indicate the medial 

prorocerebral neuropiles as importan structures in the locomotor activity rhythm 

expression in crayfish. 
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l. INTRODUCCIÓN 

Generalidades sobre los Ritmos Circadianos 

A a lo largo de su evolución. los seres vivos han desarrollado la capacidad de 

expresar conductas ciclicns en respuesta a las variaciones mnbicntales. 

Generalmente un organismo puede presentar una cierta variedad de ritJnos cuyo 

periodo varia desde unos cuantos minutos hasta varios días. Los rit:Inos biológicos 

observados en las diferentes especies se han categorizado con base en su frecuenci~ 

clasificandosc en ritmos ultradianos. los cuales presentan un periodos desde minutos 

hasta algunas horas. ritmos circadianos que tienen periodos aproximadantcnte de 24 

horas y ritmos infradianos con periodos de varios dias hasta meses (Moore-Ede et 

al. 1982). 

Los ritmos circadianos han sido encontrados y estudiados desde organismos 

procariontes hasta vertebrados. La rümicidad circadiana subyace en un mecanismo 

biológico endógeno el cual se ha caracterizado mediante el mantenimiento~ 

observación y experimentación de los organismos en condiciones constantes de 

laboratorio. Estos ciclos circadianos se presentan aún después de cieno tiempo de 

que el organismo se 1nantiene en condiciones constantes y el periodo del rittno es 

generalmente cercano a las 24 horas. En un ambiente constante. un ritino circadiano 

presenta una oscilación espontánea con un periodo ligeramente mayor o menor a las 

24 horas; el valor del periodo es variable entre las diferentes especies de organismos 

e inclusive entre tos individuos de la misma especie (Hastings et al. 1992). 
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Características de los ritmos circadianos 

Las características funda.JTicntales que definen a un ritJno circadiano son: 1) el 

rittno se presenta con un periodo cercano a las 24 horas en condiciones ambientales 

constantes: 2) el periodo del ritmo casi no varia ante cambios de temperatura dentto 

de limites fisiológicos. es decir que el rittno es capaz de compensar los cambios de 

temperatura y 3) el ribno circadiano es sincronizado por ciclos ambientales. 

principalmente fotoperiodos iguales o cercanos a las 24 horas. así como también por 

otros 'factores cíclicos. En el atnbienle natural. Jos ritmos circadianos tienen un valor 

de periodo de 24 horas debido a su sincronización con los ciclos de luz; sin embargo 

si un anirnal es transferido a un laboratorio y sometido a condiciones constantes de 

luz u oscuridad. así corno de temperarura; sus ciclos diarios. si son circadianos 

continuarán por varias semanas. meses e incluso hasta años manteniendo un periodo 

cercano a las 24 horas (Moore-Ede et al, 1982). 

Cualquier agente runbiental capaz de sincronizar a un ritmo es denominando 

sincronizador o Zeitgeber (palabra en alemán cuyo significado directo es ºdador de 

tiempo'·). El nictémero está constituido por ciclos de luz-obscuridad que son el 

agente sincronizador universalmente efectivo para casi todos los rihnos circadianos. 

Efectos de la luz sobre los ritmos circadianos 

En condiciones experi1nent~les ta luz puede tener dos tipos de efectos sobre 

los rittnos circadianos: 1) efectos fásicos que consisten en cambios en la velocidad 

de oscilación del riono. debido a aplicaciones discretas de pulsos de luz u 

obscuridad a un rihno en oscilación espontánea .. y efectos continuos o tónicos sobre 

esta velocidad de oscilación. debido a variaciones en la intensidad de la luz durante 

la oscilación espontánea en luminosidad constante (Daan. 1977. Pinendrigh. 1981 y 

Aschoff, 198 1 ). 



La respuesta del riuno circadiano a la luz depende del tiempo circadiano en 

que ésta incida. El tiernpo circadiano (TC) define el tiempo en el que oscila el ritmo 

endógeno y está constituido por la duración de las 24 únidades que forman un ciclo 

completo en una oscilación espontánea circadiana. Se define como "trT en donde T 

es el valor del periodo del rillno en oscilación espontánea y T el valor del periodo 

del ciclo ex.ógeno {Aschoff. 1981). La relación entre Ja fase de exposición a la luz y 

ta respuesta del sisterna en forma de un cambio en la velocidad de oscilación_. se 

manifiesta en un ca1nbio de fase que es gráficamente representado por una Curva de 

Respuesta de Fase (CRF), (Pinendrigh, 1981). 

Cuando un ritrno es capaz de oscilar con un valor de periodo constante 

durante varios ciclos. de tal rnodo que la desviación estándar del propedio del 

periodo es n1uy cercana a cero. se dice que el ritmo se encuentra en estado estable. 

Cuando se aplica un pulso de luz a un ritmo en estado estable durante la oscilación 

espontánea. se observa un intervalo de reajuste rnediantc varios ciclos transitorios 

hasta que se vuelva a estabilizar a un nuevo estado estable. Al alcanzar nuevamente 

el estado estable después de los transitorios. el ritmo habrá sufrido un cambio en su 

velocidad Jo cual ol"iginará un avance o un retraso en relación con la fase del estado 

estable original o bién. no originará cambio alguno .• lo anterior depende del TC en 

que incida el pulso. 

De manera general. los pulsos de luz aplicados cerca del inicio de la noche 

subjetiva de un animal (es decir cerca a la fase del inicio de Ja actividad en un 

animal nocturno y a la fase de inicio del reposo de un animal diurno), provoca 

retrasos de fase de tal rnanera que la fase del ritmo. una vez que alcanza el estado 

estable. se presenta después del tiempo esperado para el ritmo estable original; 

mientras que los pulsos de luz presentados cerca del final de Ja noche subjetiva 
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causan avances de fase. Los pulsos de luz presentados durante gran pane del día 

subjetivo tienen pocos o ningún efecto (Pittendrigh y Daan. 1976a y e). 

Según Pittendrigh (1981). cuando un pulso de luz incide sobre un rihno en 

oscilación espontánea. provoca un CaITlbio de fase instantáneo en el marcapaso del 

rihno. sin embargo. los ciclos transitorios que se manifiestan. representan el reajuste 

de otros sistemas osciladores secundarios o esclavos que gradualmente alcanzan la 

rase del estado estable. 

Las CRF de diversas especies, se agrupan en dos tipos funda.Jtlentales: La CRF 

del tipo l. en que los mayores cambios de fase son de unas cuantas horas 

(generalmente no 1nás de seis) y la transición entre las zonas de avance y retraso son 

graduales en la cu1va. Cuando la nueva fase obtenida es graficada en relación a la 

rase previa al cmnbio. Ja pendiente promedio de Ja transición de fase es igual o 

cercana a I; sin embargo. en algunas especies Ja fonna de la CRF es modificada por 

Ja intensidad o Ja duración del pulso de luz. lo que puede producir un cambio de 

fase de hasta 12 horas. La CRF que presenta esta magnitud de cambio de fase se el 

conoce como CRF de tipo o. ya que Ja pendiente promedio en la transición de fase 

es igual a cer·o. La CRF es una propiedad intrinseca del marcapaso circadiano y la 

respuesta de fase en el rinno en oscilación espontánea. es una medida directa del 

estado del propio marcapaso (Pittendrigh. J981). 

Mecanismos de sincronización 

Los rittnos circadianos en oscilación espontánea poseen un periodo de 

oscilación cercano a las 24 horas: cuando son sincronizados a ciclos diarios de luz

obscuridad (LO). los ritmos asumen un periodo de 24 horas y una fase estable en 
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relación aJ ciclo que los sincroniza. Se han propuesto dos mecanismos mediante los 

cuales la luz puede llevar a cabo la sincronización: paramétrica y no parainétrica. 

Sincronización no paramétrica o discreta 

La sincronización por ciclos LO es explicada por cambios de fase diarios y 

discretos causados por una exposición periódica a la luz. La magnitud de los 

canibios de f'ase es la diferencia que existe entre el valor del periodo del ritmo en 

oscilación espontánea (-r) y el periodo del ciclo LO con el que se presenta el pulso 

de luz (T). 

En condiciones experi1nentales. la duración y cantidad de luz en el ciclo 

estudiado no necesita ser larga. su aplicación durante unos cuantos minutos es 

suficiente para sincronizar los ritrnos en una gran diversidad de animales. Esta 

capacidad es cJave en el 1nodelo no para1nétrico de sincronización de los rittnos 

circadianos. El modelo predice que la sincronización a un estado estable. se 

presenta cuando el pulso peliódico de luz coincide con Ja f"ase del ritmo. en Ja cual 

se produce un crunbio de fase igual al periodo en oscilación espontánea menos el 

periodo exógeno (T -T). El pulso de luz deberá ser siempre de Ja misma magnitud y 

duración (Pittendrigh y Daan. l 976b). Los ciclos de luz con periodos muy dif'erentes 

a las 24 horas no pueden sincronizar a los rinnos circadianos. 

En condiciones naturales. Ja sincronización por los ciclos LO se lleva a cabo 

mediante la exposición de luz en las zonas de sensibilidad del ritnlo a la luz, es 

decir. las que causan avances o retrasos de Case. El f"otoperiodo puede ser simulado 

con la aplicación de dos pulsos breves de luz en un día; uno representa el runaneccr 

y el otro eJ atardecer. Aste tipo de fotoperiodo que se le conoce como f"otoperiodo 

esqueleto (FE) y el cambio de fase final causado por los dos pulsos (determinado 
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por la CRF) es igual a 't-T. En general la sincronización es más estable con la 

aplicación de ciclos de dos pulsos que de uno solo (Pittendrigh y Minis. 1964. 

Pinendrigh y Daan 1976b). 

Existen diferencias importantes entre los efectos de un FE y un f"otoperiodo 

complero (FC). Cuando en un FE la distancia entre los dos pulsos es 

aproximadamente de 12 horas. cualquiera de los dos puede ser interpretado como 

una se11al de amanecer o de atardecer. Esto depende de la relación de fase inicial 

entre los pulsos de luz y el ritJno. Si el intervalo entre esras dos seilales se 

incrementa por arriba de cierto limite. a manera de un aumento en la longitud de la 

iluminación del día y un correspondiente acortamiento en la duración de la noche y 

el pulso de ainanecer es interpretado como atardecer y viceversa. el rib'no observado 

presenta un carnbio de fase a manera de un salto. Al intervalo mínimo entre dos 

pulsos en que se manifiesta Ja noche subjetiva se Je conoce como noche mínima 

tolerable y es variable entre las diferentes especies de animales (Pinendri~ 1981). 

Sincronización paramétrica o continua 

Los ritmos circadianos uunbién pueden ser sincronizados por pulsos 

sinusoidales de luz Jo que sugiere que la sincronización puede efectuarse a través 

de la acción continua de la luz. De acuerdo con el modelo de sincronización 

para.métrica (S\Yade. 1969). los ciclos sinusoidales de luz ejercen un ef"ecto continuo 

en el periodo del marcapaso circadiano. aconándolo y alargándolo con.forme Ja 

brillantez de la luz coincide en las regiones de retraso y avance de Ja CRF 

respectivamente. La sincronización se presenta cuando el cambio en T causado por 

el ciclo de luz es igual a Ja diferencia de 't-T. 
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Es posible que un ciclo sinusoidal de luz no pueda sincronizar a un ritmo pero 

si afectar su periodo. La capacidad de sincronización de un Zeitgeber. esta en 

Cunción a la sensibilidad del sistema circadiano. Aunque la luz sea el agente 

sincronizador más efectivo. no significa que ante cualquier intensidad y duración 

del pulso haya una sincronización como respuesta; pero es posible que aunque el 

rnarcapaso no sincronice. si presente algún cambio en su periodo. A esto se le 

conoce como coordinación relativa (Hastings et al. 1992; Moore-Ede et al. 1982). 

No es claro si la sincronización discreta y la continua representan dos 

1necanismos diferentes. o si son manifestaciones diferentes del mismo proceso; lo 

cieno es que no se trata de dos procesos mutuamente exclusivos y su imponancia en 

ambientes naturales depende del patrón de actividad de los organismos en que se 

estudia (Hastings et al, 1992). 

Otros efectos de la luz sobre los ritmos circadianos 

Tanto las influencias fásicas como las tónicas de Ja luz contribuyen a la 

sincronización. En una variedad de organismos. la longitud de 't obtenida en 

iluminación constante. puede ser modificada en función a la intensidad de la luz. 

Confonne aumenta la intensidad dt: la luz. "t se alarga en organismos nocturnos y se 

acorta en organis1nos diun1os. Esta generalización tiene sus excepciones tanto en 

mamíferos diurnos como en algunos artrópodos (Aschoff. 1981 ). 

Por otra pa1-re. puede no existir sincronización del marcapaso. pero los ciclos 

de actividad 1nanifiestos bajo fotoperiodos completos. pueden presentar actividad 

aparentemente sincronizada durante Ja fase lu1ninosa (enmascaramiento positivo) o 

en la fase oscu1·a (erunascaramiento negativo; Rietveld et al. 1993). Al suspender el 

protocolo del fotoperiodo. el ritmo aparece con una fase diferente a Ja esperada 
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después de una sincronización efectiva y mantiene la fase previa al fotoperiodo. La 

respuesta de enmascaramiento ha recibido poco interés hasta ahora en el estudio del 

sistema circadiano. sin embargo se ha discutido su imponancia como una 

característica adaptativa significativa (Marques y Waterhouse. 1994; Page J989). 

Efecto de la luz monocromática sobre los ritmos circ•dianos 

A pesar que la luz es un agente sincronizador importante .. se ha explorado 

poco el efecto de su cualidad sobre los ritntos circadianos (Hastings et al. 1992). 

Los expedmentos hechos con diversas especies de animales. han demostrado que 

existe sensibilidad diferencial del sistema fotorreceptor circadiano que permite Ja 

sincronización así co1no los catnbios de fase del marcapaso. Algunos ejemplos en 

invertebrados son. el ritrno de bioluminiscencia en el alga unicelular Gonyaulax. 

que muestra cambios de fase de 3 horas cuando se le aplican por separado pulsos de 

luz monocromática de 475 y 650 nm. mientras que a 550 nm no se observan tales 

respuestas (Hastings et al.. 1992). En esta alga. cuando se mantienen bajo luz 

constante. el car:nbio de 't aumenta confonne aumenta la intensidad de iluminación 

usando luz roja (A.>600 run) y disminuye usando luz azul de }..= 400-500 nm 

(Roenneberg. 1995). En el alga unicelular Chlamidon1ona. la 1nayor sensibilidad a 

los carnbios de fase en el rinno de fototaxis se obtiene usando pulsos de luz de 470 

y 660 nrn al rnisrno tiempo circadiano (TC). habiendo mayor sensibilidad a la región 

del azul (Hastings et al. 1987). 

En el ritmo de eclosión de Drosopltyla. se han reportado importantes cambios 

de fase cuando se aplican pulsos de 420 y 480 run (Frank y Zimmennan. 1969). El 

ritmo de actividad locomotora en la cucaracha Pcriplaneta americana. presenta wt 

umbral de sincronización con luz monocromática a los 495 nm. indicando 

sensibilidad del foto1Teceptor al azul-verde (Mote y Black. 1981). 



11 

En el acocil l'rvcambarus bou1·ierii. la aplicación pulsos de luz 

monocromática de 465. 565 y 632 run sobre eJ ritmo circadiano de amplitud 

electrorretinográfica (ERG). muestra tres tipos distintos de curva de respuesta de 

fase (CRF). Los estímulos con luz azul causan adelantos entre el TC O a TC 9 y 

atrasos entre TC 9 a TC 18. La f"onna de Ja CRF obtenida con pulsos de luz verde

amariJJa (565 nm) es invenida en relación a Ja anterior; mosttando una notable zona 

de rettasos desde el tiempo circadiano (TC) O a TC 12 y adelantos desde TC 15 a 

TC24. La CRF obtenida con pulsos de luz roja. muestra una amplia zona de retrasos 

excepto entre TC 12 y TC 15. La respuesta de fase diferencial a la luz 

monocromática sugiere que existen al menos dos grupos de fororreceptores 

funcionales: uno sensible a longitudes de onda cona y otro sensible a la onda larga 

(lnclán-Rubio. 1991 ). 

En 1992. FanjuJ-Moles et al, reportaron que durante la ontogenia del acocil. eJ 

desarrollo asimétrico de los fotorreceptores retinianos influye sobre las 

características del rittno de amplitud del ERG: dichas ca.racteristicas muestran 

notables diferencias cuando el ritmo del ERG es obtenido con estímulos luminosos 

de color azul. blanco y rojo. Cuando el ERG es obtenido con pulsos de luz blanca. 

manifiesta un ritmo de tipo ultradiano. mientras cuando se obtiene con luz 

monocromática azul o roja. el ritmo circadiano emerge rnostrando diferencias de 

periodo en una u otra circunstancia. Estos autores proponen Ja existencia de aJ 

menos dos grupos de fororreceptores circadianos. relacionados con dos sistemas 

independientes (por las características de los parámetros básicos como periodo. 

actividad reposo y amplitud relativa) involucrados en Ja expresión del ritmo de la 

amplitud del ERG. Cuando se aplican pulsos de luz azul directamente en el sexto 

ganglio abdominal. el dtrno ERG de acociles juveniles presenta cambios de fase 

diferentes a los obtenidos con luz blanca (Bemal·Moreno et al. 1996). 
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En el pez Couesius p/11n1be11s. la sincronización del ribno de actividad 

loco1notora puede llevarse a cabo mediante vias cxtrarretinianas usando ciclos LO 

de Juz roja. (Kavaliers. 1980). En el murciélago Hipposideros speoris. se han 

reponado adelantos rnáximos de fase con pulsos de luz de 520 nm y atrasos 

máximos de fase con luz de 430 nm en TC 14 y en TC 18 respectivamente; lo que 

sugiere un claro antagonismo entre dos clases de fotorreceptores en la retina que 

median los avances y retrasos de fase (Joshi y Chandrasherkanm. 198S). 

La actividad locomotora en el conejo silvestre. puede ser sincronizada 

mediante la variación en la composición espectral en un régimen de iluminación. 

Los incrementos en la intensidad de luz azul son más efectivos para el avance del 

inicio de actividad. así como los decremenros en la inrensidad de luz amarilla 

(Nuboer et al. 1983). 

La r-espuesta a la luz monocromárica en los diversos ripos de rirmos 

circadianos de los animales. sugiere que los pigmenros que median las vías de 

sincronización son diferentes a aquellos que se encuentran en otro tipo de respuesras 

a la luz como en la fotosíntesis. la fototaxis y la visión. además de que al parecer 

más de un pigmento foto1Tcceptor. o Ja vía que lo incluye afecta a los ritJnos 

circadianos de manera diferente (Hastings et al. 1992; Foster y Mcnaker. 1993). 

Sensibilidad retiniana en el acocil 

Para el acocil adulto. se ha reponado que la máxima sensibilidad visual es a 

los 570 nm. lo que al parecer es consecuencia de un pigmento parecido a la 

rodopsina. Existe tan1bién sensibilidad al rojo y el pigmento responsable es al 

parecer un tipo de iodopsina (Bruno y Kennedy. 1962). Posterionnente, Wald 

( 1967) reportó la presencia de receptores al azul con un pico de sensibilidad a Jos 
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445 nm cuando el acocil es previamente adaptado a luz roja. Mediante técnicas 

electro1Tetinográficns. las respuestas a 570 y 440 nm son debidas a rodopsinas 

(Wald. t 967; Golds1nith y Fe1nández. 1968) mientras que una porfirropsin~ el 

cromóforo 3-dehidroretinal. pennite 1nayor absorción a 600 nrn. Este cromóforo 

disminuye cuando se 1nanticne al animal en luz constante así como a temperaturas 

mayores a los 25ºC (Suzuki et al. 1985). 

Fanjul-Moles y Fuentes-Pardo. (1988) han reponado cambios durante al 

ontogenia en la sensibilidad retinal en el acocit Procamban1S bou\'ieri. proponiendo 

el que existan tres posibles grupos de fotorrcceptores en el animal adulto que se 

desarrollan de fonna asirnétrica durante la ontogenia.. pues en este trabajo. los 

animales de los primeros estadios de desarrollo n1ostraron mayor sensibilidad a 

longitudes de onda cona (azul. UV) y esta sensibilidad cambia a longitudes de onda 

larga (verde. rojo) cuando el ani1nal se aproxima a la edad adulta. 

Al parecer existe una fuerte influencia de la glándula sinusal sobre la 

sensibilidad espectral. En adulros sinusoto1nizados. la sensibilidad espectral a la luz 

azul y la luz roja es semejante a la mostrada por los organismos juveniles (Fanjul

Moles et al. 1991 ). 

Fotorrccc¡>torcs extrarretinianos en el acocil 

Además de los fotorrecep1ores responsables de la visión. se han reportado la 

existencia de fotorreceptores extrarretinianos en diversos invertebrados (Wolken. 

1988). Para los crustáceos decápodos. se han descrito: un fotorrcceptor 

extrarretiniano que consiste en un par de neuronas f'otorreceptivas en el sexto 

ganglio abdontinal (Prosser. 1934; Wilkens y Larimer. 1976). Se ha descrito 

fotosensibilidad en motoneuronas del segundo ganglio abdominal (Edwards. 1984) 
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y se ha reportado que existe un fotorreceptor extrarreriniano en el ganglio 

supraesofágico del acocil australiano Chcrax destr11c1or (Sandeman y col. en 1990). 

Ha sido muy discutida la función del fotorreceptor del sexto ganglio 

abdominal del acocil. también llamado fotorreceptor caudal (Wilkens. 1988). La 

principal función de esta estructura se ha relacionado con la conducta fototáctica 

negativa. sin e1nbargo se ha estudiado su relación con los diversos riunos 

circadianos tales como el ritmo de amplitud del ERG (Fuentes·Pardo e lnclán

Rubio. 1987; Bema1-Moreno et al. 1996) así como en el ritmo de actividad 

locomotora (Page y Ladmer. 1976). 

La respuesta del fotorrcceptor caudal a la luz monocromática muestra una 

sensibilidad espectral desde los 425 a los 600 nm. con una máxima respuesta a los 

500 nrn; usando una intensidad de Sxio-4 W/cm2. Esra respuesta a la luz 

monocromática difiere de la obtenida por las estructuras retinales. La curva de 

sensibilidad de la rerina esta desplazada a la zona de onda larga (sensibilidad 

máxima a 570 nin) por Jo que se sugiere que el pig1nen10 f"otorreccptor responsable 

sea diferente al de la retina pero semejante a la absorción de la l'"odopsina de otros 

crustáceos (Bruno y Kenncdy. 1962). 

En el acocil P. clarkii aún no se ha descrito ningún fotorreceptor que se 

encuentre en el ganglio cerebral: sin embargo co1no se mencionó anteriormente. 

Sandcman et ni. ( 1990) repo1"tnron que en el acocil Chera.r destructor. existen dos 

gn..ipos de células pigmentadas en el margen anterior del ganglio cerebral. Estas 

células presentan gránulos de opsina típicas del ojo compuesto y sus membranas 

asemejan estructuras en forma de rabdoma. Las células responden a Jos estímulos 

luminosos mediante un potencial de receptor y su sensibilidad espectral abarca 

desde los 440 nm hasta los 620 nm con una sensibilidad máxima en los 540 nm. Los 
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axones de estas células proyectan hacia el puente protocerebral y a neurópilos en el 

deutero y tritocerebro. donde podrían hacer sinápsis con fibras descendentes a los 

centros Jocoinotores. 

Ritmo de actividad locomotora en el acocif 

El Ritmo de Actividad Locomotora (RALM) en el acocil. es típico de un 

animal nocturno. su periodo en oscilación espontánea es menor a las 24 horas y 

durante la sincronización a un régimen de luz-obscuridad (LO) 12: 12 muestra dos 

picos de actividad. el prirne,-o. corto y de respuesta inmediata al encendido de la luz. 

y el segundo más largo. que aparece poco después del apagado de la luz. Este 

segundo pico es el considerado como representativo pa.-a la oscilación endógena. 

mientras que eJ pdrner pico se considera como una respuesta exógena a la luz y 

desaparece en condiciones de oscuridad constanre. así como en fotoperiodos 

aplicados a animales sin pedúnculos oculares (Page y Larimer 1975). 

La sincronización del RALM a un foroperiodo. puede levarse a cabo mediante 

vías retinianas y exrra1Tetinianas. Se ha reponado que después de Ja ablación de la 

retina. pe1n1anece la capacidad de sincronización del ritmo (Page y Larimer. 1976). 

La ablación de los conectivos al sexto ganglio tampoco la evit~ mientras que la 

ablación de los conecrivos circunesofágicos hace que el ritmo desaparezca 

completamente. Por lo anterior se ha propuesto que el marcapaso del RA.LM en el 

acocil esta probable1nenre ubicado en el ganglio supraesofágico (rambién conocido 

como cerebroide). y que las vías de sincronización al foroperiodo son tanto 

retinianas co1no extrarrerinianas. Esras úJrimas no descartan la presencia de 

fotorreceptoJ"es exrrarretinianos en el ganglio supraesofágico (Page y Larimer. 

1976). 
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Por oh·a pa1'1e, Fuentes-Pardo e (nclán-Rubio (1981) reponaron que existe 

correlación entre el 1itrno de amplitud del ERG y el RALM e~ el acocil 

Pracan1bar11s bcn1vicri. Estos autores sostienen que la ablación del ganglio 

ccrebroide no provoca la desaparición del rihno locomotor y que posterior a la 

ablación se observan cambios inestables enrre la fase del ribno ERG y el RALM. 

por lo que sugieren la posibilidad de diferentes mecanismos conductores para ambos 

rinnos que ope1·an bajo una coordinación cenrral._ probablemente de naturaleza 

neuroendócrina. En este estudio. se propone que al menos dos osciladores dif"ercntes 

pero directamente acoplados. son responsables de las variaciones circadianas en el 

acocil adulro. es decir que la expresión del RALM podría ser originada por los 

pedúnculos oculares y/o por el ganglio cerebroide. 

Mediante otro tipo de análisis, se encontró que el RALM del acocil presenta 

variaciones en sus características de periodo. actividad·rcposo (a/p) y fase (4») 

durante la ontogenia (Fanjul-Moles et al. 1996). Aunque no muestra la misma 

evolución en su rnaduración que el ritmo ERG. pues parece estar presente desde la 

eclosión. o al menos desde que alcanza motilidad propia (2° estadio). se observa una 

tendencia a la estabilización hasta aproximadamente las 20 semanas de edad. Jo que 

dcrnuestra un desruTollo más lento en comparación a1 ritino ERG. Sin embargo un 

bajo porcentaje de Jos organisrnos más jóvenes muestran un ritmo circadiano de 

actividad locomotora. Jo que hace suponer que los sistemas marcapasos 

responsables de su generación son funcionales desde los primeros días de eclosión y 

lo que varia es el grado de maduración de las vías que lo manifiestan. Lo anterior ha 

sido reponado para otros invcnebrados como la cucaracha Leucophaea maderae 

(Page, 1990) y en el g.-illo Gricus bimac11/a111s (Yagi y Loher. 1986). 

El ritmo de actividad locomotora en el animal adulto es influido por los 

elementos neurohurnorales que son secretados en el tallo ocular. aunque no son Jos 
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responsables de su origen. las estructuras del tallo ocular (excepto la retina y la 

Járnina ganglionaris) presentan una influencia imponante en los aspectos de 

locomoción. Un ejentplo de ello es que la ablación del pedúnculo ocular provoca en 

algunos org~nis1nos una incapacidad para lograr la sincronización a fotoperiodo. 

mientras que otros 1nostraron una clara sincl'"onización aunque. con características 

de fase distintas a las de los acoc::iles adultos (Page y Larimer. 1975). La CRF 

descrita para el riuno de actividad de las patas ambulatorias del acocil adulto es 

bimodal y muestra poca sensibilidad a los pulsos de luz blanca. Durante la mayor 

fracción del tie1npo circadiano se aprecian retrasos y una zona muy estrecha de 

adelantos alrededor de TC 17 (considerando como TC O al 50% del incremento en 

Ja curva de actividad relativa); los autores sugieren la posibilidad de que el 

rnarcapaso responsable del riuno del ERG y del RALM sean el mismo (Viccon-Pale 

y Fuentes-Pm·do. 1994). 
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11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

En los u·abajos realizados sobre los procesos circadianos del acocil. se ha 

rcponado que tanto la calidad como la cantidad de la luz. parecen tener efectos 

importantes sobre los parámetros de los rittnos. El efecto de Ja luz monocromática 

en la expresión del rinno de amplitud del ERG durante la ontogenia del acocil. 

muestra un efecto diferencial entre la longitud de onda cona y la longitud de onda 

larga sobre los parámetros de este rinno (Fanjul-Moles et al. 1992). lo que ha 

llevado a proponer a los autorc:s la existencia de dos gn.apos de fotorreceptores 

circadianos con una sensibilidad diferencial a estos dos tipos de longitud de onda. 

Estos fotoneceptores. además de presentar W1 desarrollo asimétrico durante la 

ontogenia estarian incidiendo sobre al menos dos sistemas osciladores distintos. 

Por otra parte se ha encontrado que la expresión del RALM durante la 

ontogenia. no presenta modificaciones tan importantes en sus paránietros como 

sucede en el rinno de amplitud ERG y sus características temporales de maduración 

son diferentes (Fanjul-Moles et al. 1996). Algunos autores han propuesto al ganglio 

cerebroide corno la estructura en la cual se encontrarla un marcapaso común a tos 

ritmos de actividad locomotora y de amplitud clectrorretinográfica en el acocil 

adulto (Page y Larimer. 1972. 1975). Sin embargo esta idea ha sido refutada por 

otros auto1·es (Fuentes-Pardo e lnclán-Rubio. 1981). 

Los estudios sobre la acción de la luz monocromática durante la ontogenia de 

estos ritmos podrian dilucidar estas contradicciones y aclarar algo más sobre el 

desarrollo neural del acocil. Las características ontogénicas de la expresión de 

ambos riunos y el compo11:amiento del ritmo ERG ante longitudes de onda 

diferentes. abre un carnpo de estudio y una hipótesis de trabajo: 
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111 HIPÓTESIS 

Si la Juz monocromática que produce cambios diferenciales sobre Jos 

parámetros deJ riuno de arnplitud electrorretinigráfica ERG. y tuviera un efecto 

semejante sobn: el ritmo de actividad locomotora (RALM) en las edades en que 

existe un caznbio en la manifestación de las características de ambos ritmos. 

entonces se aclararía si las vías y centros de sincronización para el RALM y el ERG 

son sernejantes. así corno si en la expresión del RALM están involucrados 

osciladores asociados a foton·cceptores con diferente sensibilidad espectral. 

ObjctÍ'\'O general 

El objetivo general de esta tesis es el estudio del rihno de actividad 

locornotora de acocil juvenil Procamban1s c/arkii, durante Ja exposición al 

Fotoperiodo Esqueleto simétrico (FE) 12: 12 con luz monocromática azul y 

roja. 

Objeti'&Y,,.\. partu.:11/ares 

• Analizar la capacidad de sincronización del Ritmo de Actividad Locomotora 

de acoclies juveniles. 1nediante vías extrarretinianas así como la sensibilidad 

espectntl de las misrnas a longitudes de onda corta y onda larga. 

• Dilucidar la relación entre las vías de sincronización entre el ritmo ERG y el 

Ritmo de Actividad Locomotora en acocilesjuvcniles. 



IV. MATERIAL Y MÉTODOS 

Obtención y mantenimiento de animales 

Se obtuvieron acociles adultos de la especie Procambarus clarkii colectados 

en Parral. Chihuahua; se trasladaron al laboratorio y se mantuvieron en acuarios de 

70 x. 37 x 30 cm. Cada acuario tenia acondicionado un sistema de ilwninación cuyo 

Cotoperiodo de luz blanca (Intensidad 150 Lux) encendía a las 07:00 hs y apagaba a 

las 19:00 hs. El agua de los acuarios se mantuvo a 20ºC ± 2ºC. En cada acuario se 

distribuyeron los animales por sexo. con una proporción de tres hembras por cada 

macho. 

Los acuarios se construyeron con filtros biológicos a base de grava y 

aireación. además de diversos n::sguardos donde Jos animales podían permanecer en 

penumbra duranle las horas de- iluminación. El burbujeo en todos los acuarios fue 

aplicado mediame una bo1nba de aire Sweetwater mod K-37JXGZ. Bajo estas 

condiciones. los ani1nales fu.:ron mantenidos hasta que se IJevó a cabo su 

reproducción. 

Una vez obtenidas las hc::1nbras ovigeras. fueron aisladas en acuarios con las 

mismas condiciones. Se observó la fecha de eclosión de los huevecillos Ja cual se 

consideró como el tiempo cero para derenninación de la edad. Los animales 

juveniles fueron mantenidos en acuarios similares. Todos los acociles fueron 

alimenlados tres veces por se1nana con verduras cocidas y pescado. 
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Diseño experimental 

Se usaron 92 acocilesjuveniles con edad de 16 a 20 semanas. Los animales se 

separaron en cuatro grupos: 

•Grupo 1: Control. incluye acociles juveniles sin lesiones experimentales. 

(n=26). 

• Grupo 11: Acociles juveniles con lesión en pedúnculo ocular que incluyó 

ablación de Retina y Lámina Ganglionaris (n= 22) . 

• Grupo 111: Acocilcs juveniles con lesión semejante al grupo 11 y además 

ablación de los conectivos entre el quinto y el sexto ganglio abdominal. 

(n=20}. 

• Grupo IV: Acociles juveniles con lesión electrogénica en el ganglio 

supraesofágico. (n=24 ). 

Las lesiones co1Tespondientes a los grupos 11 al IV se muestran 

esque111áticarnente en la figura 1. 



Figura 1 

En (a):Represenración de Ja distribución del sistema nel'Vioso en el acocil 
P. c/arkii . Desde Ja región rosrral a la región caudal se observa la ubicación del 
Ganglio supraesofágico o cerebroide (GC). Ganglio subesofágico (Ose). Ganglios 
torácicos 1 al V (Tl-TV). En la región abdominal-caudal se presentan seis ganglios 
(Al al A VI). La linea negra que presenta una tijera. indica la lesión en los 
conectivos entre el 5º y 6° ganglio abdominal. 

En (b) se esquernarizan el pedúnculo ocular y el Ganglio cerebroide de arriba 
hacia abajo: Retina (R), Lámina Ganglionaris (Lg), Médula externa (Me). Médula 
interna (Mi). Médula tenninalis (Mr). La Jinea negra que presenta una tijera.. indica 
la lesión entre Lg y Me. 

En el Ganglio cerebroidc se aprecian regiones como: Tracro olfatorio-globular 
(Og) Neurópilos ópticos (Opt), Puente protocerebral (Ppc), NelVio antenular (Anl), 
Lóbulo olfato1io (01) Lóbulo accesorio (Ac). conectivos esofágicos (Oes). lóbulo 
paraolfatorio (Pa) Tornado de Sandeman et al 1988. 



Los organis1nos de cada grupo se colocaron individualmente en acuarios de 

registro y se sometieron durante 10 días a condiciones constantes de oscuridad 

(001); posterionnente se les aplicó un FE implementado por un pulso de luz de 30 

mina las 07:00 h y un segundo pulso a las 19:00 h. Finalmente se regresó a cada 

uno de los animales dUl·ante 10 días a oscuridad constante (002). Cada grupo 

experimental. se dividió en dos tratamientos. uno se sometió a FE siméttico 12: 12 

con luz monocro1nática azul (25 \V1n-:r. A= 460 run) y otro a FE con luz 

monocromática roja (25 \\'1n- 2 A= 640 nm). La luz fue aplicada mediante fibra 

óptica (Dotan Jenner. ni.od 170.2) cuya fuente de iluminación (lámpara de halógeno) 

estuvo fuera del sistetna de aislamiento como se muestra en la figura 2. La luz 

monocromática azul fue obtenida con el uso de filtros Schott mod BC28 y los de luz 

roja con filtros de gelatina Kodak \Vratten (cat 1494178). La intensidad de la luz.. 

fue calibrada con la ayuda de un Cuantómctro-Radiómetro-Fotómetro Li-Cor 

modelo Ll 180; y con un piranó1netro co1no sensor Li-Cor modelo PY-17197. 

Los acuarios de registro fueron elaborados con vidrio de 0.5 cm de espesor. y 

las dimensiones cor·respondientcs fueron de 20 x 8 x 10 cm. Cada uno presentaba en 

su base cuatro diodos emisores de luz infrarroja (A.=900 nm) y sus respectivos 

sensores del lado opuesto, con una separación lateral de 3 cm entre cada uno. Los 

animales colocados dcnt.-o de estos acuarios se pudieron mover libremente de tal 

manera que cada interrupción del circuito era considerada como un evento de 

actividad loco1notora el cual se almacenaba en una computadora. En un extremo del 

acuario. se puso co1nida adherida al fondo con cera. en el extremo opuesto. el 

acuario presentaba un resguardo de plástico opaco. 
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Figura 2. 

Diagra1na general del siste1na de registro de actividad locomotora. 

En (a) se muestra el diseño del gabinete en el que se encontraban los acuarios 
de registro (AC), Ventilación del gabinete (VENT). Sistema programable de 
encendido y apagado de la luz (T). Fibras ópticas (FOP). Fuente de ilwninación 
externa (FIE}. Aireación del acuario (Al). Conexión a la computadora de captura 
(COMP). 

En (b) se muesrran las caractensucas del acuario de registro. Sensores 
infrarrojos (SIR). Guarida (G). Comida (C) Nivel del agua (Nv) Cubierta de vidrio 
(CV). 
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Los acuarios de registro fueron colocados por pares en cubículos 

independienres hechos de n1adera de 2 cm de espesor y con el interior negro como 

se muestra en Ja figura 2. Cada cubículo pr-escntaba una fuente de aireació~ y un 

sistema de ventilación. conexión a un sistema analógico-digital de captura. un par 

de fibras ópticas con los filt1·os de luz correspondientes (se usó únicamente un tipo 

de filtro para cada cubículo). Los cubículos se mantuvieron en un cuano oscuro con 

ventilación y temperatura controlada (::?OºC ± I ºC). 

Obtención de datos y análisis correspondientes 

Los acociles fueron monitoreados individualmente mediante el sistema de 

registro previarnenre desci·ito. La actividad locomotora fue colectada a manera de la 

suma rotal de intetTUpciones a los circuitos durante cada veinte minutos 

(bin=20 min) y colectada y almacenada por una 1nicrocomputadora XT Printaf"onn 

para su análisis posterior. Los valores de actividad se graficaron mediante un 

actogra1na convencional de doble gráfica con la ayuda del programa TAU 

(Minimiter Co. lnc.). El análisis de la actividad locomotora se basó en los grupos 

más claros de actividad. discriminando aquellos cuya amplitud era mayor a la media 

más la desviación estándar. 

El rinno de actividad locomotora del acocil no es tan claro como el de otras 

especies de anitnales. por lo que se usaron métodos esradísticos para detenninar si el 

ribno era significativamente estadisrico. Los datos de cada 10 días de actividad se 

graficaron en unidades de 20 1ninutos y se analizaron mediante el periodograma de 

x:i a intervalos de 1 O a 30 horas. Unicamente se consideraron los registros que 

rebasaron nivel de significancia p<0.01 (Sokolove y BusheJI. 1978). Las diferencias 

de los valores de periodo enrre la oscilación espontánea inicial y la final en 

oscuridad constante (00) se analizaron mediante estadística no para.métrica con la 
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prueba de Kolmogorov-Sn1irnov. Para detenninar el punto de referencia de fase en 

cada actograrna. se usó el valor máximo de actividad de cada ciclo. Para la 

detenninación del TC se consideró Ja curva promedio de Jos tres últimos días para 

cada condición. La ref"erencia del inicio de actividad fue considerado a panir del 

momento en que la curva rebasa la media de cada ciclo. lo que representó el TC 12. 

El periodo obtenido por el periodograma. se comparó con el obtenido mediante el 

uso de reg1·esión lineal por mínimos cuadrados. tomando como Ja referencia la fase 

de rnáxima actividad en cada ciclo. Las fases obtenidas durante el FE f"ueron 

analizadas mediante estadística cir"cular con las pruebas de Rayleigh y Rao para no 

aleatoriedad (Batchelc!, 1981 ). 

Lesiones e Histología. 

Todas las lesiones se hicieron en animales anestesiados con frío (4ºC) bajo un 

microscopio estereoscópico Olympus rnodclo SZ-STB 1. La ablación de retina se 

llevó a cabo con una tijera ofralmológica. eliminando Ja zona retinular y la lámina 

ganglionaris; Ja ablación de los conectivos al sexto ganglio abdominal se llevó a 

cabo mediante un cone entre el quinto y sexto segmento ventral (Figura l). 

Posrcrionnente, para disminuir Ja pérdida de hernolinfa. los animales se enfriaron a 

IOºC durante JO minutos más. 

Para lesionar el ganglio cerebroide se utilizó una referencia esrereotáxica 

previarnente establecida y mediante una serie de disecciones se elaboró el diagrama 

de referencia 1nostrado en la figura 3. 
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placa •ub.nien.i 

placa iintfl.aten.i 

Referencia anatómica de la r-egión rostral del acocil. Se muestra Ja ubicación 
del ganglio supraesofágico en referencia a las estructuras exlemas. En (a) se muestra 
la posición anatómica del ganglio cerebroide en la cara interna del róstrum y en (b) 
las estructuras de referencia anatómica externa y Ja región en que se insertó el 
electrodo para lesión electrolítica. en los dibujos superiores a cada esquema se 
muestra la .-eferencia lateral y las lineas reprcsenran el corte al que se presenta el 
plano. Ganglio supraesofágico (Ge). Conectivos circumesofágicos (Oes). Anrenas 
(Ant), Anténulas (Anl), Pedúnculo oeular (Po). Róstrum (Ro), Bóveda antenal (Ba). 
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El prorocerebro se encuentra entre la base de Ja conexión de los pedúnculos 

oculares y el tope supetior de la inserción anrenular. La lesión al ganglio 

supraesofágico. se hizo rnedianre el corte del róstrum a nivel de la base de Jos 

pedúnculos oculares. Una vez rc:ferido. se insertó un electrodo de acero con una 

punta de SO µn1 de espesor. con la ayuda de un sopone con micromanipulador 

Narishigue. modelo 11902. para después pasar una corriente de 10 mA durante 5 

segundos mediante un esrilnuJador Hewlett Packard rnodelo 6217-A. 

Después de Ja lesión. Jos anhnales se mantuvieron en recuperación durante una 

semana antes de pasar al sistema de registro. AJ final de cada experimento se llevó a 

cabo el control histológico. Los animales lesionados fueron fijados en fonnaldehido 

al 10% y disecados Jos pedúnculos oculares y el cerebro para verificar Ja lesión. Las 

muestras fueron incluidas en paraplast y cortadas con un microtomo a JO mm de 

espesor. Los eones fueron te11idos con azul de tolouidina y fueron observados y 

1'9otografiados con el uso de un microscopio de luz Nikkon Labophot 2. 



V. RESULTADOS 

Grupo 1 Control: Ritmo de Actividad locomotora en acociles juveniles sin 
lesiones 

Fotoperiodo esqueleto con lu= a=ul 

La actividad locomotora de los acociles sin lesiones durante la oscilación 

espontánea. 1nuestra las características descritas en trabajos anteriores para los 

animales de este intervalo de edad. El rihno frecuentemente es unimodal y los 

niveles de actividad son variables (Fanjul-Moles et al. t 996). 

La figura 4 muestra un actograma representativo de un acocil juvenil. Durante 

los 9 prilneros días de 1·egistro en la condición inicial de oscuridad constante. el 

animal 1nanifiesta un riuno con un valor de periodo de t = 24.6 horas. La actividad 

está presente durante casi todo el día. de tal manera que los periodos de reposo (p) 

son 1nuy co11.os. Los picos de 111áxima actividad pcnnitcn apreciar la oscilación del 

rilnlo. La linea de regresión rnuestra para esta condición un valor de periodo de 

"t = 24.4 hs. Cuando pasa a FE con luz azul del dia 10 al día 20. el RALM se 

sincroniza y 1nuestra dos grupos de actividad. uno de corta duración y baja 8.nlplitud 

que se presenta simultáneo al primer pulso de luz (07:00 hs) y un segundo grupo de 

actividad que se sincroniza con el segundo pulso de luz ( 19:00 hs). El ajuste al 

fotoperiodo se da mediante tres ciclos transitorios y un adelanto de 3.8 hs. 

El periodograma correspondiente lnuestra dos picos significativos de 12 y 23.8 

horas. el valor del periodo calculado por la linea de regresión mostró un valor igual 

al obtenido rnediante el análisis del periodogratna. Durante los últimos cinco días de 

registro en oscua-idad constante. se observa un ritmo unimodal en oscilación 

espontánea con un valor de periodo de 't = 24.8 hs. la linea de regresión representa 

un "t = 25.2 hs. 
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Actograma de doble gráfica que muestra el rihno de actividad locomotora de 
un acocil juvenil sin lesiones. Del día l al 9 en condiciones de 001. se observa un 
't = 24.6 hs. del día 1 O al 20 en condiciones de FE con luz azul y del día 21 al 26 en 
002. A la derecha del actograrna se presentan los periodogramas correspondientes. 
En el actogra111a se presenta la linea de regresión en tono gris correspondiente a 
cada condición. 
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Fotoperiodo esqueleto con luz roja 

La figura 5 muestra el RALM de un animal juvenil que durante los 10 

prilneros días oscila con un periodo de~= 23.0 hs (p<0.01%); el rinno es unimodal 

y la intensidad de la actividad es variable. En este registro se aprecia que los 

intervalos entre a y p son claros. La linea de regresión dio un valor de periodo de 

"C = 22.8 hs. Desde el día 11. cuando se aplica el FE con luz roja se observa que ta 

actividad se sincroniza al pulso de las 19:00 hs. En el primer día en FE. el primer 

pulso coincide con TC 7 y rnediante retrasos se sincroniza al segundo pulso de luz. 

El ritn10 loco1notor presenta dos grupos de actividad. el primero de cona duración y 

amplitud aparece simultáneo al pulso de luz correspondiente a las 07:00 hs. y el 

segundo de mayor a1nplitud y duración está sincronizado alrededor del segundo 

pulso de luz. El periodograina correspondiente muestra picos de 12 y 23. 7 hs. la 

linea de regresión equivale a un periodo de 24.1 hs. A panir del dia 23 de registro. 

el ani1nal se ntantuvo nuevaincntc en oscuridad constante. el rinno presenta una 

oscilación uni1nodal con un valor de periodo de 't = 23.5 hs. En la condición post

sincronización se aprecia claramente el control de fase a partir del último día en FE,. 

la linea de regresión representa un periodo de 't = 23.45 hs. 

La tabla 1. ntuestra el resumen de los resultados para este grupo experimental. 
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Actograrna de un acocil juvenil sometido a condiciones constantes de 
oscuridad y a FE con luz roja. El actograrna muestra claramente que durante el FE 
aparece un pico de actividad que coincide con el pulso de las 07:00 hs y otro que se 
presenta alrededor del pulso de las 19 hs.EI periodograma muestra dos picos 
significativos en esta parte del registro. 
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Tabla 1 

Respuesta. .a "t001<24 "ten FE ~002 "t001>24 Ten FE ~002 
FE (n) {n) 

FE azul Sincroniza 9 22.68.±0.75 24.04 24.74 27.13 ±0.3 24.03 26.7 
(6) ±0.25 ±l.72 (3) ±0.23 ±1-4 

n=lJ No .. 22A6±1.8 25.3 24.l 25.00 22.55 22.8 
Sincr-oniz.a (3) ±1.S ±3.7 (1) ±0.38 

FE rojo. Sincronizan 13 22.7 ±0.8 24.05 26.93 24.2 ±0.81 23.96 23.4 
n- 13 (7) ±0.39 ±1.S (6) .:t:OJ6 ±0.32 

Variaciones en el periodo promedio obtenido en los diferentes 
tratarnientos con anilnales sin lesiones. Se muestra el periodo en 
oscuridad constante. antes (001) y después (002) del FE. En esta tabla 
se 1nuesn·an agrupados. según el valor promedio del periodo. La última 
columna(# Ci. Trans) representa el número de ciclos transitorios para la 
sincr-oniz.."'lción al FE. 

De los 26 anirnalcs utilizados en este grupo, 13 fueron sometidos a FE con luz 

azul y 13 a FE con luz roja. Los animales que fueron expuestos a FE con luz roja 

mostraron en su totalidad capacidad de sincronización; mientras que de los 

expuestos a FE azul. solan1ente 9 lograron sincronizarse. lo que sugiere una mayor 

sensibilidad de los fototTeceptores circadianos a ta longitud de onda larga. 

#Ci 
Trans. 

4.25 
±1.8 

4.0 
±0.4 



El periodo deJ rirmo en oscilación espontánea. puede ser af'ectado por las 

condiciones de f'oroperiodo previas a las que estuvo sujeto el animal .. este fenómeno 

ha sido definido por Pinendrigh y Daan (1976a) como upost-ef"ecto••. En el caso de 

los acociles del grupo l. se observó que el periodo previo al tratamiento con FE f'ue 

dif"erente al obtenido después de la sincronización. La figura 6 muestra la variación 

en el periodo en los dos tratamientos recibidos por cada animal que fueron 

mencionados en la Tabla J. Cuando en oscuridad constante inicial (001) 't' < 24 h. 

después del FE .. el valor de T aurnenra y cuando el ritmo tiene un periodo inicial 

mayor a 24 horas. el valor de 't posterior al FE parece disminuir en B111bos 

tratamientos. Los asteriscos en la gráfica representan que existen diferencias 

significativas mediante el análisis de Kolmog;orov-Smimov (p = 0.043 para luz roja 

y p< 0.03 para luz azul. D = 1 en arnbos casos). 

La capacidad de sincronización del RALM es similar para las dos longitudes 

de onda utilizadas. La disuibución de fases de los animales que mostraron 

sincronización está representada en Ja figura 7. En ainbos rratamienros. Ja 

distribución de la f'asc puede presen1arse en cualquiera de los dos pulsos de luz 

representados con las flechas en cada circulo. En ambos tratamientos la fase del 

ritmo se encuentra sincronizada a uno de los dos pulsos de luz. agrupándose con una 

distribución bimodaJ. La pnJeba de Rao mosrró que Ja distribución bimodal es 

significativa (U=l86.8 con luz azul y U=259 con luz roja, p<0.05%). 
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Figura 6 

Cambios en el valor de t pi·evio y posterior a Ja sincronización al FE con luz 
monocromática. En (a) se presentan Jos casos con un valor inicial de periodo 
promedio rnenor a 24 hs y en (b) rnayor a 24 hs. Las banas claras representan Jos 
casos en FE con luz roja y las oscuras en FE con luz azul. Se presenta la desviación 
estándar correspondiente a cada grupo y los asteriscos representan diferencias 
significativas entre Jos grupos. 

24 24 

21 21 

---- ... --.. z··s 
18 • azul 6 18 • roja 6 •• 

u-186.s •• -- u-259 ··:e ·-IS " 
., 

12 12 

Figura 7. 

Fases estimadas del riuno de actividad en los acociles que sincroniza.ron al 
FE. Las flechas representan el momento en que se aplica cada pulso. Es clara Ja 
tendencia bimodal en ambos grupos. El valor de U es el correspondiente a la preba 
de Rao para doble tendencia. 
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Grupo 11. Ritmo de actividad locomotora en acociles juveniles con 
ablación de retina-lámina ganglionaris (R-Lg). 

Hi.wologia 

36 

La figura 8a. muestra Ja f'otomicrografia de un corte de 10 µm de espesor. 

correspondiente a un pedúnculo ocular de un acocil juvenil sin lesión. Se pueden 

observar las estructuras típicas como Ja Retin~ la Lámina ganglionaris (Lg). la 

Médula externa (Me). la Médula interna (Mi) y la Médula tenninalis (Mt). La lesión 

correspondiente en este grupo experimental se puede observar en la f'otomicrografia 

8b. en que únicamente se eli111inan R y Lg. Después de JO días de la lesión. el tejido 

dañado muestra cicatrización en la zona de lesión sin haber regeneración de los 

fotorreceprores. 

Fotoper1odo esqueleJo con lu: a:ul 

La ablación de R-Lg no evita Ja capacidad de expresión del RALM. En la figura 9 

se presenta el acto!,.oratna típico de un acociljuveniJ de este grupo expcrimentaJ. Desde el 

día 1 al 10. el ritmo oscila espontáneamente con un periodo de 25.1 hs. a partir del día 8 

se acorta el periodo y dismjnuye el nivel dC actividad. Durante Jos siguientes 10 días en 

que es sometido a FE con luz azul. el primer pulso cae cerca de TC 12 y mediante 

avances sincroniza al pulso ( 19:00 hs) mediante 2 ciclos transitorios. Durante este 

trarruniento. el valor del pe1iodo fue 't = 23.9 hs y con un inicio de actividad S horas 

antes del pulso de las 19:00 hs. El breve bloque de actividad que se relaciona con el 

encendido de la luz no aparece. Durante los últimos días en (X)2 el rittno muestra un 

control de fase respecto al último día en sincronización y oscila con un periodo de 26 

hs; sin embargo aparecen otros picos significativos que no estuvieron presentes en la 

condición inicial de oscuridad. Los periodos calculados mediante regresión lineal para 

cada condición son: 001-.: = 24.53. FE-.: =24.18 y002 < = 26.0 hs. 



(a) 

-IOOµm 

{b) 

Figura 8 

Forornicrografias de un pedúnculo ocular de un acocil sin lesión (a) en el cual 
se aprecian claratnente los neurópilos; Lámina ganglionaris (Lg) Médula externa 
(Me). Médula interna (Mi) y Médula tcnninalis (Mt). La lesión en R-Lg se observa 
aumentada en (b). no parece haber regeneración de las células retinulares. 
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Periodo (h) 

Rihno de actividad loco1notora correspondiente a un animal sin retina ni 
lámina ganglionaris. A pesar de la lesión. se mantiene la capacidad de 
sincronización al FE con luz azul. A la derecha se muestran los periodograrnas 
correspondientes a cada condición. 



Fotoperiodo esqueleto con lu= roja 

La figura 10 muestra el actogra1na de un acocil juvenil sin R-L~ que durante 

los primeros 9 días en OO. presenta un ritmo claramente unimodal con un periodo 

de 25.8 hs. La actividad es variable entre cada ciclo. de tal manera que se observan 

días con muy poca actividad,. sin embargo se mantiene la fase de la oscilación. 

Durante el FE con luz roja. el primer pulso de luz cae aproximadamente en TC J y 

mediante avances et rinno se sincroniza al segundo pulso de luz. Durante esta 

condición. un segundo pico aparece con periodo variable y al final se acopla al FE. 

sincronizándose al pulso de tas 19:00 hs. El periodograma correspondiente muestra 

un pico a las 23.9 hs (p<O.Olo/o). En la condición final en 002. el rihno mantiene 

un control de fase y oscila con un periodo de 25.2 horas. los niveles de actividad 

varian nuevamente de tal 111anera que la máxima actividad presenta et periodo 

circadiano significativo y adenias aparece un pico de 15 hs. Los valores de los 

periodos calculados rncdiante regresión lineal para cada condición son: 001 

i: = 26.25. FE i:= 23. 74 y 002 i: = 25.87 hs. 

En este grupo fueron usados 22 acociles. de los cuales 11 fueron sometidos a 

FE con luz azul y 1 1 a FE con luz roja. De los expuestos a FE roja el 73 °/o 

sincronizaron ('t = 23.95. ± 0.05 hs). mediance una serie de 3.88 ± 2.6 ciclos 

transitorios; mientras que de los expuestos a FE azul. sota.mente 9 (80%) lograron 

un ajuste de periodo muy cercano a las 24 horas (T = 24.06 ± O. 17 hs) mediante 

3. 7 ± 2.4 ciclos transitorios. 
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Figura 10 

Actograma que muestra el rinno de actividad locomotora de un acocil con 
lesión en R-LG. En condiciones de FE con luz roja~ Ja actividad se sincroniza aJ 
pulso de las 19:00 hs y que después del foloperiodo. el ritmo oscila con un periodo 
menor al mostrado en 001 . 



La variabilidad en el periodo anterior y posterior al FE se observa en la 

figura 11. Los animales con periodo corto en 001. después del FE presentan un 

i: >24 hs. mientras que aquellos que presentaron inicialmente t >24 hs mostraron un 

decremento en el periodo únicamente bajo luz azul. Las diferencias en el periodo de 

estos grupos no fueron significativas. 

La tabla 2 muestra el resumen de los periodos obtenidos en este segundo grupo 

experimental. 

La fase de máxima actividad para cada uno de los animales que sincronizaron 

en ambas condiciones se rcp1·esenta en la figura 12. Al igual que en los animales 

intactos. las fases se distribuyen en cualquiera de los dos pulsos de luz excepto para 

los sometidos a FE con luz roja en que existe preferencia por el pulso de las 19:00 

horas (U= 254.9 y U= 173.35 respectivamente). 
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Tabla 2. 

Respuesta a "t001<24 'Ccn FE T002 't 001>24 'ten FE T002 #Ci 
FE (n) (n) Tran 

FE azul Sincroniza 9 22.81 24.09 25.63 26.S ±l.4 24.06 24.06 3.7 
n= ll ±0.31 (4) :l:0.47 ±2.32 (SI ±0.17 ±1.36 %2.4 

No 2 23.07 (1) 25.98 26.8 28.8 (1) 25.7 ±l.7 29.0 
Sincroniz.a ±2.9 

FE rojo. Sincronizan 8 23.5±0 08 23.81 25.0 27.3 ± 0.7 23.95 27.S 3.88 
n= 11 (3) ±0.38 ±0.71 (5) ±O.OS ±1.59 ±2.6 

No 3 27.42 27.02 27.43 
Sincroniza *0.91 (3) ±0.62 ±1.61 

Resumen de los promedios de los periodos obtenidos de acociles con 
lesión en R-Lg. 

La ablación de R-Lg. reduce la capacidad de sincronización de los acocilcs 

expuestos a luz roj~ mientras que con luz azul. la proporción de acociles que 

sincronizan al FE. es similar al grupo l. En los animales sin retina ni Lg. no se 

observa la tendencia del post-efecto en le valor del periodo pl"omcdio. observada el 

grupo l. 
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Cambios en el periodo del ritmo de actividad locomotora en oscilación 
espontánea de acociles con lesión en R-Lg. En (a) se presentan los casos con un 
valor inicial de periodo promedio menor a 24 hs y en (b) mayor a 24 hs. Las barras 
claras representan los casos en FE con luz roja y las oscura en FE con luz azul. 

24 24 

21 • ----- .... 
• 6 18 roja 6 .. --- " • ·-u-17J.3S 

9 
¡j 9 

12 12 

Figura 12. 

Fases estimadas del RALf\.1 durante el FE en acociles con lesión en R-LG. Se 
aprecia que con luz azul la respuesta es bimodal y que con roja es mas clara la 
tendencia al pulso de las 19:00 hs. 



Grupo 111. Ritmo de actividad locomotora en acociles con lesión a nivel de 
R-Lg y ablación de los conectivos entre el V y VI ganglio abdominal 

La ablación de la retina y de los conectivos correspondientes no modifica la 

capacidad de expresión del rihno de actividad locomotora durante la condición de 

oscuridad constante. El periodo del ritnto en oscilación espontánea es variable y 

frecuentemente mayor de 24 hs (t: = 26.28 ± 1.8 hs). 

F-Otoperiodo esqueleto con luz monocron1áuca azul 

En la figura 13 se muestra un actograrna del RALM obtenido de un acocil 

juvenil, que durante los primeros 9 días estuvo en oscuridad consrante. El 

periodograma correspondiente muestra tres picos entre las 24 y Ja 27.5 hs, la 

rendencia general de la fase esta señalada con la linea de regresión (T = 26.55 hs). el 

análisis espectral para esta condición presentó valores de 20.6 y 29.52 hs. Desde el 

día 10 al 19 el ritmo presenta de manera más clara dos componentes. uno de Jos 

cuales se sincroniza al pulso de las 19:00 hs y otro componente del ritmo se 

mantiene en oscilación espontánea. El periodog.rama muestra para esta condición 

dos picos en 24.2 y 29.0 hs. La línea de regresión representa un periodo de 

T = 24.23 hs. En este grupo experimental no se aprecia el pico exógeno 

característico de los animales intactos. En este registro. el primer pulso cae 

aproximada.J11ente en TC 11 y mediante retrasos se sincroniza al FE a través de 2 

ciclos transitorios. El periodograma muestra además tres picos ultradianos de baja 

amplitud que pueden estar relacionados con los episodios de alta Crccuencia que 

aparecen durante los últimos días en FE. el análisis espectral presentó como 

periodos relevantes de 29.52 y 7.94 hs. Durante la condición final en oscuridad 

constante. la amplitud de Ja actividad disminuye. Ja tendencia del ritmo no es clara y 
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el periodograma muestra dos picos de 24.5 y 27 hs respectivamente; la línea de 

regresión representa un periodo de 27.1 hs. 
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Figura 13. 

Actognuna de doble gráfica que muestra el RALM de un acocil juvenil sin 
retina ni conexión al sexlo ganglio abdominal. Durante el FE con luz azul se ve que 
parte de Ja actividad se sincroniza al pulso de las t 9:00 hs y otra parte parece 
continuar con el periodo inicial de oscilación. 
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Fotoperiodo esqueleto con /u:: roja 

La figura 14 muestra un actograrna representativo de un acocil juvenH que 

durante los primeros 10 días en oscuridad constante presenta actividad dispersa. la 

linea de regresión considera los picos de máxima acrividad asociados a bloques de 

larga duración {'t = 26.42 hs). El pcriodograma muestra un periodo de 25.6 hs. 

En FE con luz roja. la actividad locomotora se fracciona en un giupo que 

sincroniza al pulso de las 07:00 (-r = 24.2). mientras que otro grupo se mantiene en 

oscilación espontánea con un periodo de 26 hs; la linea de regresión muestra un 

periodo de 24. 17 hs. el periodograma muestra además un pico ulttadiano de 13 hs. 

Esta tendencia es más clara que la observada en animales sometidos a luz azul. 

Durante la condición final desde el día 26 al 35. los periodos de los 

componentes circadianos cambian respecto a la condición inicial. El periodogréUlla 

muestra picos de 24.6. 25.4 y 26.2 hs. lo que posiblemente representa un post

cfecto. La linea de regresión trazada en el diagranla representa un periodo de 

24.6 hs. 

El análisis espectral mostró para la condición inicial un periodo de 25.8 hs 

además de uno de 13.7 hs, durante el FE presentó periodos de 24.67 y 10.46 hs y en 

la condición final en oscuridad constante. un periodo de 24.91 hs. 
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Figura 14. 

Actograma del RALl\.·I presentado por un acocil sin retina y con ablación en 
los conectivos al sexto ganglio. El FE con luz roja. pem1ite la expresión de un pico 
de actividad que sincroniza al pulso de las 07:00 hs mientras que otro continúa 
oscilando libl""cmente. 
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De los 20 anin1ales de este grupo. 12 fueron registrados bajo FE con luz roja y 

8 bajo FE con luz azul. Al compararlo con Jos dos grupos anteriores. la capacidad 

de sincronización en este grupo es menor (58.3 y 62.5 % respectivamente). En 

aJgunos registros, a pesar de que el rinno en 00 es unimodal. durante el FE el 

ribno se fracciona en diversos componentes con periodos variables. es posible 

observar al menos un pico de actividad se sincroniza al fotoperiodo. pero que otros 

componentes mantienen un periodo de oscilación diferente a 24 hs. 

La tabla 3._ muestra las principales características de los registros observados 

en este grupo experünental. 

En Ja Figura J Sa se muestra el promedio del valor del periodo de Jos rihnos 

que mostraron sincronización al FE. las barras que representan la desviación 

estándar en cada caso muestran la variabilidad del ritmo y no hay diferencias 

significativas en el periodo posterior al FE (p= O. 7 y p= 0.8). La Figura 1 Sb indica 

el periodo promedio en los animales que no sincronizaron. En estos casos se 

observó que a pesar de no sincronizar a 24 hs. el FE provocó cieno cambio en el 

periodo del ritJno. Ninguno de Jos casos de esta figura mostraron diferencias 

significativas entre el periodo previo y el posterior al FE. 

La figura 16 rnuestra la distribución de la f'ase de aquellos animales que 

sincronizaron al FE. El nürncro de casos es bajo por Jo que ambos tratamientos se 

agrupan en la misma gl"áfica. No existen tendencias significativas por las fases 

presentadas tanto en el tratamiento con luz roja (círculos rellenos) como en el de luz 

azul (círculos vacíos). U= 128.87 y U= 136.58 respectivaJnente. 



•• 
Tabla 3. 

Respuesta al "tcn001 'en FE T fraccionados Transitorio a 't'Cn002 
FE (n). FE 

(n) 

FE azul. Sincroniza 26.3.i ±2.15 (5) 24.24 28.0 4.8 24.85 
n= 8 ±0.43 ::t:l.64 

(1) ± 1.6 

No 28.33 ±0.67 (3) 26.13 26.5 
sincroniza ±0.70 

FE roja Sincroniz.a 2-17±161(7) 24.12 26.77 ±1.23 (4) 3.2 24.17 1::2.3 
n=l2 ±0.28 

±1.4 

No 25 96 ±O 71 25.48 24.15 ±1.21 
sincroniza (5) ±2.33 

Variación en Jos periodos observados en los acociles del grupo lll. sin R
Lg ni conectivos al 6º ganglio abdominal. La colwnna referente a 
ºt fraccionadosº. representa aquellos periodos significativos que 
aparecian ade1nits del co•Tcspondiente a 24 horas. lo que implica 
componentes de actividad locomotora que no sincronizaron al FE. 

De los resultados obtenidos en este grupo. se considera que tanto la retina y la 

lámina ganglionaris así como el fotorrccepror caudal juegan un papel sino exclusivo. 

si imponante en la sincronización del ritmo de actividad locomotora. A pesar de que 

en mnbos tratanticntos con luz monocromática se presentaron pocos casos de 

sincronización. no parecen existir diferencias entre el efecto de la luz 

monocromática azul y roja aplicadas mediante FE. 



(a) (b) 

Figura 15. 

Promedio del periodo observado en los animales con lesión en retina y en· 
lámina ganglionaris~ así como en los conectivos al 6° ganglio abdominal. En (a) 
están los casos en que se observa sincronización de la actividad locomotora al FE y 
en (b) de aquellos que no sincronizaron. Las barras oscurasrepresenta los casos en 
FE azul y las claras en FE rojo. 
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24 
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• • 
12 

Figura 16 .. 

U-136..S8 

U-128.87 

Distribución de la fase del ritmo durante FE en animales con lesión R-LG y 
conectivos al 6° ganglio. Los círculos rellenos representan la fase obtenida en la 
sincronización a luz roja y los vacíos a la obtenida con luz azul. 
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Grupo IV. Ritmo de actividad locomotora de acociles con lesión en ganglio 
cerebroide. 

Para este grupo experirnental se lesionaron 24 animales de los cuales solo 18 

mostraron un ritmo circadiano significativo (64.3°/o,. T = 24.7 ± 1.78 hs). Oc estos 

animales solamente 9 lograron Ja sincronización al FE (T = 24.0 ± 0.21 hs). El resto .. 

presentó periodos variables durante la condición de FE('~= 25.94 ± 2.28 hs). 

Los 9 animales lesionados que mostraron ritmo y sincronizaron al FE .. 

presentaron un patrón de atividad locomotora semejante al de los animales intactos. 

El control histológico 1nosu-o que en los animales que presentó esta expresión del 

rihno. la lesión no alcanzó al ganglio cer-ebr-oide y las estructuras arectadas 

corresponden a Ja glándula subantenal. En la figura l 7a se presenta una 

microg.rafla.correspondiente al control histológico de este caso. De todos los casos 

analizados para este subg1·upo el registro histológico no se completó. sin embargo. 

de los casos en que hubo ritmo y sincronizó al FE. se observó que la histología 

correspondiente (n= 3) no hubo lesión en el ganglio cerebroide. 

La figura I 7b mucstr·a el actogra1na representativo de un acocil lesionado en 

fonna ineficiente. el cual rnuestra un ritmo en oscilación espontánea con un periodo 

de 23.4 hs. Es notable que a comparación de los registros de los animales intactos. 

el nivel de actividad de baja amplitud se distribuye a lo largo de todo el ciclo. 

Después del día 10 es some1ido a condiciones de fotoperiodo esqueleto con luz roja 

y se observa un dec1·emento general en Jos niveles de actividad. manifestándose dos 

grupos. uno de los cuales es simultáneo al pulso de las 07:00 hs y el otro muy 

cercano al pulso de las 19 hs. El periodograma correspondiente muestra dos picos 

claros de 12 y 24 hs. Finalmente en la oscuridad constante a panir del día 21. el 

rihno gradualmente .Pierde amplitud. el periodo de actividad no es claro sin embargo 



pane de la fase conesponde al pulso de las 19:00 hs. por lo que no se considera 

como erunascararniento. El periodograma para la condición final en 002 no Cue 

significativo. 

40 µin.;.._--

Figura 17a 

Fotomicrografia de un corte de ganglio cerebroide en el que la lesión no Cué 
exitosa. Tracto olfatorio-globular (Og). Lóbulo paraolfatório (Pa). Lóbulo accesorio 
(La). Cúmulo celular anterior (Cea) Neurópilo óptico (Opt) Neurópilo olfatorio 
(01). El recuadro incluido en Ja figura superior derecha muestra el área que incluye 
1a for:ografia respecto al todo el ganglio. 



1-10 

11-20 -----
21-24 

D 
l 
A 
s 10 

J _ - -- L .l. J.. . 
... ~~~ ----=-~.:i~.-: ~ _...__, ___ - -- ........... ___ ... 
-- • ....i.L.a __ • .a. ... L .... ~- •-··-

•••L••~- •-·-- -· _. __ ...._ -· .. ·-ª-~ - -· --.... - ·---·-·-- -------· 

- _ ...... ···-
... _ ···--· 

- ....... ····-
~. ····-·

..L •• -
15 • -· - ... __ _ 

24 

···-·" . ~ ··- ... ... ·- -· ..... - - -· ... 
- • • • .. J_ .. .. .. .___ .. . ·--- -

24 
Hora del día 

24 

Figura 17b. 

SJ 

Periodo (h) 

Actograma de un acocil juvenil. en el cual la lesión no alcanzó el ganglio 
supraesofágico. Las caracter!sticas del ritJno son semejantes a las observadas en tos 
animales intactos. ya que durante el FE. en este caso con luz roj~ la actividad es 
bimodal y el pico e:1itóge110 es claro. 



De estos 9 a11i1nales. 5 animales se registraron bajo FE rojo y 4 bajo FE con 

luz azul. La tabla 4. resume ta variabilidad en los periodos observados en este grupo 

experi1nental. 

Tabla 4. 

Tipo de TenOOl i:en FE •en002 

luz en FE 

Casos con FE con 23.7 23.94 25.5 

ritmo y luz roja ±0.96 ±0.14 ±1.4 

sincronizan a n=S (n=3) 

FE (n=9) FE con 25.3 24.07 

luz azul ±0.7 ±0.2 

n=4 

Periodo pro111cdio ohtenido en los acociles del grupo IV que mostraron 
rinno circadiano de actividad locomotora en 001 y en el que el control 
histológico most1·ó una lesión falsa. 

Como mucsu·a la tabla. únicamente 3 de estos animales f"ueron capaces de ser 

registrados durante todo el experimento y durante la condición final se obtuvo el 

periodo de {'t = 25.5 ± 1.4 hs) ya que el resto. o bien mostró falta de actividad o no 

sobrevivieron al rei?,ist.-o completo (figura l 9a). 

La rase del ritmo durante la sincronización se muestra en la figura 20. En 

ninguno de los trat:unientos con luz monocromática se observó una tendencia 

unimodal o bimodal significativa. (U=31.2 con FE roja y U= 30 con FE azul). 



Un segun~o subgrupo esta confonnado por animales que presentaron ritmo en 

oscilación espontánea.· pero que no sincronizaron aJ FE De este subgn¡po solamente 

se pudieron observar dos en cotroles histológico. en los cuales la lesión se presentó 

en en la región posterior dei protocerebro. aJ nivel del cuerpo central como se 

muestra en la micrografia l 8a. 

Figura 18a 

Fotomicrogrnfia de un corte de longitudinal de un ganglio cerebroide en el que 
la lesión se ubica en Ja región posterior del protocerebro. Cuerpo central (Ce). 
Lóbulo olfarorio (01) Lóbulo paraolfarorio (Pa). Lóbulo accesorio (La). Puenre 
protoccrebral (Ppc). El recuadro incluido en la figura muestra el área que incluye la 
fotografia respecto al todo el ganglio y el circulo gris. el área aproximada de lesión. 



EJ actograrna de la figura l Sb es un registro típico del grupo de animales que 

mostraron ritrno circadiano en condiciones constantes de oscuridad y que no 

sincronizaron al FE (n = 9). En oscuridad constante inicial n1uestra un rittno 

circadiano de 21.0 hs. el cual esta definido claramente a partir del quinto día de 

registro. durante el FE con luz roja a partir del día 10. el ritmo cambia su periodo a 

26 horas y la actividad se frag1nenta en bloques de mayor amplitud, el periodograma 

correspondiente muestra que. ademas del valor circadiano mencionado. hay un pico 

a las 18 hs. El análisis espectral presentó un pico a las 15.5 hs. Finalmen1e durante 

la condición de oscu.-idad constante a panir del día 20. aumenta la amplitud de la 

actividad. El periodo~rmna correspondiente muestra picos de IS. 20 y 28 hs. La 

tabla S n1uestra Jos resuhados para este subgrupo de animales. 

Tabla S. 

Tipo de luz -renOOI 'ten FE 't' en 002 

en FE 

Casos con FE con luz 24.57 25.28 26.2 

rilmo y no roja n=4 ±2.65 ±1.67 n=2 

sinc1·011izan a 

FE 

FE con luz 25.28 25.9 25.8 

azul n=5 ±1.67 ±2.5 n=2 

La variabilidad en el periodo ol>renido en los anin1ales que presentaron 
rittno en oscilución espontánea pero que no fue clara la sincronización 
en FE. 

Durante la condición final solo cuarro animales mostraron un rittno circadiano 

(t= 26.2 ± 0.8. Figunt 21 l>) el resto de animales no mostraron ritTno significativo o 

no completaron el registro. 



io!i~-----------------
20-26 

D 
I 
A 
s ..... 1 ··- • - - ..... 

• _ • •• L 1. ••• 1. _ --1 

..... 1 •.• - w. ...... ~ 
k •,.. 1- ... lj .. e L--

....... • L.o. L •• ~l .11... 
·-•• .111... J.. d. .• J:.. - ... _ - l~..=.:_, ~:.. .;, 

¡j 

•• ,,i~......,._ ... _ .. -
20- ..... --~- • .;;·i.. : ·: • 

• ti. ... - &. _.. • . - • 

24 

.. L .__ . . -
24 

Hoi~ d~l día 
24 

Figura 18. 

57 

Periodo (h) 

Actogra111a del Rr\Ll\I de un anirnal con lesión en la región media del ganglio 
supracsofágico. Se presenta un riuno de periodo cono (~= 21 hs) y durante el FE 
con luz roja. el ritmo camhia su periodo a 26 hs sin poder sincronizarse. 
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Figur• 19. 

Cambios en el periodo previo y posterior al FE en animales que sincronizaron 
(a) y en 1os que no hubo sincronización (b). 
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Figura 20. 

e U-31.2 
0 U-30 

Distribución de las fases en Jos animales que sincronizaron al FE. Los círculos 
rellenos representan Jos sometidos a FE con luz roja y los círculos vacíos a los 
sometidos con luz azul. 
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Un tercer sul>grupo esta fonnado por animales que no mostraron un patrón 

locomotor circadiano, pues la actividad locomotora se manifesro en episodios 

ultradianos. debido a Jo cual el análisis estadístico se S a 30 horas. Sin embargo 

solamente en uno de los cinco registros se pudo obtener el control histológico. 

La fotomicrografia de Ja figura 2 Ja muestra este caso. donde se puede observar 

que la lesión se encuentfa en el borde' anterior del protocercbro posterior. entre los 

neurópilos ópticos y eliminnndo la región del puente protocerebral. Se nota 

claramente que J.as esr.-ucr11n1s del cuerpo central cstan completas así como los 

neurópilos olfarodo y nccesorio. 

·~ ........ ~ ,.. 

40µm-

Figura 21a 

Foromicrografia de un cone de ganglio cerebroide en el que la lesión se 
presenta en la región anrcrior del protocerebro. Neurópilo óptico (Opt). Lóbulo 
olfatorio (OJ). Cuervo cc11rral (Ce). Lóbulo paraoJf"atório (Pa). Lóbulo accesorio 
(La). EJ recuadr·o incluido en la figura muestra el área que incluye Ja fotografia 
respecto al todo el ga11glio. y el cfrculo gris. el área aproximada de lesión. 



El actogra1na con-c:spndienre se muestra en Ja figura 21 b. presenta ausencia de 

actividad circadiana en 001 y Ja amplitud de la actividad es variable. El periodo no 

es claro y el periodogra1na presenta varios picos enn·e las 18 y las 29 hs. 

Durante la condición de FE con luz azul se observa que aparece un ritmo que 

se fragmenta en varios co1nponentes. Dos de los bloques de actividad de alta 

frecuencia son sincronizados por los dos pulsos de luz; se observa además que en el 

pcriodograma aparecen con claridad picos múltiplos de 6. Este valor de periodo es 

constante incluso en análisis espectral mostrado en la pa11e inferior del actograrna. 

Se presenta de izquierda a derecha para 001. FE y 002. 
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Figura 21. 

Actogranta de un acocil juvenil con lesión en ta reg1on medial del 
protocerebro. Se observa que no hay un ritmo circadiano manifiesto en oscilación 
espontánea y que dul·ante el FE con luz azul. aparece actividad ultradiana con 
periodo de 6 hs. El análisis espectral correspondiente (b) confirma este periodo. 
Finalmente en 002. la actividad presenta un periodo de 17 hs. 



VI. DISCUSIÓN 

El ritmo de actividad locomotora en el acocil juvenil Procamban1s clarkii 

muestra el patrón típico descrico para animales de la misma especie en diferentes 

etapas del desarrollo (Fanjul·Moles y col. 1996). En esta tesis. la edad de los 

animales en todos los experimentos fue entre 8 y 12 semanas. En este intervalo de 

edad la proporción de animales que muestran ritmo de rnanera espontánea es mayor 

aJ 80 % (Miranda-Anaya. 1994). 

Los resultados demostrm·on que el rit1no loco1notor en condiciones de 

oscilación espontánea pr-esenta un periodo variable ('t=23.69 ± 2.5 hs). Se ha 

descrito que en el acocil aduho. el periodo del rittno presenta valores de T < 24 hs 

(Chaple. 1960; Page y Larimer. 1972) y característico de las especies noctumas 

(Aschoff. 1981). El acocil muestra cambios impo.-tantes en las características del 

ribno de actividad locomotora durante la ontogenia. parte de esto es el cambio en el 

periodo de L= 25 ± 2.13 hs en animales de las pri1ncras cuatro semanas hasta 

-c=24.3 ± 1.7 hs en anirnales de 20 sernanas de edad (Fanjul-Moles et al. 1996). 

La variación inter individual de -e en organismos de la misma especie ha sido 

reportada en diversos animales y esto parece ser una característica común en el 

estudio de los ritmos en oscilación espontánea (Pittendrigh y Daan. 1976 a y b). En 

el caso del acocil juvenil. la variabilidad del periodo puede ser consecuencia de la 

maduración y acoplamiento con las vías efectoras que permiten la expresión del 

ritmo (Fanjul-Moles et al. 1996) como ocurre en otros invertebrados (Page. 1990). 

El rittno de actividad locomotora en el acocil juvenil integro puede ser 

sincronizado mediante un fotoperiodo esqueleto sin1étrico que simula un 

fotopcriodo completo 12: 12. 



La sincronización discreta produce can1bios de fase simultáneos del 

rnarcapaso,. los cuales se expresan como avances o retrasos hasta lograr la 

sincronización del rinno. El marcapaso se estabiliza en una fase con relación al 

f"otoperiodo esqueleto. de tal manera que el avance producido por un pulso de luz es 

compensado por un retraso de fase producido por el otro pulso (Pittendrigh y Minis. 

1964; Pittendrigh y Daan. 1976 b y e). 

Al aplicar el FE con luz azul o roja en animales intactos (grupo I). el ribno de 

actividad locomotora 1nuestra un carácter bin1odal. Los componentes de actividad 

observados corresponden a uno de cona duración y baja amplitud que aparece de 

manera simultánea a uno de los pulsos de luz y el segundo de mayor duración y 

aI11plitud que en general se sincroniza con el siguiente pulso. El componente de 

actividad simultáneo al pulso de luz. es si1nilar ni componente descrito por otros 

autores para el acocil aduho bajo condiciones de fotoperiodo completo y es definido 

como una respuesta exógcna al encendido de la luz (Chnple. 1960, Page y Larimer. 

1972, 1976). En esta tesis se observó que en animales sin lesiones. el componente 

exógeno esta presente en la sincronización del rit~no de actividad locomotora al 

f"otoperiodo esqueleto. tanto con luz monocromil1tca roja corno con azul; sin 

embargo es más claro observado con pulsos de luz 1·oja (figura 5). La manera de 

comprobar que el componente simultáneo al pulso de luz es de naturaleza exógena 

es mediante la eliminación de las vías retinianas. La ablación de la retina y de la 

lámina ganglionaris en acociles juveniles. evita la expresión del componente 

simultáneo al encendido de la luz. lo que hace suponer que es el mismo que se ha 

descrito en el adulto; después de la lesión. el componente endógeno que caracteriza 

al ritmo en oscilación espontánea. se rnantiene y es d que manifiesta la respuesta de 

sincronización. 



Los resultados de este trabajo indican que los ca1nbios de fase que resultan en 

adelantos o retrasos en el ritmo. están relacionados las caracterfsticas de la curva de 

respuesta de fase co1Tespondiente. De manera general se ha considerado que en 

animales nocturnos. la noche subjetiva (considerada en este trabajo como el 

intervalo entre TC 12 y TC 24) es la zona de mayor sensibilidad. Para una gran 

diversidad de animales nocturnos la sensibilidad en la noche subjetiva temprana 

provoca retrasos de fase mientras que en la noche subjetiva tardía provoca avances; 

durante el d'a subjetivo se muestra una mínima respuesta a la luz (Pittcndrigh y 

Minnis. 1964; Pittendrigh y Daan 1976 b). 

La figura 22a muestra la CRF del ritmo de actividad locomotora del acocil 

adulto en condiciones restringidas (Viccon-Pale y Fuentes-Pardo. 1994). La curva 

ha sido modificada al TC usado en este trabajo y muestra una zona de avances en la 

noche subjetiva temprana. el resto del tiempo circadiano presenta variabilidad entre 

zonas de insensibilidad y zonas de retraso. Con l>ase en esta curva y en los 

diferentes TC en que incidían cada uno de los pulsos de luz del FE en los animales 

intactos estudiados. se observó que para luz azul se producía sincronización 

mediante avances en la noche subjetiva tardía y día subjetivo temprano y mediante 

retrasos en el día subjetivo (figura 22b). La incidencia de pulsos de luz roja causó 

un ajuste del rittno nlediante avances en la noche subjetiva temprana y por retrasos 

en la noche subjetiva tardía (figura 22c). Al parecer. los cambios de tase observados 

con luz roja coinciden con las zonas de adelanto y n:traso de la C~ del adulto. 

mientras que los obtenidos con luz azul presentan fundan1entalmente adelantos. Lo 

anterior podría indicar una sensibilidad espectral diferencial para la luz 

monocromática azul. en donde una CRF obtenida sólo con pulsos de esta longitud 

de onda seria diferente a la reportada para el adulto con pulsos de luz blanca; sin 

embargo to anterior requiere de 1nás experimentos con un diseño diferente. 
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Figura 22. 

Cambios de fase del riuno locomotor en el acocil aduho bajo pulsos de luz 
blanca (a). modificado de Viccon-Pale y Fuentes Pardo. 1994. El ajuste al FE con 
luz monocromática en Jos aniinales juveniles sin lesión esta representado en (b) para 
luz azul y en (e) para luz roja. 
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La fase de máxima actividad en el rinno de actividad locomotora durante la 

sincronización al FE en los acociles sin l'"etina.. al igual que en los acociles sin 

lesión .. puede ubicarse en cualquiera de los dos pulsos que forman el FE. Lo anterior 

puede ser consecuencia por una pane de la cercanía de la fase con el pulso de luz y 

por otra parte por el tiempo circadiano que incida sobre ella. Sin embargo. bajo FE 

con luz azul. las fases del l"itnlo presentan menor dispersión que con luz roja 

respecto al pulso de las 19:00 cx.i. p<0.05). lo que parece indicar que la luz azul 

puede lograr un acoplamiento de fase más cercana a la seilal sincronizadora cuando 

sólo hay entrada de luz vía fotorrcceptores extrarretinianos. La inestabilidad de la 

fase en el RALM en los animales adultos sincronizados a un fotoperiodo completo 

también se obsen.ra después de eliminar la retina (Page y Larimer. 1975); por lo que 

esta estructura parece estar involucrada en el mantenintiento de la relación de fase 

con el sincronizador. 

Los fotorreceptores extrarretinianos han sido descritos en una gran variedad de 

invertebrados (Wolke~ 1988. Home y Renninger, t 988; Hanna et al. 1988; 

Pase 1982) y en venebrados (Undel'"Vitood y Groos. 1982; Foster y Menaker. 1993). 

Para el acocil Procamban1s clarkii se han descrito fotorreceptores extrarretinianos 

en el sexto ganglio abdominal (Prosser. 1934; Wilkc::ns. 1988) los cuales pueden 

funcionar como fotorreceptores circadianos. ya que 1nediante su estimulación con 

luz pueden producirse cambios de fase en el ritmo de actividad locomotora así como 

en el de amplitud de electrorretinograma (Bcrnal-,..1on:no et al. 1996; lnclán-Rubio 

y Fuentes-Pardo 1987 ~ Fuentes-Pardo e lnclán-Rubio 1987). Los diversos trabajos 

realizados en el estudio de los mecanismos de sincronización en el acocil indican 

que estos fotorreceptores son capaces de mediar la sincr-onización a un fotoperiodo 

completo en el acocil adulto; sin embargo en el acocil adulto la ablación de los 

conectivos al sexto ganglio abdominal no parece evitar la sincronización (Page y 

Larimer. 1975. 1976). 
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En algunos animales. la falta de retina y el cone de los conectivos al 6° ganglio 

abdominal no evita la sincronización al FE con luz 1nonocromática; mientras que en 

otros acociles no se observa sincronización. Esta variación podría ser debida a grado 

de madurez y ramaño de los animales. ya que su crecimiento puede ser muy 

diferente a pesar de tener la mis1na edad. Se ha repo11ado que las características del 

ritnlo asi como su capacidad de sincronización son 1nás claras conforme awnenta la 

edad de tos acocites (Fanjul et al. 1996). 

Durante el fotoperiodo esqueleto se observa que un componente del rinno 

sincroniza mientras que otro oscila libremente (figura 13 y 14). La capacidad de 

sincronización en estos animales indica que otJ"as vías extrarretinianas estén 

involucradas en este mecanismo. Se ha propuesto que para el acocil adulto. los 

fotorreceptores ex.trmTetinianos en d ganglio sup1·acsofágico pueden mediar la 

sincronización en ausencia de retina y de conectivos al fotorreceptor caudal (Page y 

Larimer. 1976). Los l"esultados obtenidos en este u·abajo concuerdan con estos 

autores. Este tipo de fotorrcccptores han sido descritos detalladamente en el acocil 

australiano Chf!ra."C dcstruc1or. (Sandeman y col 1990). sin embargo no existen 

repones semejantes pa1·a el acocil /'rocan1bar11s ,·/ark11. 

La capacidad de sincronización de un ritmo esta en función a la magnitud de 

los cambios de fase pi-educidos por la luz y en el caso de invertebrados como el 

x.iphosuro Linw/us poliph1!11ws y en el escorpión Androctorus australis. la 

estimulación de diferentes fotorreceptores causa cmnbios de fase de diferente 

magnitud en el ritJno de amplitud del ERG (Home y Renninger. t 988; Hanna et al. 

1988; Fleissner. 1977). En el caso del RAL~t en el acocil P. clarkii. la capacidad de 

sincronización podría estar en función de la cantidad de vías fotorreccptoras 

circadianas. tanto retinianas con10 extTarrctinianas que inciden sobre el rnarcapaso. 

sin embargo se requiere de un disci\o experimental diferente para comprobarlo. 



En animales invertebrados y vertebrados. el sistema circadiano puede ser 

descrito de mejor manee-a si se consideran dos o más osciladores auto sostenidos 

(Pittendrigh. 1960; Moore-Ede et al. 1982). En el caso de los mamiferos. la 

evidencia de los osciladores que controlan el ribno de actividad locomotora se 

observa durante la partición del ritmo ( ... splittingº) el cual se pc-escnta cuando existe 

un cambio en la iluminación de un régimen de luz constante. así como también en 

algunas lesiones del núcleo supraquiasmático (Moore-Ede et al. 1982). En el caso 

del ritmo locomotor del acocil sin retina ni comunicación neural con el sexto 

ganglio abdominal. la presencia de dos gn.ipos de actividad con periodos diferentes~ 

sugiere que la expresión del ritmo es consecuencia de un sistema multioscilatorio 

con desacoplamiento interno. Este fenómeno no se relaciona con el de splitting ya 

que no se observaron estados tneta estables. posiblemente por que el tiempo de 

registro durante FE no fue suficientemente largo para alcanzar a manifestar el 

fenómeno. 

Se ha discutido la ubicación del o los osciladores responsables de ta 

genec-ación del ritmo de actividad locomotora. Por una parte Page y Larimer (1976) 

han propuesto que el marcapaso que controla el RALM se ubica en el ganglio 

cerebroide. Por otra parte Fuentes-Pardo e lnclán-Rubio ( 1981) proponen que el 

ganglio cerebroide no es necesario para la expresión de tos ritmos locomotor y 

ERG. y que esta estrUctura neural solo les permite un acoplamiento de fase. 

Diversos estudios señalan que tanto el ritino ERG co1no el RALM son 

generados y regulados por estructuras de los pedúnculos oculares y el ganglio 

cerebroide (Barrera-Mera. 1976; Larimer y S1nith. 1980). En este trabajo se presenta 

un caso en el que al lesionar el área del protocerebro donde se encuentran 

tenninaciones de axones procedentes de los foto1Tcceptores extrarretinianos 

cerebrales para el acocil Clrcrax (Sandeman y col. 1990) desaparece el RALM y la 
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presencia de ritmos ultradianos durante el FE con luz 111onocromática indica que las 

estructuras responsables de la generación cir-cadiana de Ja actividad se han lesionado 

o bien estructuras intennedias involucradas en su expresión._ pero no así aquellas 

estructuras neurales que son necesarias para la expresión de una actividad 

ultradiana. Sin embargo se requiere más exper-imentos con animales lesionados en la 

región anterior del protocerebro para confirmar esta observación. Un fenómeno 

semejante ha sido descrito por Gekenna et al ( l 990) en el roedor Microlus arva/is<> 

en el que la lesión del Núcleo Supraquias1nático evita la expresión circadiana pero 

no elimina al ritmo ultradiano de actividad locomotora. 

Lo anterior nos lleva a proponer por una pane que el RALM en el acocil 

juvenil. podria ser consecuencia de un sistetna 1núltiple de osciladores acoplados y 

ubicados en el ganglio cerebroide; entre los cuales se encontraría la capacidad de 

generar ritnlos uhradianos. Las estructuras fotoneccptoras. tanto retinianas como 

exttarrctinianas requieren de las estructuras involucradas en el área media 

protocerebral para manifcslar de manera clara la sincronización al fotoperiodo 

esqueleto y que la luz monocromática puede ser un mecanismo que facilite la 

sincronización. sin embargo este es un carnpo que debe explorarse con nuevos 

experimentos. 

Un posible modelo del control circadiano de actividad locomotora en el acocil 

se muestra en la figura 23. y comprende al menos un par de osciladores en el 

ganglio cerebroide (posiblemente ubicados en protocerebro) acoplados entre sí y al 

menos b'es vías de fotorrecepción circadiana. La respuesta locomotora del acocil es 

compleja y diversos factores independientes del oscilador pueden modificar la 

actividad locomotora. Los elementos ncuroendócrinos de los pedúnculos oculares 

pueden afectar directamente la expresión de la locomoción. co1no la respuesta al 

encendido de la luz en un protocolo de fotoperiodo completo (Page y Larimer. 
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1967; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles. 1997). El fororreceptor extrarretiniano 

posiblemente ubicado en prorocerebro podría presentar dos tipos de fotorreceptores 

circadianos con sensibilidad espectral diferencial. Jos cuales influyen en la 

sincronización dependiendo del tipo de luz reciben. Finalmente el fotorreceptor 

caudal puede influir sobre el reflejo de escape mediante fa retracción del picón 

(Wilkens. 1988; Aréchiga y Rodríguez-Sosa. 1997) y cambios de fase mediante 

pulsos de luz unicamentc en el sexto ganglio abdominal (Fuentes-Pardo e lnclán 

Rubio, 1987). 

La luz monocromática de ~ cona y de A larga. pueden ser muy imponantes 

como señales se sincronización si consideramos que estas tienen una f'"uene 

variación durante el amanecer y el atardecer (Nuboe1· el al. 1983: Smith~ 1982), y 

que durante la aurora y el ocaso diversos osciladores con sensibilidad espectral 

diferencial permitan un mecanismo de sincronización así como de plasticidad en los 

cambios de fotoperiodo que suceden a lo largo de las estaciones del año. 
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Modelo de la posible integración de fotorrcccpción circadiana en el rihno de 
actividad locomotora en el acociljuvenil (ver texto). 



VII. CONCLUSIONES 

• El Ribno circadiano de actividad locomotora en acociles juveniles intactos 

puede ser sincronizado mediante fotoperiodo esqueleto con luz 

monocromática de A corta y A. larga. 

• La ausencia de las vías retinianas no evita la sincronización del RALM en 

acociles juveniles. 

• La luz monocromática de A. larga y de A cona no parecen ejercer efectos 

diferenciales en la expresión del RALM co1no sucede en Je ritmo ERG en el 

acociljuvcnil Procambarus clarkii. 

• El RALM en el acociJ juvenil puede ser consecuencia del acoplamiento de 

dos o más osciladores y es posible que entre estos exista dif'erente 

capacidad de respuesta a diferentes tipos de luz. 

• La sincronización mediante Jos fotorrl!ccptores en el ganglio supraesofágico. 

propuestos por Page y Larimer ( 1976) pueden sincronizar solo a un 

componente del ritmo. 

• El ganglio cerebroide y en particular el prolocerebro poslerior parece ser la 

región en donde se integra las vías de control de Ja expresión circadiana de 

actividad locomotora. 
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The currcnt study was ca.rricd out to test thc influcnce of blue and red 
monochromatic light upon the motor activity rhythm of juvenile crayfish as 
well as determine whethcr this cffcct invoJvcs cxtrarctina.l photorcception. 
Two groups of 46 juvenile instars were used: ( 1) intact control animals and 
(2) animals lacking retina and lamina ganglionaris. All animals werc individ
ualty monitorcd .....,ith a motor activity recording system for 30 days. For the 
first 10 days the animals were maintaincd and kcpl in constant darkness (00) 
and then submincd to :?4-h skcleton photoperiod cycles (SP) consisting of 30 
min red or bluc light sign:ils calibrated to the samc irradia.nce (25 'vm-:) 
during the ncxt 10 da)'s. Afterv.·ards. they were left in DO for the last 10 
da)·s of thc cxpcrimem. Activity was quantitatively and qua.litatively ana
lyzed. Results show that all control intact animals synchroniz.ed to bluc or 
red light e>.hibited shift advances or dela)'S. Thesc rcsults indicate that both 
circadian responses to monochromatic light invcstigated in this study are 
mediatcd by extrarctinal photorcceptors. (Chronobiology /n1erna1ional. /4(1). 
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INTRODUCTIOS , 

Light has becn recognized as thc primary entraining agent for circadian rhythms. 
but relativc1y ícw studies have cxamincd the effect of its spectral composi1ion on circa
dian proccsses ( 1 ). In sorne unicel ore:anisms as wcll as invcrtebrates a dct.ailed action 
spcctrum for phasc advances and dc:Ja)·s has becn measured (2-4). In crayfish. the idcn
lity of photorcccptors that transducc light input to thc circadian pacemakcr has not becn 
clucid.:ncd. Sorne authors ha.ve proposed that photoreceptors that entrain thc locomotor 
and clcctrorctinographic (ERG} amplitude rhythms in adult crayfish reside in thc supra
cosophageal ganglion (S) and both rhythms can be cntra.ined by cxtrarctinat pathwa)·s. 
Othcr studies on the dc.,,c1opmcnt of ct""ayfish circadi3n systcm (6-8) have pt'"oposed thc 
existc:ncc of two k..inds of cfrcadian photot""cceptOf'"S participating in the ERG amplitude 
rhythn1 resening. a short and a long v..:i.\.'clength photon:ccptor systcm. that could intcract 
wilh the pacemaker systcm by means of retinal and C'-lran:tinal inputs. This study was 
carried out to ccst the inOucncc of the diffcrcnt wavelcngchs on the synchronization of 
thc motor activity rhythm in juvcnile crayfish as wel1 as to determine whether this effect 
involvcs cxtrarctinal phOlorcception. \\"hcn maintained in 1.:?: 12 LO cyclcs under com
plete photopcriod. crayfish exhibics ma.sk.ing cfíccts on thc activily rhythm. making thc 
synchronization proccss difficult to C\.'aluate (9). Symmctrical skelcton photopc:riods (SP) 
can successfully ent.rain the locomotor activity rhythm of sorne animals in thc same "·ay 
as thc corresponding complete photoperiod. (10). Hc:ncc the motor activity rhythm of 
unrestt""ained. intact. and retina and lamina ganglionaris--dc:prived juvenile crayfish was 
recorded 10 evaluate thefr ability to entrain to monochrom.itic red and blue SP. The 
rcsults show thc crayfish is ablc to synchronizc to red and blue monochromatic SP cvcn 
in lhe abscence of the retina and lamina ganglionaris. 

!\lATERIALS AND l\fETHODS 

Animals and Procedure 

Forty-six young cra)·fish Procambarus clarkii instars. 16-:!0 weeks old. were used. 
Ali wcre born in our laboratory from ficld-collected animals. acc1imatized to Jabora1ory 
conditions. and mated hc:re. Animals were divided into 1wo groups: (1) intact control 
animals and (2) animals ·with retina and lamina ablation. During the experiment ali organ
isms wcrc placed individually in small doublc-compartment aquaria madc of black 
acrylic plastic. One cnd of thc aqua.rium was scaled by glucing a piccc of wax cont.aining 
fish and vegc1ables scrving as food during thc: experiment. One of the compartmcnts was 
a 1unncl simulating a burrow and thc other was a widc: chamber (9). Tempcrature was 
kept constant at 20 ± l ce. Light pulses were provided by an optic fibcr (Dolan-Jenncr 
mod 170.2) placed 15 cm from the chamber and controlled by a programrnable timcr. 
Light intcnsity was adjusted by neutral dcnsi(y filtcrs: monochromatic light was providcd 
by Kodak '\.Vratten narrow band intcrfercncc: filtet""s with peak transmittancc wavelcngths 
of 460 and 640 nm. The intensity of thc stimulus .,, .. ·as calibf'"ated with respect 10 thc 
crayfish position using a Li-Cor quantum-radiometer-photomctc:f'" with a Li-Cor pyrano
mctcr. mod PY-17197. Irradiancc was fixc:d ata va1ue of 25 u•ans m-:_ Ali the cra)·fish 
wcrc placed in light-dark C)"Cles (LD 12: J ::?> from cclosion to the beginning of thc expcr
imcnt. The cxpcrimcnt always sta.rtcd at J 5:00 h. during thc photophasc of ihc cycle. 
Each crnyfish was transfcrred 10 its home cage and placed in complete darkncss during 
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the first 1 O days of thc expcrimenl. From the clcvcnth to twentieth day of the cxperimcnt. 
the crayfish wcre submm.ittcd to a 30 min blue or red light SP simulating a complete LD 
12: 12 photoperiod (lights on at 07:00 and 19;00 h). On the twcntieth day of s1imula1ion. 
thc lights werc tumcd off and thc animals were mantaincd in darkncss (DO) for a rnini
mum of 1 O days. 

Data Recording and Analysis 

Animals wcrc individually monitorcd whh a motor activity recording systcm as 
previously dcscribcd (9). The acti"it)' during thc: 2~·h pcriods was con'\'cntionally dou· 
bled·ploncd as actograms (Tau program. !\1inimitcr Ca .• lnc.). Analysis of the motor 
activity was based en the ocurrcnce of majar bursts of movcmcnt. To define activity 
pcaks. thc lcvcls of locomotor activi1y had to be Jar,ger than the mean ±standard dcvia· 
tion: i.c .• sm::1ll movenients s.uch as from antenae were tihercd out. The motor rhythm of 
crayfish is not very prominent and sometimes nOI present (11). Hcncc. quantitativc statis· 
tical mcthods had to be used 10 dctcnn..inc if a rhythm cxistcd or not ::ind to cstimate its 
parameters. To determine the prcscnce or lack of rhythrrüc pancms objectivcJy. the data 
of 10 consccutivc days wcre plotted in :?0-min bins and analyzcd according to Sokolove 
and Bushcll s ( J :::?) chi-square periodogram at 10-30-h intcrvals. AH animals sho'"- ing 
significant pcriodograms. i.e .• spikcs above a contidencc interval of p <O.O l. wcre con· 
sidcred rhythmic. Period diffcrences bctween free running in prccntrained and pasten· 
traincd condi1ions of the two groups of anirnals wcre tcsted using a nonparamctric Kol· 
mogorov-Smimov test. Thc phase refcrence point far mcasuring the possiblc advanccs 
or dclays induccd by thc light pulses "-35 ei1her the maximal peak of activity (mode) or 
the onsct of activity. Activity time was asccrtained from thc moment when the ampli1ude 
of a cyctc rcachcd 50% of its ma.ximum until it had rcturncd 10 this valuc. Hencc. circa· 
dian lime (CT) J .2 denotes lhc onset of activity. To estímate this phase reference poi ni. 
'-''C calculated thc onsct of activity from thc estimated rhythm in cach 24·h pcriod. This 
v.•as projec1ed to the first rccording day by means of a regrcssion linc cakulatcd by thc 
least-squares mcthod in which thc day in the scqucnce "'·as the independent variable and 
the onsct of activity was thc dcpc:ndent variable. Thc slopc of thc regression Jinc was 
uscd to vcrify thc pcriod vatue (13). To determine the rhy1hm phase undcr LD. thc onsct 
of ac1iviry. occurring rela1ivc to whcther the lights wcre on or off. was chosen as a 
reference point. Average phases for both groups of anirnals under blue or red SP were 
detenn.ined using Rao"s and Rayleigh circular statistic tests for nonrandomness (14). 

Surgery and Histology 

Surg:ical lesions were perfonncd on anima.Is anesthetizcd "''ith ice. Under a dissect· 
ing mkroscope the retina and Jarn..ina gangJionaris of thc eye complex '\.l.'ere bilatera11y 
removed using a raz.or knife. Thc wounds werc sealed with sma11 amounts of melted wax 
and the animal was left 10 rccover befare continuing the expcriment. At the end of the 
expcrimcnt. thc eyestalk w.as dissectcd to verify the surgical lcsion. Afterv.·ards. it was 
fixcd in fonnaldehyde. inc1udcd in pa.raplast. and cut v..ith a mkrotome. SJicc:s "·ere dyed 
with toluidine blue and observcd and photographed using a Nik.kon Labophot 2 lighl 
micrno;;cnoc. 
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RESULTS 

Figure 1 shows the effect of blue light upan thc Jocomotor activity oí two juvenjlc 
crayfish: (a) intact and (b) rctina-ablatcd. a) The actogram and the corrcsponding period
ograms show a clcar unimodal circadian rhylhm that dcpicts a significant pcriod of 24.6 
h (p<0.01) undcr DD. This rhythm changes to a bimodal pattem during lhc cxposurc to 
the blue SP cycle. Thc rhythm synchronyzes to this cyclc throughout a phasc jump 
advancing 2.3 h. changing to a bimodal pancm and shortening 10 t' = 23.8 h. Thc periodo
gra.m depicts a significanr peak at 12 h. This bimodal pattem changes 10 an unimodaJ 
ene during thc last 10 rccording days in darkness. Undcr thcse postentrainmcnt condi
tions. the frec-running rhythm Jengthcns. t' = 24.8 h. b) The actogra.m shows the cffcct 
of btue light on e.he activity of one animal lack.ing retina and lamina gangliona..ris. Thc 
unimodal circadian rhylhm shown by this animal under thc DD condition ('t' = 25. l h) 
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FJQURE J. Locomotor activit)' rhythms or two juvenilc crayfish that werc cach ma.inta.incd in 
DO for 10 days and aftc~·ards cxposcd to blue SP (two 30-min pulses of 460 nm and 25 'W m·2

• 

at 07:00 and 19:00 h). Data are prescnted in the doublc-ploned formal with thc activity of succcsh·e 
days stacked vertically. (a) lm.act crayfish, (b) rctina-ablatcd crayfish. (Lcft) Actogram for 1 O days 
of rccording in DD. SP, and DD again. (Right) Corresponding pcriodosrams for 20-min bins of 
the activity record computed for 10 days undcr each condition. In (a) J 9:00 h pulscd light occurring 
at cr 16 in the lOth day seems to e••okc a phasc advancc. (b) 19:00 h pulsed light occurring at 
CT 22 produces a phase advancc. Regrcssion linc periods are in (a) :?.:l.4 and 23.8 h and in (b) 
25.2 ll!.nd 24 01 h rro;:f'W"'c-tiVf"'lv e;:.,.,.. fr..-1 r,..r F,,P1h,..r ........ b,,..,.,,,¡,...., 
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pcrsists in the SP C)'c1cs aftcr sorne days of apparcnt arrhythmia. Thc rhythm synchro
nizcs to SP after 2 days of apparent lack of rhythmicity advancing 2 h and shortcning 
its pcriod valuc ("t' = 23.9 h). Ouring thc DO postentrainmcnt condition this animal•s 
rhythm sccms to fragment with emcrgence of thrce circadian pcaks and onc significant 
ultradian peak. 

Figure 2 shows t.he effcct of thc red SP cyc\cs on thc activity rhythm of two 
young crayfish: (a) intact and (b) retina-ab\atcd. Figure 2a depictS a dear and statistically 
significant unimoda\ rh)·thm in DO as sho""'Tl in thc corresponding pcriodogram. This 
rhythm secms to synchronize to the red SP cyclcs aftcr S days of transicnts. with a phasc 
dclay of 9.0 h. showing the absolutc peak about 20:00 h and a second peak at thc 07:00 
h \ighLS-oo time. Posteotraiomcnt DO shows thc control phasc and disappcaraocc of the 
lighlS-OO peak. Uoder this conditioo. thc rhythm shortcos ilS pcriod value to 23.5 h. 
During thc 35 days of recording. sorne chang.:s in thc activity lcvel wcre obscrvcd as 
prcviously dcscribed for this rh)·thm during dcvclopmcnt (9). In Figure 2b. the actogram 
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FIGURE 2. Locomotor acuvity record and its associatc periodograms of t""-'O juvcni1c cray
fhh--(a) intact and (b) retin::i-ablatcd-th:it were c"poscd to red SP (two .30-min pulses of 640 nm 
and 25 W m·~). Sote lhc "'lights-en .. peak during thc entr:iinmcn1 condition in lhc intacl crayfish 
is not prcscm in rctina-dcprived crayfish. Note thc rhythm splining as wcll as lhc ch:ingc of thc 
rh)'lhm pcriod va1uc during lhc DO postcntrainmcnt. ln (a) 19:00 h puls.c light occurring at CT 14 
during thc 1 lth day cvokcs a ph::isc dclay. {b) 19:00 h light pulse occurring at CT 13 produces an 
ad,·ancc. Rcgrcssion linc pcriods are in (a) 22.8 and :Z4. l h, and in (b) :S.3 ::ind 23.88 h. n::spcc
tivc\y. Sec tcxt íor dct.ails. 



30 !\lIR.Al"DA-ANAYA AND·FAN.JUL-MOLES 

depicts thc circadian unimodal activity rhythm of a young animal lack.ing retina and 
lamina. This rhythm is ablc to S)'nchronizc to the red SP cyclc by meaos of a phase 
advancc of about 1.83 h and by displaying an unimodal circadian rhythm ('t = 23.9 h.). 
Aftcr-wards. during thc OD postcnu-ainmcnt. this rh)'thm lcnglhcns to -e= 25.2 h. and 
scvcral ultradian bouts emerge; only onc of thcse peaks shows a significant valuc in the 
pcriodogram. 

Bascd on thc rhythmicity critcrion cstablishcd. i.c .• at thc p < 0.01 lcvcl in the 
pcriodogram. 90% {n = 22) of a1t the intact animats shm.,:cd a statistica11y significant 
circadian activity rhythm; 80% (n = 17) of thc animals tacking retina and lamina showed 
a statistically significant circadian rhythm. Thc period of thc rhythm showed great vari
abitity in both intact and retina-ablated animaJs. Generally. two kinds of young crayfish 
wcre found. a group cxhibiting a shortcr 't than 24.0 h and anothcr onc having a longcr 
't of over 2-'.0 h. All animals shou.·cd fre.e-running aclivity rhythms that cntraincd to blue 
or red SP by mea.ns of phasc advanccs or dela)·s. Figure 3 shO'-''S thc mean of thc 
rhythm"s pcriod value in DO. SP. and postentrainmcnt DD conditions in animals with 
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FlOURE 3. Changcs in thc frcc-running rh~·thm pcriod value aftcr rhythm cnt.rainment to bluc 
and red SP in intact and rctina-ablated ju,·cnilc cra:rfish. ~otc all cra)'fish of both intacl and 
dcprived retina groups entrain 10 blue and red SP. Each bar indicates the ª'"erage and lhe '\•cnical 
lincs standard de,·iation. •p <O.OS. See te"'t for explanation. 
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short and long pcriod valucs submined to blue and red SP cycles. In general. intact 
anima1s had a shor1cr period than retina-abla1cd ones ""hen rccordcd under DO prior to 
lhe SP cyclcs. Both groups of animals synchronized equally well to bluc or red SP 
cycJes. Considerable Jcng1hening or shortening of the rhythm pcriod valuc during thc 
pos1cntrainmcnt DO condition can he obscn·ed in both groups of animaJs. Statistical 
tcsting showcd significant diffcrcnces (p <O.OS) bctwcen thc rhythmºs frcc·n.mning pc
riod in intact animals befare and aftcr being subrn..iucd to red and bluc SP. Both groups 
of anímals undcr blue or red light conditions showed no significant diffcrenccs in the 
numbcr of transicnts rcquir"ed 10 S)'nchronizc 10 the blue or red SP. 

The distribu[ion of phases among the animals belonging to both groups. intacl and 
retina-ablated resetting to blue and red SP. is sho,11.;n in Figure 4. Groups 1 and 2 rccordcd 
undcr bJue SP and group 1 recorded under red SP cxhibited resening to the moming and 
evcning pulse. Rao"s test revealed a signitic:mt (p < 0.01) nonrandom bimodal clustcring 
in these groups. Group 2 rccordc:d undcr red SP shows an unimodal resetting 10 the 
cvcning pulse: Rao"s test dcmonstratcd a sta1is1icaJ significant unimodal nonrandom dis
tribution. Raylcigh's 1cs1 indicatcd a nonsignificant unimodal distribution in all thc cases 
(p >O.OS). 

erue (•) 

• --- ... 
'• e U=186.8 

Blue (b) 

--- :i: 

Red (a) 

u ... 259 

Red (b) 

U=2o7 

FJOURE 4. Estimatcd phases of thc activiry rhythm for thc 1wo groups of crayfish recorded 
under b1uc or red SP. Thc times of thc two pulses fonning the SP are indicated by CilJcd arrows. 
Bimodal and unimodal Rao·s 1cs1 and unimodal Raleigh"s test showed p < 0.01 and p >O.OS. rc
spcctivcJy. Scc 1ex1 for expJana1ion. 
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DISCUSSION 

Thcsc results show that the activity rhythm of young P. clarkii can be synchronized 
With skelcton photopcriod rcgimcs simulating a complete photopcriod of LO 12: 12. Thc 
discrctc cntrainmcnt involves abrupt phasc shifts of thc paccmakcr caused by the two 
pulses defining the sk"!lcton photopcriod which aIJows the circadian responses to the 
light. including thc dela y and ad vanee shifts in vol ved in rhythm rcsen..ing. to be observed 
(IS). \\.'ben animals wcrc placed under red or bluc Jight. thc locomotor activiry of intact 
animals cxtübired a birr.odal activit)' rhythm with two pcaks-the shorlcr duration onc 
immediatcly rcscning at the first pulse of light (07:00 h) and thc second Jongcr burst of 
activity occurring near the sccond pulse in the cvcning (Figs. la and 2a). The shoncr 
burst of activity sccms sinUJar to the .. lights-on'' peak that has bccn describcd for adult 
crayfish and '-''hich has becn provcn to be exogenously dri\'en (5, J l, 16). This peak sccms 
clearer whcn recorded undcr red li,Ght, appearing at each cyclc. Whcn thc crayfish is 
recorded undcr bluc light, this first burst of activity waxes and "1.Vancs throughout the 
diffcrcnt recording days (Fig. laJ. Rcmoval of ommatidia and lantina abolishes this peak 
(Figs. lb and 2b) in adult cra)'fish as reponed by sorne authors (11). Thc aforemcntioned 
couJd indicatc the influence of rctinal photoreccprors with a diffcrcntiaJ spectral sensitj\ ... 
ity during devclopment u pon the v.·alking leg acti\'ity responsible for this peak ( 17 ). The 
longcr burst of activity corresponds to the endogcnously dri\'en ••Jights-off"' peak of the 
adult crayfish (18). This longer burst of activity S)'nchronizes to both blue and red mono
chromatic light e\'en in the absencc of retina and lanUna indicating thc presencc of extra
retinal circadian photoreccptors lhat are ablc 10 dctect short and long wavelengths. 

Both in thc int.act and retina-ablated animals. long and short-wavclength monochro
matic light pulses cvokcd phase ad vanees or dclays on the rhythm according to ""hen the 
light occurred during the subjective day or nir;ht of the free-running rhythm. The pha.se
rcsponse curve of thc circadian oscillator controlling the locomotor activity in the rc:
strained adult crayfish sccms to show a type O curve, displaying a la.rge fraction of de1ays 
from 20 to 12 h CT and a peak ad vanee at about CT 17 h ( 19). During thc first day of 
the cntrainmcnt. morning or cvening pulses during the frcc·running rhylhm originatcd 
eithcr a phase ad\'ance or dclay based on the animal s CT (Figs. l and 2). Aftcno\:ards. 
the succcssive phase shifts caused by the t"4o light pulses stabilized the rh)·thm during 
cntrairuncnt as it was proposed elsewhere for other nocturnal animals (15). 

Both in intact and retina-ablatcd animals. no differences in the number of transicnts 
rcquircd to synchronize to t.he LD cycle wcre found; nor were phase relations bctween 
the light pulse and the rhythm phase disturbed. The afore-mentioned findings indicate 
that the synchronization mechanism to light irradiance is extrarctinal. Although synchro
nization pcrsists in anima.Is lack.ing retina and la.m.ina. the leve) of activity increases 
suggcsting that retina and Jaznina could be jnvol\'ed in its regulation. Comparision of the 
frec-running period value of control and experimental animals prcvious to entraining 
witb that calculated in the postcntrainment DD re\'eals aftereffects in 't rcsulting from 
phasc shifts. These aftereffccts are more frequent in the intact groups, suggcsting lhat 
this phenomenon could be associatcd with the retina. The bimodal pattem shown by lhe 
intact and retina-ablated animals under blue light a.s "vell as the intact crayfish under red 
light could indicate bist.ability (10). These groups of animals are able to ex.hibit two 
behavioral pattcrns, sorne young cra)·fish sclecting the first and the others the second 
dark intenta! in which to cxprcss their ma..in activity. This phenomcnon sugg.ests thc need 
to carry out ncw expcriments 10 invcstigate thc strategies used by this nocturnal spccics 
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lo adapt to a changing photopcriod. The rcsults of this study iodicatc that both circadian 
responses to monochromatic light exam..ined hercin are mcdiated by cxtraretinal photorc
ccptors, as has becn proposed for other invertcbrates (20). Further studics must invcsti
gate thc characteristics and location of this photor-eceptor. its influcncc on othcr parame
tcrs of this rhythm, as well as its relation to thc circadian photoreccptors proposcd far 
thc ERG amplitude rhythm during crayfish dcvclopmcnt. 
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