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RESUMEN

Se sabe que el ritmo circddico electrorretinografico
(ERG) del acocil, es susceptible de modificar su frecuencia
natural de oscilacidn {(cambios de fase y periodo) cuando
recibe estimulos de luz wmonocromAtica a nivel fotépico.
Estoa cambios dependen tanto de la longitud de onda (A)
como del momento circAdico de aplicacién del estimulo.
Cuando se aplica luz roja de alta intensidad aobre este
ritmo, se‘obtienen principalmente atrasos de fase y aumentos
en el nivel de oscilacion. El objetivo del presente trabajo
fué determinar la capacidad sincronizadora de la luz roja al
aplicar pulsos tniicos de baja intensidad sobre el ritmo
circadico ERG. Para ello utilizamos 80 acociles fragambarus
bouvieri adultos y de ambos sexos, los cuales se trabajaron
en forma individual vy en condiciones constantes de
temperatura e iluminacién. El ERG se obtuvo implantando un
electrodo a través de 1la cornea que captdé la respuesta de
los fotorreceptores retinianos a destellos de 400 lux de
intengidad y 20 ms de duracién. Los estimulos unicos de luz
roja (632 nm), fueron aplicados en la fase eatable del ritmo
ERG, durante las 24 horas circddicas (hc) del ciclo. Se
utilizé una intensidad de 100 lux y 15 minutos de duracién,
El anAlisis de los resultados consistid en medir los cambios
de fase (adelanto o atraso) asi como las propiedades del

ritmo provocados después de aplicada la perturbacién. Con



estos datos se construyé la curva de respuesta de fase
estable (CRFe) y la curva de respuesta de fase transitoria
(CRFt), graficando la magnitud de los cambios de face en
funcién de la hec de aplicacién del pulso. Nuestros
resultados muestran que la luz roja de baja intensidad
provoca cambiocs en todos los pardmetros del ritmo, los
cuales estan relacionados, con el momento circAddico en que
el astimulo se aplica. En general se observa que el periodo
ge acortd cuando se presentd yn adelanto de Ffase y los
atrasos de fase provocaron alargamiento del periodo. Se
observa también que en la mayoria de las horas exploradas
aumentd la duracién de la actividad del ciclo. La CRFe
obtenida muestra un comportamiento bimodal continuo con
momentos de transicién de fase situados a las 15.5 y entre
las 19-20 hc. La CRFt muestra también un comportamianto
bimodal continuo. Estos resultados muestran efectos propios
de la capacidad sincronizadora del eatimulo y sugieren que
@l cambio que provoca la luz roja sobre el ritmo circAdico
ERG, modifica. én forma importante a los osciladores
responsables de esta oscilacion y repercuten en los

mecanismos adaptativos del acocil a su medio ambiente.



'"INTRODUCCION

La periodicidad de muchos fenbtsenos naturales fue un
dencubrimiento importante para el hombre primitivo. Mas
tarde pudo identificarse como esta periodicidad no ase

limitaba  al mundo exterior, sino que incluia eventos

fisiolégicos ritmicos. Los fendmenos autosostenidos y
representativos han sido 1llamados ritmos, ciclos u
oacilaciones.

El estudio sistemAtico de 1los ritmos biolégicos sme
realiza a través de la cronobiologia, que en la actualidad
ha analizado, medido e identificado los wecanismos de una
gran cantidad de ritmos biolégicos en todos los seres vivos,
estableciendo que los diferentes ritmos revelan una
programacién temporal de las actividades wmetabdlicas,
nerviosas, endécrinas, etc., Qque se producen en el seno de
un organismo. Los QAxilos y minimos de las diversas
actividades ritmicas, estan organizados c¢on base en el
tiempo. Por ejemplo en la especie humana algunas destrezas,
(memoria, atencién o actividad motora), 1la actividad
cardiovascular o pulmonar, la fuerza muscular etc. presentan
una fase maAxima (acrofase) localizada hacia la mitad de una
jornada diurna, en tanto que otras variables tienen su

acrofase msituada a la mitad de la noche como es el caso del



nimero de linfocitos en sangre y de la concentracién de la
hormona adrenocorticotropa producida por la hipéfisis
(Reinberg, 1982). Esta organizacion temporal de las
variables biologicas del hombre le permite enfrentarse a sus
necesidades biolégicas en un espacio temporal adecuado,
proporcionando ademads un marco predictivo de fenémenos. Por
lo tanto esta nociétn de la organizacién temporal tiene no

solo.importancia tedrica, sino también practica.

Sin importar que tan simple o complejo sea el organismo
en el que se presenten y que funcidn afecten, los ritmos
circadicos tienen siempre las miémas propiedades generales
que se pueden resumir asi: en primer lugar son enddgenos. En
la materia viva existe un mecanismo,que independientemente
del nictdmero exterior,. es capaz de generar su propla sefial
de tiempo, 8in embargo el periodo de estos ritmoas difiere
del valor de la sefial geofisica que 1le dio origen, en este
caso la rotacién de la tierra; de ahi que se hable de ritmos
circadicos o circadianos ("de duracién cercana a un dia"
Halberg, 1959). Si los sgistemas biolédgicos se aislan de este
cambio ambiental, persisten en ellos una actividad
periddica, poniéndose de manifiesto 1la "frecuencia natural

de oscilacién del sistesa” (Aschoff, 1967) con el cual se
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hace evidente un desfasamiento en relacién al nictamero

<

externo.

Otra caracteristica de los sistemas circddicos es la
referida a la estrecha relacion que guardan con 1la
intensidad de 1la luz que reciben. Se ha confirmado que la
frecuencia natural de oscilacidn, en distintos organisaos
varia de manera lineal con el logaritmo de 1la intenaidad
luminosa (Johnson, 1939; Aschoff, 1960; Sulzman y cols.
1979), el cambio de 1la velocidad del ritmo depende de la
fase que este tenga cuando reciban diferentes cantidades de

luz.

Existe un tercer parametro isportante para estudiar los
ritmos biolégicos: el nivel de actividad que tiene la
oscilacién. La pendiente entre el punto de inicio y fin de
la oscilacién puede dar una idea de cual es este valor. En
la mayoria de 1los organismos estudiados, el nivel de
actividad, el valor del periodo y 11la relaciéon o« /g o
relacién actividad/reposo (a/r) estdAn estrechamente ligados
y el cambio en uno de ellos repercute sobre los otros dos.
Cuando los organismos diurnos reciben md&s 1luz, aumenta la
frecuencia, la relacién a/r y el nivel de actividad, en
tanto que los nocturnos reducen los tres parametros citados
en la situacioén experimental. La generalizacién de estos
hechos se conoce con el nombre de '"regla circaddica de

Aschoff*” (Aschoff, 1960)}. Otra cualidad de estos ritmos es

- 5=



que su frecuencia es “independiente de la temperatura
asbiental"”, expresidn propuesta por BUnning (1967) y que se
r;flere al hecho de que los sistemas circAdicos no modifican
el valor de su periodo ante cambios bruscos de temperatura
ambiental. Se sabe que Qg es igual a 1.0 esto es, el
cociente que resulta de dividir el valor de la frecuencia de
oscilacién (1/) a una temperatura dada, sobre el obtenido
de otra diez veces menor es igual a la unidad. Tal vez el
acocil Procambarus boyvierj posee un mecanismo compensador
de 1a temperatura. Al cambilar la temperatura de 20°C a 12°C,
y de 12°C a 20°C, se observan modificaciones importantes en
la amplitud del ritmo circadico motor,pero no hay cambios en
la frecuencia del ritmo (Fuentes-Pardo e InclAn-Rubio,
19B81). Aunque el mecanismo involucrado no este claro, parece
evidente que la temperatura no afecta en forma importante el
periodo circaAdico, siempre y cuando el cambio térmice se
apliqua en la forma estable del ritmo y los intervalos
tengan una duracidén tal que no pueda ser interpretada como
seflales periddicas (Pittendyigh y Caldarola, 1973.) Otra
caracteristica que presentan los ritmos circadicos es su
dependencia de 1la historia previa al momento del registro.
Un ritmo circaddico que expresa su frecuencia de oscilacién
libre en condiciones constantes puede estar influenciado
durante mAs de 100 dias por la situacién ambiental a la que
estuvo previamente sujeto; eata condicién se conoce con el
nombre de posefecto (Pittendrigh, 1960)., Otra propledad se

refiere a que la ritmicidad circadica es innata y



hereditaria. Cuando un organismo se somete a condiciones
ambientales constantes, desde los primeros dias de su
desarrollo se puede comprobar que este hecho no interfiere
con la condicién de su frecuencia natural de oscilacion, lo
que permite proponer que el organismo tiene una periodicidad
innata. El periodo de un ritmo circAdico no se asimila ni se

imprime en el organismo por medioc de estimulos ambientales.

Otras caracteristicas de 1los ritmos circAdicos que
pueden incluirse y que se han establecido con base a sélidas
préposiciones experimentales son las siguientes: los ritmos
circAdicos son ubicuos en 1los sistemas vivos; son muy
precisos, ya que en un gran ndmero de casos persisten con un
grado de variabilidad temporal insignificante; mantienen
estable la amplitud, la fase y 1la duracion de su'periodo

ante un buen numero de estimulos quimicos.

Una caracteristica también muy importante de los ritmos
circaddicos, es que son susceptibles de 8er afectados por
influencias ambientales. La capacidad que wuestran los
ritmos circAdicos para adelantar o atrasar su fase, después
de haber sufrido_una perturbacién, asi como la modificacion
de su frecuencia natural de oscilacién, que suele aparecer
después de la aplicacién de algun factor periodico externo,
Be conoce como ‘sincronizacidn de los ritmos circadicos”.La
capacidad de sincronizacién de un ritmo circadico nos

permite entender con mayor claridad de que manera los
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sjitemas bioldgicos pueden estar en fase con seflales

geofisicas de diversa indole.

1.2 Frecuencia natural de oscilacién y. aincranizacién.

Pittendrigh (1960) establecidé que la sincronizacién con
estinulos de diferentes caracteristicas puede dar comno
resultado diferencias en 108 valores del periodo circadico
(t). Este autor propuso dos tipos de efectos sobre el
periodo, posteriores al estimulo: a) es influido por 1la
relacidn luz-oscuridad (fotoperiodo) del esatimulo
sincronizante; b) el periodo circddico es afectado por el
periodo del estimulo. Se han propuesto que hay otros efectos
posteriores al estimulo sincronizante (Aschoff, 1979;
Pittendrigh y Daan, 1976¢c), si é&ste se interpone entre dos
ciclos circAdicos o si se aplica un estimulo uUnico gse puede
provocar el cambio de fase, siendo frecuente que un adelante
en la fase dé como resultado un acortamiento del periodo, en
tanto que un atraso provoca un aumento del mismo. Otros
autores han propuesto otro efecto sobre el periodo posterior
a la aplicacién del estimulo; cuando se alteran estados de
iluminacion con diferentes intensidades se provoca un
acortamiento de 1los periodos circadicos registrados después

del cambio (Menaker, y col.,1978; Aschoff, 1978).



1.3 Curva de respuesta de fase (CRE)L

Cuando un estimulo dnico se aplica sobre un ritmo
circddico, puede o no provocar un cambio de fase, y si éste
se produce, su magnitud y direcclon dependeran del momento
circadico del ciclo afectado por la perturbacion asi como de

las caracteristicas del estimulo,

Mediante una curva de respuesta de fase (CRF), se puede
analizar en forma sencilla, 1los efectos provocados por un
estimulo Bpico sobre el sistema circadico. La CRF se
clagifica a su vez en dog tipos: a) curva de respuesta de
fase estable (CRFe) y, b) la curva de respuesta de . fase
transitoria (CRFt) vy cada una proporciona una informacién
especifica y complementaria sobre la capacidad sincronizante
del estimulo. La CRFe se construye al graficar los cambios
de fase (A@ |} provocados sobre el sistema circAdico como
funcion de la hora circadica (hc) en la que se aplicaron. La
CRFt se construye al graficar el valor de la fase del ciclo,
al dia siguiente de aplicado el estimulo en funcidn de la he
de aplicacién. Una hc corre de las 0 a 1las 24 horas y mide
un ciclo completo de la sensibilidad de un organismo. Para
determinar la he, el periodo de un cicle se ajusta a una
duracidén de 24 horas. La hc=0 es el punto del ciclo en el
cual la actividad excede el 50% de la amplitud del ciclo; la
hc=24 ocurre un ciclo completo después. Los estimulos deben

aplicarse a diferentes horas circadicas, cuando el ciclo se
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encuentra en su estado estable. Los efectos que esto provoca
se deben evaluar cuatro ciclos después de aplicada 1la
perturbacidn, ya que después de este tiempo es muy probable
que el sistema haya recuperado el estado estable, gue suele
desaparecer despudés de 1la aplicacién del estimulo. La
proyeccién unidisencional de la CRF indica el grado de
sincronizacion de un organismo (Enright, 1965), S1 se
analizan las curvas que resultan se puede apreciar la
depandencia que existe entre la oscilacidn forzada y el
estimulo asi{ como el momento circddico en el que los cambios

externos dejan de producir efectos en el sistema.

El ritmo circAdico electrorretinografico (ERG) en el
acocil posee la capacidad de ser sincronizado mediante
seflales luminosas "énicas aplicadas en forma directa sobre

los oJjos (Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1987).

1.4 _E) sigtema visual del acocil

El ojo compuesto del acocil es 1la porcién mas distal
del tallo ocular y muestra un contorno casi hemisférico. El
tallo ocular es una estructura de forma cilindrica, con un
ligero aplanamiento dorsoventral que en su parte proximal
se encuentra en unién de forma articulada a la cabeza del
acocil. En sSu mayor parte esta cubiertec por una cuticula

engrosada con sales de calcio, que en la porcién mas
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anterior da lugar a la cdrnea (Parker, 1895). En un corte
longitudinal del tallo ocular se puede ocbmervar que ademAs
del ojo compuesto hay cuatro masas ganglionares claramente
distingibles. De 1la retina hacia el extremo proximal se
encuentran: la lAmina ganglionar, la wmédula externa (en
donde se 1localiza el organc X}, la médula interna y una
buena parte del nervio Optico (Waterman, 1961) (Fig. 1B). En
general hay poca diferencia intergenérica en la morfologla
del tallo ocular dentro del grupc de los llamados acociles
(Waterman y cols., 1982} por lo que los datos pertenecen a
varios generos como Astacus, Pacifastaus, Procambarus, sin
haber distincién entre uno u otro. El nombre de oje
compuesto eh 1o artréopodos se debe a que estd formado por
varias unidades denominadas omatidios cuyo numero es de 2000
& 3000, vy que se repite en forma regular constituyendo la

unidad funcional del ojo (N¥asel, 1976).

El omatidio es una estructura alargada constituida por
cinco tipos celulares. La porciotn ma&s superior de cada
omatidio la ocupa la coérnea. El conjunto de cérneas da un
aspecto facetado en el exterior que es caracteristico del
ojo compuesto. Cada cdrnea es secretada por cuatro células
cornedgenas translocidas, unidas en su base a los conos
cristalinos, que son estructuras cilindricas que se
extienden desde 1la c¢érnea hasta la retina. El1 aparato
dioprrice cuenta también con un cono cristaline que corre a

le largo del omatidio deade la cérnea hasta los



fotorreceptores y esta formado por cuatro células proximales
(Waterman, 1961). Por debajo de los conos cristalinos se
encuentran de 7 a 8 células retinulares que forman los
fotorreceptores. La octava célula retinular o R8 gze
encuentra mAs diferenciada que las otras (Waterman, 1961) y
forna un pequefioc rabdomo separado con microvellosidades
horizontales aituadas distalmente al omatidio
(Waterman,1977; Hafner y Tokarski, 1978). Las otras 7
células retinulares (también llamadas R1 a R7) forman la
porcidn proximal del rabdome y se pueden dividir en dos
subgrupos con base en la orientacién de sug
microvellosidades. R1, R2, R5 Yy R6 estan orientadas
verticalmente mientras R3, R4 y R7 presentan un arreglo
horizontal. La célula R1 tienen un tamafio equivalente al
doble de 1las otras. Aunque no hay una explicacidén para esta
diferencia, es probable que esta célula actte como un
elemento organizador en el desarrollo del omatidic (Eguchi,
196S) .Se ha propuesto que las dos direcciones que tienen las
microvellosidades en el rabdomo implican un mecanismo para
analizar el vector de la 1luz polarizada (Waterman vy
FernAndez, 1970).En la membrana del rabdomo se encuentra el
pigmento fotosensible (Wald, 1968; Fernandez y Nicker 1976) .
En este sitio es donde, por efecto de la luz, la rodopsina
se tranzforma en metarrodopsina la cual presenta
fluorescencia intrinseca. No hay intermediarios o bien si
lom hay son poco estables y la capacidad para cambiar de

metarrodopsina a rodopsina varia de acuerdo con la longitud
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de onda que estimule al ojo (Cronin y Goldsmith, 1984} .ElL
rabdoma estA constituide por expansiones tubulares
retinulares (Eguchi y Waterman, 1966). Quimicamente estd
formado por dos capas de lipidos y de proteinas, recibe al
Apice del cono cristalino y se extiende proximalmente hasta
alcanzar la membrana basal. Junto con el pigmento
fotosensible en 1la retina hay otros tres pigsentom gqgue
pertenecen a estructuras pararreceptoras, que no participan
en el proceso de fototransduccioh. pero que si modulan la
sensibilidad de la 1luz. Estos pigmentos son: -el de
reflexidén, situado en 1la membrana basal y formado por
cristales de guanidina. Este pigmento en en acocil estd
fijo, a diferencia de otros dos pigmentos, uno dentreo de las
células retinulares llamado pigmento proximal y otro dentro
de c&lulas que corren a lo largo de los conos cristalinos,
llamado pigmento distal. ambos pigmentos son de color oscuro
¥ se han catalogado del tipo omocromo (Struwe Yy cols.,
1975}, El pigmento distal ¥ Proximal ocupa diferentes
posicioneé segln la intensidad de la iluminacién. Si esta es
intensa el pigmento distal migra desde 1a cornea hasta la
base de 1los conos cristalinos, y el proximal, desde 1la
merbrana basal hasta la zona nuclear de las células
retinulares blindando practicamente al omatidio. St 1la
intensidad luminosa disminuye, ambos pigmentos se retraen,
el distal hacia la cérnea y el proximal por debajo de la

membrana basal {figura 1lA}.
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FIGURA_1A. Diagrama de un omatidio de acocil presentando la
posicidn de los pigmentos de proteccién en los estados de
adaptacidén a 1la oscuridad (0:0) (izquierda) v adaptacioén a
la luz (L:L} (derecha). Fc: faceta corneal; Cc: cono
cristalino; Pd: pigmento distal; Tc: tracto cristalino: Ocr:
octava célula retinular; Pr:pigmento retinular: Pa:
pigmenta accesorio (tomada de Kong y Goldalith, 19773 .
FIGURA_1B, Esquema de un corte longitudinal del tallo ocular
del acocil FProcambarus en el que se gsefialan los principales
componentes R: retina: LaG: lamina ganglionar; ME: m&dula
externa; MI: médula interna; MT: médula terminal; NO; nervio
dptico; OX: organc X. La 2zona sombreada representa las
regiones en las que se localizan los cuerpos célulares

{tomada de Inclan-Rubio 198B).



La transmision de informacién visual hacia zonas
centrales de integraci6n se lleva a cabo por axones que
viajan deade 1ls médula terminal hacia el lébulo éptico del
ganglio supraesofAgico o cerebroide, agrupadas en el llamado
nervio 6ptico;: en esta estructura ademds de las fibras
visuales hay otra variedad de axones, que van a los mdsculos

que mueven el tallo ocular. En el acocil FProgasbarus se han

descrito 46 fibras visuales (Wiersma y Yamaguchi 1966) de
las aproximadamente 17000 fibras que constituyen el nervio
dptice (Nunnemacher vy cols.,1962). Entre 1las fibras que
responden exclusivamente a estimulos visuales encontramos:
{1} fibras de "accién gsostenida” que ge activan al iluminar
el ojo;: (2) fibras que se activan espontAneamente en la
oscuridad y que mon inhibidas por 1luz; (3) fibram que
detactan un movimiento rdpido de aproximacidn; {(4) fibras
que se activan con la aplicacidén de 1luz monocromatica
(Wiersma y Yamaguchi, 1967; Trevific y Larimer, 1970;
Woocdckok y Goldsmmith, 1970). Ademds de los axones sensitivos
y motores, se han identificado en el nervio ¢ptice fibras de
tipo mecretor, que terminan tantc en los diferentes gangliocs
como en 1a glandula sinusal, la cual esta conectada con el
organo X por una serie de axcnes. Esta glandula regula, en
el acocil funciones tan diversas como 1la migracién de los
pigmentos retinianos accesorios y de los cromatéforos
tegumentarios (Smith, 1948; Shilbey, 1968), el control de 1la
actividad motora y de la glucemia, adewds de otras

actividades metabdlicas (Rleinholz., 1966; .Brown, 19611}.
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1.5 Ritmo circAdice electrorretinografice en. el acocil.

En 1969, Aréchiga y Wiersma implantaron aicroelectrodos
en diferentes elementos de 1la via visual del acocil
Procanbarus clarkii y demostraron la existencia de cambiocs
periddicos en la amplitud del electrorretinograma (ERG) y de
la frecuencia de descarga de las interneuronas que integran
la informacién sobre la intensidad luminosa. E1 ERG en el
acogll tiene dos componentes HI y HIXI. El HI es generado por
las células retinulares en tanto que el HII depende de la
duracién del estimulo (Naka vy Kuwabara, 1959). Los cambios
en la amplitud evidenciaron una mayor sensibilidad a la luz
durante'la noche que durante el dia. Aflos mas tarde,
Arachiga ¥y «cols. (1974), caracterizaron las propiedades del
ERG en el acocil frocambarus clarkii y cosprobaron que los
cambios de 1la amplitud del ERG correspondian a un ritmo
circadico represetativo de un animal nocturno, con un
periodo cuya duracidn depende de la cantidad de luz recibida
por el acocil. En este mismo crustéceo se observd que si se
lesionaba el ganglio cerebroide la amplitud de la oscilacién
del ritmo circAdico ERG disminuia aunque no desaparecia
{Barrera-tera, 1976). La persistencia del ritmo circadico
ERG en tallos oculares se interpretd como que la actividad
periddica es influida pero no depende de la integridad del

gigtema nerviose {SAnchez y Fuentes-Pardo, 1977). Los
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autores sdlo observaron algunas diferencias en el ritmo
circAdico ERG del ojo aislado con relacién al ERG con
animales integros; finalmente Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio
{1981}, encontraron que la respuesta eléctrica ERG en el
acocil Procambarus bouviersy, tiene caracteristicas
circAdicas propias de un organismo nqcturno y su amplitud es
capaz de ser modulada por los fotorreceptoras caudales del
sexto ganglio abdominal (InclAn-Rubjio y Fuentes-Pardo,

1987) .

El pigmento visual que se localiza en el rabdomo de los
ojos compuestos de los crusticeos, se denomina rodopsina
cuando su croméforo es el 11-cis retinal. Algunos crustaceos
poseen también un pigmento visual porfiropsina con el
croméfore 3-dehidroretinal. Este ultimo pigmento absorbe luz
de longitudes de onda mAs largas que la rodopsina. El acocil
Procambarus clarkif posee un sistema visual a base de
rodopsina-porfiropsina (Suzuki y cols., 1984) y la produccién
de la porfiropsina con respecto a la cantidad total varia de

acuerdo con la estaciodn del afio en que se determine.

El estudio de 1la sensibilidad espectral en los
crustidceos permite entender algunas pautas adaptativas. Una

de las técnicas mas empleadas para el mencionado estudio es
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el ERG (Wald, 1968; Goldsmith, 1986). Al comparar las
caracteristicas de sensibilidad espectral en cuatro especies
de crustAceos, Goldsmith y Fernandez (1968), encontraron en

la respuesta valores situados entre 300 y 600 na.

Wald (1962, 1963) ancontrd evidencias en los ojox dal
Procasbarus de la existencia de mas de un pigmento visual.
Trabajos posteriores a este han demostrado la presencia de
pignentos fotosensibles con variaciones en la absorcion de

la longitud de onda. (Fujimoto y cols. 1966; Wald 1967).

En los rabdomos aislados del acocil se realizarén
determinaciones microespectrofotométricas, y se observd una
banda de absorcién ancha con un pico de 525-530 nm (Fujimoto
v cola., 1966; Waterman, FernAndez y Goldsmith 1969) y una
metarrodopsina con una longitud de onda mAxima cercana a 515

nm {(Goldemith, 1972).

En el ojo del acocil Procambarus las células
retinulares muestran respuestas a longitudes de onda, que
varian en cuanto a espectro de absorcion, con los cambios de

las estaciones del afio., {(Nosaki 1969; Goldsaith, 1977).

La presencia de dos grupos de fotorreceptores, con
diferente sensibilidad espectral también se ha sugeridc en
el acocil de acuerdo con los resultados obtenidos al hacer

curvas de sensibilidad espectral para cuatrc neuronas de

-18-



accién sostenida del nervio optico de Precambarus clarkid.
Después de la adaptacidén a la oscuridad, la longitud de onda
nAxima fue de 570-575 nm; la adaptacién a la 1luz roja
suprime la senzsibilidad de 1los fotorreceptores al color
verde-amarillo, altera el patrén de descarga de las neuronas
Yy pone al descubiertc una respuesta para una longitud de
onda maxima de 445 nm. Estos datos sugieren que lae fibras
de accioén sostenida pueden llevar informacién compatible con
la visién en color (Trevifio y Larimer, 1970; Woodcock vy
Goldsmith, 1970). En el cuadro 1 se describen las
caracteristicas de sensibilidad espectral en cinco especies

de crusticeos.

1.7 Sincronizacidp por luz penecromatica

Son muchos los antecedentes conocidos en relacién al
papel sincronizador de la 1luz blanca, pero es muy poco lo
que se sabe acerca del papel aincronizador de la luz
monocromadtica. Gordon ¥y Brown {1971) determinaron 1la
sensibilidad espectral para cambios de fase del ritmo
circAdico de la temperatura corporal en el ratén fgrognathus
penscillatus y Mc Guire y cols. en 1973, realizaron el mismo
estudio en ratas. Hope y Bhatnagar (1979) realizaron
estudios electrorretinograficos en cuatro eapecies de
murciélagos, determinando las caracteristicas espectrales de

los fotorreceptores visuales; conociendo estos datos Joshi y
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CRUSTACBO
(nombre vulgar)

SENSIBILIDAD
MAXIMA

Lnm)

OBSERVACIONES

Porcellio scaber
Cochinilla

Callinectes sapidus
(Jz1iba comén

515
(+)

503
(+)

Poseen sistema visual mono-
cromético y su valor de sen
sibilidad espectral no se
modifica por adaptacidn a la
luz roja.

Palaemotes paludosus
Cangrejo)

550 ~ 555
(+)

Con adaptacidn a la luz ro-
Ja-emarilla se descubre una
respuesta al UV con una sen
sibilidad max. de 380 mm.Sss
muy probable que los pigmen
tos de 550-555 y de 380 nm
esten loczlizados en dife-
rentes células receptoras.

Orconectes virilis
Acocil

565 - 570
(+)i(++)

Con adaptacién a 1a,luz ro-
ja intensidad de estimulo
cercana al umbral del regis
tro BRG (50 v), aparece un
segundo pico de sensibili-~
dad entre los 425 y 435 am.
(+44)

Procambarus clarkii

Acocil

570 -600
(4444)

Con adantacién a la luz ro-
ja se sencuentra un pico de
sensibilidad en 435~440nm.y
con adaptacifn a la luz
azul la sensibilidad m&xima
es 575 nm.

(+)a= Goldsmith y Pernéndez, 1968.
{++).-Iennedy y Bruno, 1961; Kong y Goldsmith 1977.

(+44) .- ¥ald, 1968.

(+44+4) .= Pujimoto y cols. 1966

CUADRQ 1. Caracteristicas de sensibilidad espectral en algunos

crustaceos. Los datos reportados de estas investigaciones fueron

obtenidos por técnicas de registros electrofisiolégicos.




Chandrashekaran (1985) realizaron un andlisis cuidadoso de
la sensibilidad espectral de los fotorreceptores
responsables del cambio de fase del ritmo circAdico de
actividad motora de vuelo en el murciélago Hipeposideres
speeris ¥ encontraron que estos cambios dependen de 1la
longitud de onda utilizada, responsabilizando a la luz verde
(520 nm) de los adelantos y a la luz violeta (430 nm) de los
atrasos., Con base en estos resultados, los autores
postularon la existencia de cuando menos dos clases de
fotorreceptores en 1la retina de estos vertebrados, que
probablemente actlan como osciladores mutuamente acoplados y
sean capaces de sincronizar al ritmo circAdico de 1la
actividad en estos animales. Mote vy Black {1981)
demostraron, en la cucaracha Pegrriplaneta amgricana la
interaccién entre el sistema visual dicromAtico (al color
verde y al ultraviocleta) del ojo compuesto y el sistema
circadico de actividad motora. Encontraron que el mecanismo
de sincronizacién de este Gltimo ritmo, esta dominado por el
grupo de receptores sensibles a longitudes de onda larga
(verde) y que el "reloj"” en el ojo es extraordinariamente
sensible a estos estimulos, ya que s8olo un flujo de §
fotones por ojo, es suficlente para sincronizar esta
actividad. Sin embargo el papel que desempefia la 1luz
monocromatica como s8sincronizador de 1los ritmos circaAdicos
cuando se aplica en forma periédica ame conoce poco. Rntill
(1976), observd que el inicio de la actividad de vuelo en

pajaros diurnos, depende del cambio de color y de 1la
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intensidad del régimen aplicado; encuentra que la variacién
diaria durante el verano en el color del cielo polar Artico
es capaz de sincronizar este ritmo circadico. Nuboer ¥y cols.
(1983) estudiaron el inicio y el final de 1la actividad
circddica locomotora del conejo Bilvestre y observaron su
relacidén con los cambios en la {intensidad y en 1la

composicidn espectral del régimen luminoso empleado.

En estudios recientes realizados en el acocil
Procambarus bouvieri se observd que al aplicar 1luz
monocromAtica en forma continua sobre el ritmo circAddico ERG
de eata especie, se provocaban cambiogs en la velocidad
angular del ritmo circAdico dependiendo del contenido
espectral utilizado. (Herrera-Ledn e 1Inclan-Rubio, 1988).
También se postuld que 1la luz monocromatica puede actuar
como sefial sincronizadora del ritmo circddico ERG del acocil
debido a que al aplicar pulsos dnicos de luz monocromatica a
nivel fotdpico (SO0 lux durante 50 min.), se obtienen curvas
de respuesta de fase que dependen de la longitud de onda que
se utilice. En este caso, la 1luz verde (565 nm) y la luz
azul (465 nm) provocaron adelantos, en tanto que la luz
roja, provocd atrasos. Con base en los resultados anteriores
se sugirid la existencia de cuando menos dos clases de
fotorreceptores funcionales capaces de ser sincronizados por

luz monocromatica ( InclAn-Rubio 1988).
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. 0_FUNDAMENTO DE LA _HIPOTESIS

La organizacién tesporal de muchas variables bioldgicas’

en los organismos esta determinada por los ritmos
circaddicos. La sincronizacién establece 1la posibilidad de
que un ritmo nodifiqué su frecuencia natural de oscilacién
cuando recibe un estimulo externo potencialmente afectivo.
La capacidad de un estimulo sincronizante depende tanto de
las propiedades del estimulo como de 1la capacidad de
respuesta del sistema circadico ante la sefial. Una
caracteristica de los sistemas circaddicos se refiere a la
estrecha relacion que guardan con la intensidad de luz que
reciben. En los fotorreceptores del ojo compuesto del acocil
83 ha identificado un ritmo circadico en la amplitud de la
respuesta eléctrica & la luz (ERG). Este ritmo circadico es
susceptible de adelantar o atrasar sSu fase mediante 1la
aplicacién de estimulos 8nicos de luz blanca, asl como de
ser sincronizado por la aplicacién de estimulos
fotoperiédicos. Por otra parte, en este mismo sistema
visual, se han identificado dos funciones de sensibilidad
espectral: una para el color verde (570 nm} detectada en
condiciones de adaptacién a 1la oscuridad y otra para el
color violeta (440 nm) que s86lo es evidente bajo adaptacioén
a la 1luz roja. Se sabe ademds, que el sistema visual en el
acocil {rodopsina-porfiropsina) permite absorciones

espectrales de longitudes de onda mayores a 600 nm. Trabajos
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previos han démoatrado la posibilidad que tiene 1la luz
monocromAtica de provocar cambios de fase sgsobre el ritmo
‘circadico ERG cuando se aplica en diferentes momentos del
ciclo. Las caracteristicas del ritmo dependen de la longitud

de onda utilizada.
23 HIPOTESIS.

Si el sistema circadico electforretinogréfico es capaz
de ser alterado por estimulos de luz roja. la aplicacién de
estimulos Unjicos de 632 nm de baja intenmidad. provocara
cambios de fase, alteraciones en la relacion a/r,
modificaciones en 1la amplitud y cambios de periodo, que

dependeraAn del momento de aplicacion del estimulo.

Si la aplicacién de 1luz roja estd involucrande al
pigmento porfiropsina, 1las modificaciones que se produzcan
sobre las caracteristicas del ritmo dependerdn de 1la

intensjidad y de la duracién del estimulo.
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2.20BJETINVOS

Para someter a prueba las hipdtesis propuestas. el

trabajo experimental contempld los siguientes objetivos:

1)Conocer los efectos que provoQue la aplicaciéon de luz
roja (632 nm) de baja intensidad sobre las caracteristicas
de la oscilacién circAdica electrorretinografica en el

acocil.

2)Evaluar mediante la construccién de la curva de
respuesta de fase estable, la magnitud y direccién de los
cambios de fase provocados por la aplicacién de luz roja de

baja intensidad.

3) Evaluar mediante 1la curva de respuesta de fase
transitoria si 1la 1instalacién del Area de los atrasos

antecede a la de lom adelantos, o visceversa.

=25



A0MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 80 acociles de la especie Procambarus
bouvieri adultos, de ambos sexos con un peso aproximado de
18 » 26 g y un tamafio de 7 + 2 cm (n.s. 0.028%) (figura 2).
Kstos invertebrados fueron traidos de arroyos de Zamora
Michoacsn, donde se encuentran en condiciones de vida libre,
Antes de los experimentos, los acociles se mantuvieron en
tinas con agua gsecmetida a aereacién, alimentadndolos dos
veces por semana-con zanahorias y un componente proteinico
(lombricea o higado de pollo) recibiendo un régimen de 12
horas de luz (de 1las 6:30 a las 18:30) y 12 horas de

oscuridad (de las 18:30 a las 6:30).

Durante la fase experimental, se trabaid cada animal en
forma individual colocandolo dentro de un sistema regulador
de temperatura que la mantuvo en 19 + 1 ®c (n.e. 0.025) y en
oscuridad constante. Los acociles se mantuvieron inméviles
al nivel del cefalotérax, sumergidos parcialmente en agua,
mantenida en condiclones de aereacién durante todo el tiempo

que durd el experimento.

A cada acocil, baje las condiciones antes descritaa, se
le implanté un electrodo de acero de 1 a 5 micras de
diametro a través de 13 cérnea (figura 3). El electrodo

captd la respuesta de los fotorreceptores retinianos a los
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IGURA 2. Esta fotagrafia muestra el tamafio de un acocil

I, (ORTMAN). El tamafio promedio de 1la

especie adulta utilizada es de 7+ 2 cm (n.s. 0.025).
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-EIGURA_3.

En esta fotografia se ilustra la forma en que se

colocd el electrode sobre el ojo del acocil.



deatellos de 1luz blanca enviados cada 30 minutos por un
fotoestimﬁlador (Grass PS 22) con una intensidad de 400 lux
y. 20 microsegundos de duracién el cual estaba conectado a un
quimégrafo. La actividad eléctrica captada en estas
condiciones fue transmitida a un preamplificador 7171 y de
ahi a un amplificador 7070 de un fisiégrafo Narco 4B para
obtener un registro grafico durante todo el tiempo que durd
el experimento' (no menos de 10 dias). La luz monocromatica
se aplicé a través de un sistema de iluminacidén de 1luz
blanca (American Optical mod. 650) provisto de un filtrp
Wratten (Kodak 89 B) para eliminar la radiacién infrarroja
(figura 4). A su vez a este asistema se le acopld un filtro
de luz roja (632.8 nm). Los estimulos de luz roja fueron de
100 lux de intensidad y 15 minutos de duracién aplicados al
cuarto dia de registro, es decir una vez que el registro del
ritmo circAdico ERG presenta caracteristicas bien definidas.
El estimulo se aplico a las horas circadicas
1,4,7,10,11,12,14,15,16,17,19,20, 22 y 23, con el fin de
explorar el ciclo a 1lo largo de las 24 horas. Se aplicé un
pulso unico de luz blanca en las mismas condiciones , con el
objeto de conocer las caracterisatjcas de la oscilacién ERG y
compararlas con las obtenidas con la luz roja. El intervalo
entre el apagado y el encendido del estimulo se controlé
utilizando un marcador de tiempo automatico (Intermatic,
mod. T101). La intensidad luminosa se calibré con una

aparato Li-cor, Inc. {(mod. L1-185B,Q/R/F).
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PREAMPLIFICADOR QUIMOGAAFO

FOTOESTIMULADOR
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FISIOORAFO

ELECTRODD

REFMIGERADOR

FIGURA 4. Eaquema del dispositivo utilizado en nuestroa
experisentoa. E1 electrodo capta la respuesta de los
fotorreceptores retinianos a destellos de luz blanca
enviados cada 30 minutos por el fotoestimulador. La
actividad eléctrica captada en eatas condicicnes se registra
graficamente en un fisidgrafo. La aplicacién de luz roja se

hizo pediante un jiluminador con acoplamiento de filtros,

-
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Los resultados de estos experimentos se analizaron
midiendo cada 30 minutos, el valor total del componente HI
del ERG, de acuerdo con lo propuesto por Naka y Kuuwabara
(1859}. Los valores obtenidos se graficaron en funcién del
tiempo, Estas graficas mostraron cambios en 1la amplitud
total de 1la respuesta lo cual permitid establecer el valor
de: 1) el periodo (medido de valle a valle en cada
oscilacioén); 2) 1la relacién actividad/reposo (a/r) medida
tomando como punto de referencia el 50% de ls amplitud de la
oscilacidén y trazando una recta hasta €l punto de la
siguiente oscilacién que representa el 50% de su amplitud y
considerando el punto en que cambia el sentido de 1a
oacilacién dentro de un mismo ciclo); 3) el nivel de
oscilacién (medido como la pendiente de una recta trazada
del punto de inicio de una oscilacién al punto de inicio de
la siguiente); 4) el valor de la amplitud relativa {(que se
obtiene dividiendo el valor mas alto de la amplitud de la
oscilacién ERG entre su valor mas bajo). En cada caso se
hicieron las pruebas estadisticas necesarias para conocer 1la
significancia de los resultados, antes y después de aplicado

el estimulo.

La segunda parte del‘ andlisis de resultados consistid
en medir los cambio de fase (adelantos Ag+ o atrasos ag-)
cuatro dias después de aplicado el estimulo. Con estos
valores se construyd la curva de respuesta de fase estable

CRFe (que relaciona el cambio de fase provocade por el
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estimulo en funcion de 1la hc de aplicado el pulso) vy la
curva de respuesta de fase transitoria CRFt (que se
construye graficando el valor de la fase del ciclo, al dia
- siguiente de aplicado el estiaulo en funcidn de 1la hc de
aplicacién). Una ve; construida 1la 1la CRFe se calculd el

Area bajo 1a curva de los atrasos y de los adelantos, para

expresar con la relacion atrasos/adelantos el tipo de cambio

predominante.
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4.1 Tiempo de duracion del estimulo

La duracién del estimulo sincronizante fue 1a minima
necesaria para provocar un cambio de fase (adelanto o
a;raso), sobre la oscilacién circadica
electrorretinografica. En 1la figura S5 se presenta una
grafica del cambio de fase ( Aﬂ ) como funciaén bde la
duracisn del estinulo con 100 lux de intensidad y aplicado
en la hc 6. En experimentos previos, se encontrd que es en
este momento del ciclo, cuando se producen los cambios de
fase de mayor magnitud, aunque gse utilizaron paraAmetros de
eztimulacién diferentes (500 lux (1x) y SO min.). (Inclan-
Rubjo 1988). Como se puede observar en la grafica, 1la
duracién minima que debe tener el estimulo para provocar una

respuesta es de 15 minutos.
4.2 _Influencia de la_luz_blanca sobre el ritmo_circddico ERG

En la figura 6 'se presenta un registro del ritmo
circadico ERG obtenide en condiciones constantes de
ogecuridad y temperatura. La fase de ascenso y descenso de la
amplitud total de la respuesta ponen de manifiesto un ritmo

circAddico caracteristico de un animal nocturno, presentando
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FIGURA S Grafica que muestra el cambic de fase como funcién
de la duracidén y 1la intensidad del estimulo, aplicado a la
hc 6 del ritmo ci;cAdico ERG, wutilizando tres diferentes
longitudes de onda. La duracién minima que debe tener un
estimulo de 1luz roja para provocar un atraso de fase es de

15 minutos a 100 lux (].x).'
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FIGURA_ 6 Registro que muestra un ritmo circaddico ERG
obtenido en condiciones constantesn de oscuridad Y
temperatura. La fase de ascenso y descenso ponen de
manifiesto un ritmo circAdico caracteristico de un animal
nocturno con un pericdo de 24 horas ¥ una relacién a/r de
2.92. Lu‘ flecha (’ )} marca el momento de aplicacién del
estimulo (hc 24) de 1luz blanca (S00 1x, SO min.) lo que
provoca un (Ag-) de 2 h. (atraso). Laz barras (1) marcan la

fase esperada y el tridngulo (A ) la fase obtenida.



un periodo de 24 h, un valor de relacién a/r de 2.92, una
amplitud relativa de 3.69 y un nivel de oscilacidén estable.
Todos estos parametros se obtuvieron antes de aplicado un
estimulo Wnjico de 1luz blanca. a la hc 24, provocando un
(Ag -) de 2 h. El valor del periods no se modificé, pero el
valor de la relacién a/r disminuyé a 2.61 y el de 1la
amplitud relativa cambio a 3.6; no se presentaron cambios en

~] nivel de oscilacion.

4.3 Propiedades de_la luz_ roja

Los estimulos aplicados con luz roja provocaron cambios
en la frecuencia natural de oscilacién del ritmo circadico
ERG. En el cuadro 2 =se muestran el valor de los cambios
provocados por la aplicacién de luz roja sobre el pericdo,
la relacién a/r, el nivel de oscilacién y la amplitud
relativa a las diferentes hc en que se aplicaron los

estimulos.

4.4_Efecto de la luyz roja sobre el periodo

Para esta especie de acociles estudiadoe se encontrd un
periodo promedio de 24.7 h (8=0.95). El periodo fue nmedido
en la fase estable del ritmo tanto antes como después de

aplicado el estimulo y de esta manera se obtuve el valor del
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HORA CAMBIC EN CAMBIO BN CAMBIO EN NIVEL DB
EL PERIODOJLA RELACION jLA AMPLITUD} OSCILACION
CIRCADICA (hrs.) § a/r (hrs.) RELATIVA (m)

1 + 2.5 + 0,20 + 10,9 -

4 ~ 1,0 + 0,37 - 0.8 - 0.05

7 + 0.5 + 0,60 + 0.3 - 0.03
10 + 0,5 + 0.44 - 0,2 = 0,03
11 + 0.5 + 0,30 o -

12 + 0.5 + 0,22 4+ 0,2 -

14 - 1.0 - 0.28 - 1.7 - 0,11
15 + 0.5 + 0,20 + 1,9 - 0,05
16 (4] + 0.60 + 0.4 0,13
17 ~ 1.0 - 0,60 - 3.4 - 0,05
138 - 1.0 + 0,30 4+ 0,6 0,06
20 + 2.0 + 0,20 - 0.9 - 0.07
22 + 1.0 - 0,20 + 1,1 0,08
23 * 2.5 - 0,21 + 3.5 - 0,04
CUADRG 2, Resumen de los efectos provocados por la luz

roja, sobre el ritmo circddico ERG. Los cambios son me-

didos al cuarto df2 de aplicado el estimulo. (m= pendien

te).



cambio en el periodo ( AT ). La grAfica de la figura 7
muestra un registro representativo de un cambio en el
periodo (alargamiento) cuando se estimula el ritmo circadico
ERG con 1luz roja a la hc 23. También se presentaron
alargamientos en el periodo cuando la luz roja se aplico a
las he: 1,7,10,31,12,15 20 y 23, encontrAndose que el
alargamiento wmaAs importante se produjo cuando el estimulo se
aplicb a la1 y 23 hc.{ 2.5 h); por otra parte, la
disminucién en el periodo se observé al aplicar el emtimulo
en la hc 4, 14, 17 y 19 presentiAndose en todos estos casos
una disminucién de 1.0 hora. Sélo cuando el pulso fue
aplicado a 1las 16 hc no se observé casbio en el valor del

periodo.

4.5 Efecto de la Juz_roja sobre la relacion_actividad-reposo

Un ejemplo del efecto que provocd la luz roja sobre la
relacién a/r se ilustra en la figura 8. Esta propiedad
resulto ser modificada a cualquier hc en que se aplicod el
estimulo. Un aumento en 1la duracidén de la actividad con
relacién al reposoc {aumento en la relacién a/r)} fue aparente
tanto en el dia comoe en la noche subjetiva. (hec
1,4,7,10,11,12,15, 16,19,20). La disminucion en la relacion
a/r , es decir un aumento en la duracién de la fase de

reposo con relacién a la de actividad, se presentd cuando

los estimulos fueron aplicados durante algunos momentos de

=38=



2 00 12 00 12.00

200
HORS DFL DA

FIGURA.Z. En eata grafica se muestra el efecto que provoca
la apliceacién de un estimulo Wnico de luz roja sobre el

periodo (¥ ) y la fase del ritmo. La flecha {§) indica el

momento de aplicacién del estimulo a 1la he 23, 1lo que

provocd un aumento en el periodo de 24 a 26.5 h y un { B¢~}

de 7.0 h. (| ):fase esperada; (M }fase obtenida.



EIGURA_B. En eata grafica se ilustra el efecto que provoca
la aplicacién de un estimulo unico de luz roja () en la
relacién a/r (& /0 ) y 1la fase del ritmo ERG. El estipulo
fué aplicado a la hc 4 provocando un aumento en la relacién
a/r de 1.55 a 1.80 a expensas de un aumento en la fase de

actividad y un (AP-) de 3 horas.



la noche subjetiva (14, 17 y 23 hc)., Estos resultados se

encuentran resumidos en el cuadro 2.

4.6 _Efecto de la luz roja acbre el nivel de_oscilacién

El nivel de oscilacien es otra propiedad del ritmo que
se modificd por la aplicacién ge estimulos breves de luz
roja. Los aumentos en el nivel de oscilacién se presenkaron
cuando el estimulo se aplicd en algunas horas de la noche
subjetiva (hc 15,16,19 y 22) en tanto que 1la disminucién
ocurrié cuando el estimulo se aplicd en todas las hc
exploradas en el dia subjetivo y en algunas hc de la noche
asubjetiva (he 1,4,7,10,11,14,17,20 y 23). En la hc 12 el
estimulo no provocd ningln cambio en este parametro. En la
figura 9 se muestra un registro representativo de las
modificaciones en el nivel de oscilacidn provocado después

de aplicar un estimulo de luz roja en la hc=14.

4.7 Efecto de la luz roja sobre la amplitud relativa

En la figura 10 se nuestra un registro con un gran
cambio en la amplitud relativa del ritmo circddico ERG
cuando la 1luz roja se aplica a la hc 1. Los aumentos en la
amplitud relativa se observaron con estimulos aplicados a la

he 1,7,12,15,16,19,22 y 23, siendo el cambio mas
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FIGURA_9. En esta grafica se mnuestra una disminucioén (-
0..113) en el nivel de oscilacién del ritmo circadico ERG
provocado por la aplicacién de un estimulo dnico de luz roja
{$) a las 14 hc, encontrandose un ( Ag( - ) de 2 horas.

{ ) }fase esperada, (A):fase obtenida.
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' FIGURA__10, En esta grifica se ilustra claramante una
disminucién en la amplitud relativa (10.9 } del ritmo
circAdico ERG provocado por la aplicacién de un estimulo

tnico de luz roja a 1a hc 1.



representativo el observado a 1la hc 1 (10.9 ). En relacién
con la disminucion de la amplitud relativa, esta se presentd
al aplicar la luz roja a las 4,10,14,17 y 20 hc. Los cambios
observados en este parAmetro fueron discretos (cuadro 2). A

la hc 11 no se presentd ninguna modificacién.

4.8 Curva de reapuesta de fase (CRF})

En la- figura 11 se observa las caracteristicas de la
CRFe para pulsos de luz roja de baja intensidad. Como puede
notarse esta curva presenta un comportamiento bimodal. Todos
loe estimulos de luz roja fueron capaces de provocar un
cambio de fagse cuya magnitud y sentido dependié del momento
en- el que fueron aplicados. Los atrasos (At) se presentaron
de las 0 a las 15.5 y de las 20 a las 24 hc., esto es,
durante todo el dia subjetivo y la ségunda mitad de la noche
subjetiva. Los adelantos (Ad) se manifestaron cuando la luz
roja se aplict de 1las 15.5 a las 19 hc. La zona de
transicién de fase (2ona de la CRFe con una pendiente igual
o cercana a 1 ) se ubicé entre las 19 y 20 hc. Basandonos en
estos resultados se calcularon los valores del area bajo la
curva de los At (86.47%) y de los Ad (13.53%) con una
relacién At/Ad de 6.39, es decir, un marcado predominio para

el drea de los atrasos.
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FIGURA 11. En esta grafica se muestra la curva de respuesta
de fase estable (CRFe) obtenida al graficar la magnitud de
los cambios de fase provocados sobre el ritmo circadicc ERG
al aplicar estimulos unicos de luz roja en diferentes hc. La
grafica muestra un comportamiento bimodal con un marcado

predominio del area de los atrasos (Relacién At/Ad= 6.39).
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En el cuadro 3 se enlistan los cambios de fase
obcenidos tantc en el ciclo transitorio como en el estable
del ritmec circAdico en funcidn de 1la hc en que fué aplicado
el estimulo.La figura 7 muestra un ejemplo de como se mide
el cambio de fase en la fase estable.

Cabe hacer notar ta-bxe; que los resultados muestran
que siempre que el estimulo provocd un aumento en el periodo
también se provocéd un cambio de fase negativo o atraso

. {cuadro 4).

Por otra parte en 1la figura 12 se presentan las
caracteristicas de la CRFt obtenida al graficar el cambio de
la fase original (la que tiene el ritmo ERG antes de
aplicado el estimulo) como funcién de‘la fase nueva (la que
presenta el ritmo ERG un ciclo después de aplicado el
estimulo). En esta grAfica se observa un comportamiento
bimodal,.donde a las 14,15 y 16 hc no se produjo cambio de
fage transitorio y que en la hc 10,11 y 12 los cambios de
fase transitorios fueron positivos, lo que nos muestra que
los atrasos se instalan antes que los adelantosz de fase,

cuando los estimulos se aplican en estas hc
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HORA CAMBIO DB CAMBIO DB
FASE ESTABLE { FASE TRANSITORIO
CIRCADICA | (A¢ )(hrs.) (ag ) (nrs.)

1 - 6.5 -~ 1.0
4 - 3.0 - 0.5
7 - 5.0 - 1.5

10 - 5.0 - 0.5

11 - 3,0 + 0.8

12 - 4,5 + 3,2

14 - 2.0 0

15 - 1.5 )

16 + 1.0 [}

17 + 2.5 + 2,0

19 +10.0 -~ 2.0

20 -10.0 ~ 1.0

22 - 5.0 + 1,0

23 -~ 7.0 -~ 0.5

CUADRQ 3. Magnitud de los cambios de fase en el estado
egtable y transitoric del ritmo ERG provocados por 1la

luz roja.



HORA CAMBIO CAMBIO DE
EL PERIODO [FASE ESTABLE
CIRCADICA (hrs.) (ag ) (hrs.)
1 + 2,5 ~ 6.5
7 + 0.5 - 5.0
10 + 0.5 ~ 5.0
11 + 0.5 - 3.0
12 + 0.5 - 4.5
15 + 0.5 - 1.5
20 + 2.0 -10.0
22 + 1.0 = 5.0
23 + 2,5 = 7.0
L - 0.5 - 3.0
14 - 1.0 - 2,0
17 - 1,0 + 2.5
19 - 1.0 +10,0
16 o + 1,0

CUADRO 4. Relacién entre los cambios en el periodo y 1la

fase provocados por la luz roja a diferentes hc,.
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Los cambios en intensidad y longitud de onda de la luz
ambiental son doa parimetros importantes en la
sincronizacién de 1los ritmos circédicos. La imposicioén de
los ciclos de luz artificial con diferentes duracionas en la
fage luz-oscuridad y en la aplicacidn de pulsos luminosos
Ynicos en diferentes momentos del ciclo, s=son las asejores
Herramiéntas para el andlisis de las propiedades de los

ritmos circaddicos.

En 1985 Joshi y Chandrashekaran investigaron éi efecto
que se provoca por los estimulos de luz monocrosatica cuando
se aplican sgobre el ritmo circadico de vuelo del murcié¢lago
Hipposideros speoris variando 1la intensidad y duracién.
Ellos encontraron cambios de fase que variaban tanto en
sentido como en magnitud y eatos cambios dependian tantc de
la longitud de onda (430, 480, 530, 580 y 630 nm) como de la
duracidn del pulso (15 win. y 2.77 hi. Estos autores
observaron que ei sentido de los cambios de fase no depende
de la hc de aplicacién del pulso ya que a las 2,4,12 y 18 hc
los estimulos de 430 y 480 nm provocan atrasos (Af -) en
tanto que para 530 y 580 nm se observan adelantos de fase
(A¢ +). Los estimulos de 630 nm no provocaron ninguna

modificacién.
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En el afio de 1988, Inclan-Rubio realizé diversas
pruebas con el objeto de determinar 1la intensidad y la
duracion minima necesarias para provocar un cambio de fase
sobre el ritmo circAdico ERG aplicando luz monocromatica con
diferentes longitudes de onda. La 1luz verde (565 nm)
requirié 25 1x de intensidad durante 15 minutos para
provocar un cambio de fase (adelantc) en tanto que la luz
roja (632 nm) dabié aplicarse 15 minutos pero a una
intensidad mayor (100 1lx} para que el ritmo tuviera un
cambio de fase (atraso)., La luz azul (465 nm) requirid de
una mayor duracién (20 min.)(Fig.S). Con estos datos se pudo
establecer una curva cambio de faese-duracién del estimulo.
para cada 1longitud de onda probada y en nuestro caso poder

trabajar con estlimulos umbrales.

Existe un grupo de artrépodos, los insectosa, en donde
el espectro de gensibilidad viaual esta nuy bien
caracterizado: varios insectos poseen las caracteristicas
morfolégicas para actuar como un sistema visual dicromatico,
come se infieren en los registros electrorretinograficos de
células retinulares que muestran la presencia de pigmentos
con diferente sensibilidad espectral, un ejemplo estd
descrito en la libélula ({Horridge, 1969) que muestra dos
tipos de receptores: uno sensible a longitudes de onda
corta, y otro, a largas. Estos dos receptores configuran
para la libélula un espacio cromatico bidimensicnal

(Mazokhin~Porshyakov, 1969).
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En 1971 Eguchi sugirid una correlacién entre la
actividad cromatica de 1las celulas retinulares de la
libélula y s8u morfologia caracteristica. La existencla de
sintemas bicromdticos se ha descrito tanbién en moscas
(Mazokhin~Porshnyakov; 1960 a vy b, Goldsmith 1965) :
cucarachas (Mote vy Goldamith, 1870); langosta (Bennett y
cols., 1967); mosca de la carne (lLanger y Thonell,f 1966) y
camar&in (Bruckmorser, 1968). La forma mds completa de vision
es la tricromdtica exhibida por los primates. Aqui el
espacic cromdtico resulta de la combinacién de tres
componentea que le imparten tres dimenaiones proporcionando
mayores pogibilidades de diferenciacién. Las abejas
{mielifaras y el abajorro} son los Unicos insectos en loa
que se ha deacrito la visidn tricromatica. La confirmacién
inequivoca de este hecho se tuvo en 1964 cuando se realizéd
al registro eléctrico del potencial de receptor de células
individuales (Autrum y Von 2Zwelhl,1964) encontrando tres
clases de receptores con gensibilidad maxima al verde, azul

vy ultravioleta.

En loe crusticeos decdpodos se tenfa 1la idea de 1la
existencia de un sistema visual dicromdtico evaluando las
funcionea de gensibilidad empectral a través de la respuesta
ERG (Wald 1968: Goldamith y Ferndndez 1968). Los resultados
moatraron dos picos de sensibilidad espectral: uno

correspondiente al amarillo-verde (575 nm) y otro cercano al



azul (440 nm), no fue sino hasta 1984 cuande Suzuki y cols.

demostraron que el ojo compuesto del acocil Progc:
clarkii posela porfiropsina, pigmento visual capaz de
absorber longitudes de onda sayores a 600 nm. La
porfiropaina es un pigmento visual que tiene al ii-cis-3-
dehidroretinal como cromdforo y cuya concentracién en el ojo
varia con relacién a la temperatura y a las condiciones de
iluminacién; el 3-dehidroretinal desaparece rapidamente
cuando el ojo se expone a 25 °C en condiciones constanteas de
iluminacién, sin embargo cuando es sometido a 10 °C retiene
altas proporciones del cromdforo independientemente de los
eatados de iluminacioén ({(Suzuki y cols. 1985, 1688).
BasAndonos en estos resultados nosotros elegimos como
condiciones ambientales previas al erperimento un
fotoperiodo 12:12 vy temperaturas menores a 20 °C (13 a 19
C).lLos paradmetos experimentales de oscuridad constante y
temperatura de 19 31 °C (n.s.=0.025) nos pernitieron
congiderar que el 3-dehidroretinal en el ojo del acocil

estaba presente.

En el afio de 13888 Fanjul y cols. estudiaron 1la
sensibilidad espectral del sistema visual del acocil durante
lag primeras semanas de desarrollo, obgervando éue se
presentaba mayor sensibilidad a 1longitudes de onda corta
{ultravioleta y azul) que a las longitudes de onda largas
(verde y rojo). Sin embargo cuando el acocil alcanza la edad

adulta ocurre 1lo contrario. Estos cambios de sensaibilidad
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visual los atibuyen tanto a modificaciones en el niutepn
diéptrico como a los pigesentos retinianos accesorios. Si
bien todos estos resultados apuntan hacia un sistema visual
tricromsdtico presente en el acocil, el efecto que tiene la
aplicacién de 1luz roja sobre el sistema circadico ERG ha

gsido poco eatudiado.

En el primer grupo de experimentos realizados por

nosotros para deterainar si este gistema estd afectado por
la luz roja de baja intensidad, aplicamos estimulos tnicos
de 632 nm y observamos los cambios presentados en el fitmo;
aunque también aplicamos estimulos de luz blanca. Cuando
aplicamos estimulos WYnicos de 1luz blanca a un sistema
circaAdico como €l ERG no se observan cambios en el periodo y

los cambics en el nivel de cscilacién, la relacién a/r y la

amplitud relativa no son significativos, si estos parametros. '

se miden en la fase estable del ritmo (cuarto dia despué:, :ia
aplicado el esatimulo). Cuando realizamos estas maniobras
pero ahora aplicando luz roja, observamos cambios en todos
los parAmetros del ritmo. Con relacién al periodo podemos
notar que éste se acortdé cuando se presentd un adelanto de
fase (hc 17, 19) y los atrasos de fase provocaron (con
excepcién de la hc 4 y 14) un alargamiento del periodo,
(cuadro 4). Estos mismos efectos sobre las modificaciones en
el periodo, con relacidn a los cambios de fase, hablan sido

observados anteriormente como efectos propios de la
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capacidad sincronizadora del eatimulo. (Aschoff 1979;

Pittendrigh y Daan, 1976 a).

Con relacién al nivel de oscilacién, observamoa que
siempre que aplicamos estimulos en la noche subjetiva, las
medificaciones en eata propiedad fueron tanto de aumentos

" como de disminuciones, sgin embargo, siempre que los
estimulos fueron aplicados en el dia subjetivo se provocéd

una disainucién en el nivel de oscilacién.

Para el caso de 1la relacién a/r, observamos que en la
mayoria de -las hc exploradas (con excepcidn de la 14, 22 y
23) se provocd un aumento en el valor de este parametro, es
decir, aumenté la duracién de la actividad en cada ciclo. El
desconocimiento de los procesos generadores del ritmo
circAdico impide que se expliquen los hechos anteriormente
descritos, msin embargo con relacién a estudios realizados en
esta especie pero con otras condiciones de iluminacién
{Fuentes-Pardo vy Ramos-Carbajal 1983; Inclan-Rubio y
Fuentes-Pardo 1987; Inclan-Rubio 1988) observamos que los
cambios en la frecuencia natural de oscilacién estan
relacionados con el tipo de energla y el momento circadico

en que son expuestos.

En vista de que una gran cantidad de mnecanismos
responsables de 1la generacién y manutencién de los ritmos

circAdicos no se conocen solo podemos limitarnos a observar
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algunas caracteristicas y propledades consideradas propias
del '‘marcapaso” responsable: 1) El periodo del ritmo en
oscilacidn libre en condiciones de estado estable es
necesariamente idéntico al del marcapaso que maneja el ritmo
¥Y: 2) La curv; de respuesta de fase obtenida para
perturbaciones dnicas, que refleja los cambios en el estado
estable del ritmo, permite observar la relacidn entre el

ritmo "manejado™ y el aarcapaso.

L; curva de respuesta de fase refleja el estado de los
oscilladores que manejan el ritmo circadico ERG (Enright,
1965). Es importante conocer de que manera se establecen
relaciones apropiadas en un sistema de osciladores multiples
ya que es de este acoplamiento de lo que dependerdn las
caracteristicas de un ritmo circadico. La existencia de
sistemas de osciladores maltiples que participan en el
control de 1los ritmos circAdicos han sido propuestos en
vertebrados (Takahashi y Menaker 1982; Boulos y Morin, 1985}
y en invertebraddos (Chandrashekaran y cols. 1973;
Christensen y - Lewis, 1982). En el acocil el ritmo circadico
ERG ha sido bien caracterizado (Arechiga y cols. 1974) y ha
quedado claro que ciertos parametros como el periodo, 1la
amplitud, y la fase del ritamo involucran 1a participacién de
diferentes grupos de osciladores. Se ha observado que 1la
reseccién del ganglio cerebroide provoca un aumento en el
periodo, en la relacion a/r y en el nivel de actividad. Este

efecto puede explicarse por 1la supresién de algun factor
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periddico que se sintetiza y se libera en este ganglio
(Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981). Cuando el ERG se
registra en una preparacién Iin vitre de un o0jo compuesto
seccionado se ven cambios en el periocdo y la fase, aungue
persisten las caracteristicas en la amplitud ERG propias de
un sistema nocturno; ademds, la oscilacién principal muestra
oscilaciones infradianas (de minutos de duracion)
superispuestas en ella, lo que se ha interpretado como la

expresién del desacoplamiento de oscilacores.

Fuenteas-Pardo y Ramos-carbajal (1983) obtuvieron la
CRFe para estimulos de luz blanca (200 1lx, 15 min.) sobre el
ritmo circAdico ERG en el acocil Procamtarys beuviers: la
CRFe resultante' es unimodal y presenta las siguientes
generalidades:

a) El dia subjetivo (0-12 hc) se caracteriza por
presentar mayor sensibilidad a la luz en tanto que en la
noche subjetiva (12-24 hc) la sensibilidad es menor.

b) Los atrasos de fase se presentaron cuando los
estimulos de 1luz blanca se aplicaron al final de la noche
subjetiva y en la primera mitad del dia subjetivo.

¢) Los adelantos de fase se originan cuando los
estimulos son aplicados en la segunda mitad del dla
subjetivo.

d) La zopa de transicién de fase se localiza a las S

he .
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e) Hay predominio de la zona de adelantos (Ad) sobre

la zona de atrasos (At) (relacién At/Ad =0.635).

El analisis de nuestros }egistros, obtenidos -durante
varios dlas en condiciones constantes de oscuridad vy
temperatura, pone de manifieato un ritmo circAddico ERG con
un periodo cercano a las 24 h (%X=24.7) hasta antes de
aplicado el estimulo (fig.6) con una actividad en la
respuesta ERG maxima al anochecer y cambios en algunos
parametros del ritmo {(amplitud, periodo, relacién a/r vy
nivel de oscllacién) asociados con las condiciones de
experimentacién, tal y como se habla reportado anteriormente
{Arechiga y Fuentes 1970; Page y Larimer 1975; Fuentes-Pardo

e Inclan-Rubio 1981).

Los camblos de fase provocados en los diferentes
momentos circaAdicos permitieron consiruir la CRFe (Aschoff,
196S; DeCoursey, 1960). Acerca de la CRFe obtenida por
estimulos breves de luz roja de baja intensidad se puede
generalizar lo siguiente:

a) Presenta un comportamiento bimodal con dos zonas de
transicidn de fase: una comprendida entre las 15-16 hc y
otra entre las 19-20 hc.

b) Todos los estimulos aplicados en el dia subjetivo se

caracterizan por provocar atrasos de fase.



c)Los estimulos aplicados en la noche subjetiva
presentan cambios de fase en ambos sentidos. Al principio y
al final se presentan los atrasos de fase y en la 2zona
intermedia se manifiestan los adelantos de fase.

d) El Area de los atrasos (At) de fase es predominante
(86.47 Z) y me presenta de las 0-15.5 y 20-24 hc.

e) El 4rea de los adelantos (Ad) se presenta en una
proporcién menor (13.53 %) y queda comprendida de las 15.5 a

las 19 hc. La relacién At/Ad es de €.39.

En 1988 1Inclan-Rubio obtuvo la CRFe para el ritmo
circAdico ERG en el ojo compuesto del acocil para estimulos
de luz roja de alta intensidad (500 1lx, SO min.). La curva
resultante es de tipo bimodal «con una zona de transicién de
fase situada a las 12 hc, otra a las 15.5 hc y con un valor
en la relacidn At/Ad de 4.33 (fig. 13). En esta curva
también observamos que todos los estimulos aplicados en el
dia subjetivo se caracterizan por provocar atrasos de fase.
A su vez otros autores (De Coursey 1961; Pittendrigh and
Daan 1976b; Nuboer y cols.,1983) han reportado que los
egstimulos de diferente contenido espectral aplicados sobre
el ritmo circddico de actividad locomotora en ciertos
mamiferos nocturnos provocan atrasos en el comienzo del
proximo dia.

Cuando comparamos la CRFe obtenida para estimulos de
luz rolja de alta intensidad con nuestros resultados

observamos que estos Bltimos provocan en el ritmo una CRF
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FIGURA_13. Curva de respuesta de fase estable (CRFe)obtenida
al aplicar pulsos de luz roja de alta intensidad (500 1x, SO
mirutos) en diferentes momentos del ritmo circadico ERG. El
ATrea de los atrasos es mayor que la de los adelantos
(relacién At/Ad= 4.33) estos se provocan tanto en el dia

como en la noche subjetiva. (tomada de Inclan-Rubio 1988).
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bimodal con un predominio marcado por el Area de 1los
atrasos. Sin embargo existen ciertas discrepancias como gon
los momentos de transicién de fase {12 y 15.5 hc para alta
intensidad; 15.5 y 19-20 hc para baja intensidad) y el valor
en la relacién At/ad. De acuerdo con esta Gltima
observacién, Daan y Pittendrigh (1976), proponen que a
medida que el periodo es menor a 24 horas, el valor de la
relacién At/Ad es menor. Estos datos experimentales
coinciden con 1los nuestros: cuando aplicamos 1luz roja de
vaja intensidad obtuvimos un periodo de 25.2 horas y un
valor en la relacién a/r de 6.39; cuando se aplicé luz roja
de alta intensidad el periodo fue de 23.1 horas y el valor

en la relacidn a/r de 4.33.

En muchos registros se pudo observ;r también que
después de que se ha aplicado el estimule sobre 1la
oscilacién circadica se presenta un estado transitorio donde
la duracion del periodo y la amplitud llegan a
desorganizarse por completo tal y como ha sido reportado por
Pittendrigh y Bruce (1957, 1965%) y Enright (1976). Las
caracteristicag de esta etapa de desorganizacién dependen
fundamentalmente de 1la hc en que se aplique el estimulo asi
como de 1la naturaleza fisica de é&ste. Se sabe, que para
estisulos de luz blanca, el ritmo reasumira susg
caracteristicas de acuerdo con las de la fase transitoria,
esto es, un transitorio que adelante dard un cambic de fase

positivo vy visceversa. Nuestros resultados (fig. 12)



muestran ademads que cuando se grafica la fase nueva, en
funcién de 1la fase vieja (CRFt) y se compara con la CRFe

(fig 11) es posible observar las siguientes caracteristicas:

1) Estimulos que provocan un cambio de fase transitorio
muy pequafio en el primer dia, pero un cambio considerable en
la fase estable (hc 14,15,16).

2) Estimulos que provocaron un caibio de fase
transitorioc en el mismo sentido (atraso-atraso o adelanto-
adelanto) que el cambio de fase estable (hc 1,4;7,19,20,22 y
23),

3) Estimulos que provocaron cambios de fase
transitorios con sentido opuesto a 1los cambios de fase

estable (hc 10,11 y 12).

La CRFt reportada por Incldn-Rubio (1988) para
estimulos de luz roja de alta intensidad - muestra un
comportamiento discontinuo Yy relativamente distinto al
nuestro. Estas observaciones nos sugieren que los cambios de
fase transitorios dependen del momento circadico de
aplicacién del estimulo pero también del efecto gque ejerce
la intensidad de la luz utilizada para una misma longitud de
onda y reflejan a su vez un comportamiento diferente de
acuerdo con 1los diversos osciladores responsables que estan

involucrados en la respuesta a diferentes intensidades .



La CRFt ha sido wutilizada para tratar de conocer la
estructura interna de un oscilador biolégico. Winfree {1970,
1973) y Pavlidis (1973) definieron matemAticamente la CRFt
obtenida con estimulos intensos Yy débiles, y llegaron a la
conclusion, que ambos tipos de estimules representaban un
sistema bimodal simple. Sin embargo Kawato (1981) examind 1la
posibilidad de obtener alguna informacién ¢ restriccién
mediante un modelo de ecuaciones que describe un oscilador
bicl¢gico utilizando el estado estable y transitorio de la
CRF. Este autor propone con base en un anadlisis tanto
analitico come topoloégico y basandose ademAs en
discontinuidades encontradas en la CRFt, que el oscilador
circadico en la mosca &resophila no esta formado por un solo
oscilador de dog variables. Para nuestro casc 1la CRFt
obtenida no presenta discontinuidades. mientras que cuando
se aplica luz roja de alta intensidad el efecto de
discontinuidad en la curva es evidente.

Pittendrigh y Daan {1976¢c) propusieron un‘ modelo de
oscilador dual para marcapasos circAdicos en roedeores
nocturnos basandoge en los cambios de fase transitorios.
Cuando en ciertas fases de actividad del ritmo, se presentan
pulsos simples de luz u oscuridad, se puede provocar un
cambio de fase de 1los dos osciladores propuestos como
responsables para este ritmo, esto debido a alteraciones en
sy relacién mutua de fase. La ocurrencia de los transitorios

puede reflejar una serie de cambios de fase para uno o ambos
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osciladores que gradualmente recuperan sus formas de
relacién de fase. Consistente con estA interpretacién
observamos que los cambios de fase transitorios para luz
roja de alta y baja intensidad exhiben cosportamientos
distintos en la CRF que se manifiestan a su vez en la

duracién del periodo transitorio.

Pittendrigh y Daan (1976 a,b) han simulado tebricanente"
que el inicio y el final de la oscilacidn circaAdica en
animales nocturnos se controla mediante la interaccién de
dos osciladores acoplados entre si: el oscilador ATA
{atardecer) 'y el AMA (amanecer). InclAn-Rubio (1988} observé
para estimulos de alta intensidad que durante el dia
subjetivo (6 y 12 hc) predominan las respuestas para los
adelantos de fase a expensas de la utilizacién de luz verde
Yy en horas de la noche subjetiva (18,20 y 24 hc)
predominaban los atrasos provocados por la aplicacién de luz
roja de alta intensidad, postulando dos grupos funcionales
de fotorreceptores: V (565 nm) que provoca los maximos
adelantos de fase y R (630 nm) que provoca los mAximos
atrasos; proponiendo para este caso que los fotorreceptores
VvV tiene un mayor control sobre el oscilador ATA. La
coexistencia de dos sistemas con sensibilidad espectral
diferente también ha sido descrita en otros ritmos
circadicos. (Mote y Black 1981; Feldman y Dunlap 1983;
Takahashl y <cols 1984; Joshi y cols 1985; Hariyama y cols.

1986) .
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En la figura 14. se observa una gr&fica que muestra la
relacién tenﬁoral aproximada que existe entre las horas
circAdicas del ritmo ERG y las horas externas de nuestros
registros. Con esto podemos inferir que los momentos de
transicién de fase (CRFe) que se presentan a las 15-16 y 19-
20 hc corresponden a las 9-10 y 13-14 horas externas

respectivamente.

Creemos que el significado que presenta la luz roja de
baja intensidad en este espacio temporal para el sistema
circddico ERG en el acocil, esta influenciado por las
condiciones ambientales de su habitat. En el agua hay una
gran variedad de propiedades opticas. En -la superficie, el
color del agua suele ser solo un reflejo del cielo, pero
bajo la superficie, el agua llega a ser coloreada vy el color
puede variar desde un azul oscuro del agua del oceanc a un
color rojo-cafe en el agua de los lagos. pantancs y riveras.
El agua pura por si sola es azul, esto se debe en parte a la
absorcién y en parte a la dispersién de los rayos de luz. El
verde del fitoplancton puede tener una importante influencia
en las aguas ricas en estos nutrientes, especialmente en el
verano cuando las temperaturas son altas y los dias largos.
En el proceso de descomposicién estos vegetales dan
tonalidades amarillas. En pequefias cantidades estas
sustancias amarillas, en combinacién con el azul del agua
pura, 1mbarten el color verde. En altas concentraciones y

con @1 movimiento de 1la tierra por la corriente de agua se
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EIGURA 14. En esta grafica se muestra la relacién temporal
aproximada que existe entre 1las horas circadicas del ritmo
ERG y lam horas externas de nuestros regigtros. Los momentos
de transicién de fase (fig. 12) que se presentan a lag 15-16
¥ 19-20 hc corresponden a las 9-10 y 13-14 horas externas

respectivamente.



puede llegar a transmitir a longitudes de onda largas,

cercanas al infra-rojo.{(Muntz 1978; Muntz y Movat 1984).

Lythgoe (1980) formuld la prediccién de que los peces
de mar profundo que viven en ambientes visualmente
'coloreados de azul intenso pueden tener un pigmento visual
sensible al azul. La situacion similar fue observada en
peces de agua dulce excepto que su transmisidn maxima ocurre
a longitudes de onda mayores, entre los 530 y 650 nm. En el
aftio de 1984 este autor establece que la mayorla de los conos

sensibles al rojo que contienen porfiropsina de 620-625 nm

han sido encontrados s¢lamente en peces qQue viven en aguas .

relativamente ricas en luz roja.

Reclientemente Heinermann y colabcoradores (:989), en dos
lapos del Canada, realizaron mediciones del patrén espectral
encontrado a un metro de profundidad, con una temperatura
de 18°C, encontrando un pico de transmisién mAxima de luz en
620 nm a las 13 horas y otro de 660 nm tanto en el amanecer
(5:30 horasg) como en el anochecer (20:00 horas).

De acuerdo con nuestros resultados y lo reportado por
Muntz (1978), Lythgoe (1984) y Heinerman vy cols. (1989},
Podemos proponer que el efecto que provoca la luz roja sobre
e) ritmo circddico ERG, consiste en modificar en forma
importante, el funcionamiento de los osciladores
responsables de el, vy repercute en los mecanismos

adaptativoe del acocil a su medio ambiente.
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CONCLUSION:

I. Ciertos paradmetros de los ritmos biolégicos tales
como el perlodo, la amplitud v la fase del ritmo permiten
proponer la participacidn de diferentes grupos de
osciladores en la generacion de los ritmos circadicos. El
efectoc que provoca los estimulas de 1luz roja sobre é&stos
parAmetros del ritmo circAdico ERG en el acocil pone de
manifiesto que:

a) El pericdo se acorta después de provocarse un
adelanto de fase (esto se logra aplicando log estimulos a ls
he 17 y 19) vy los atrasoes de fase provocan un alargamiento
dél mismo (hc de aplicacidén: 1,7,10,11,12,15,16,20,22 y 23).

b} Cuande se aplica el estlmulo, en el dla subletivo,
{0 a 12 hc) se provoca una disminucidon en el npivel ée
osgcilacion.

c) Con excepcidn de los estimulos aplicados a las
14,17,22 y 23 he, 1la luz roja provocd un aumento en la

duracion de la actividad de cada ciclo.

II.-Los cambios de fase provocados por 1a luz roja nog
permitieron elaborar 1a CRFe. Acerca de éata curva se puede
concluir que:

a) Presenta un comportamiento bimodal con dos zonas de
transicidn de fase, una comprendida entre las 1S ¥y 16 he, y

otra entre lag 19 y 20 he.
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b)Todos los estimulos aplicados en el dia subjetivo se
caracterizan por provocal atrasos de fase.

c)Los estimulos aplicados en la noche subjetiva
provocan cambios de fase en ambos sentidos.

d) El 4rea de los atrasos (At) de fase es predominante:
86.47, y se presenta de las 0 a las 15.5 y 20 a 24 horas del
clclo..

e} E1 Area de los adelantos (Ad) ocupa una extension
mucho menor: 13.83, y queda'co-prendida de las 15.5. a las

19 he. La relacién At/Ad es de 6.39.

IITI. Los valores de las CRFe obtenidas para luz roja de
baja intensidad (t=25.2, relacién At/Ad=6.39) comparados con
los reportados con luz roja de alta intensidad (t=23.1,
‘relacién At/Ad=4.33) estan de acuerdo con los resultados
encontrados por Daanh y Pittendrigh (1976): “a medida que el
periode de  un ritmo es menor, el valor de la relacién At/Ad

disminuye”,

Iv. Las caracterigticas de la fase transitoria
provocada por la aplicacién de pulsos de luz roja, dependen
fundamentalmente del momento circadico en qué se aplique el
estimule, asi como también de la intensidad de luz
utilizada, 1lo que refleja el comportamiento de los

osciladores responsables,involucrados en la respuesta.



V. Creemos que los cambios que provoca la luz roja
sobre el sistema circadico ERG en el &acocil, estan
involucradas con las condicicnes ambientales de su habitat y
por lo tanto guardan una estrecha relacidén con respuestas y

conductas de naturaleza adaptativa.
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