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INTRODUCCION.
ORGANIZACION ANATOMOFUNCIONAL DEL OJO DEL ACOCIL.

Un aspecto importante de abordar como parte del tema que
desarrollaremos en esta tesis se refiere a 1la organizacién
anatomofuncional del ojo compuesto del acocil por ser esta
estructura la regivn de la que se obtuvo la informacién
experimental en la que se basa este trabajo.

Los primeros estudios sobre 1la organizacien de los ojos
compuestos de los invertebrados se encuentran en los trabajos de
Pérker. en los crustaceos (Parker, 1891; 1895 y 1897) y de Exner
en los insectos (Exner, 1891). De hecho, buena cantidad de 1la
informacién que hasta la fecha se maneja sobre el tema, procede
de los trabajos de estos dos autores.

De acuerdo con Parker el tallo ocular del acocil presenta la
forma de un corto cilindro mévil mantenido al cuerpo del animal
por su porcién proximal. La regi¢n distal se caracteriza por
tener una superficie semiesferica dentro de la que se localiza la
retina; el eje mayor del tallo, se proyecta desde el centro de la
region distal hasta el centro de la regisn proximal. Si se hace
un corte longitudinal sobre este eje puede observarse de fuera
hacia dentro una gruesa capa impregnada de sales que forma la
cutfcula corneal; hacia la =zona proximal esta capa se torna
delgada y flexible, mientras que en la zona distal forma una capa
transparente que cubre la retina. En la porcicn central hay una
cuticula blanda que cubre la superficie interna de la cuticula
corneal llamada hipodermis; del engrosamiento de esta zona se
forma, a su vez, la retina (Figura 1).

La retina del acocil tiene la superficie dividida en facetas
cada una de las cuales corresponde a una omatidia o unidad
funcional del ojo compuesto. En cada omatidia se encuentran tres
componentes: el didptrico, el fototransductor y el pararreceptor.
E1l componente didptrico esta formado por dos ceélulas corneagenas
secretoras del material translucido que forma la cornea y por las
células piramidales que al unirse forman el cono cristalino; las

células corneidgenas son el sitio de entrada de la luz; el cono



cristalino, al prolongarse mediante un filamento hasta las
c¢lulas fotosensibles, permite que el estimulo luminoso entre en
contacto con el componente fototransductor.

En los fotorreceptores o cé¢lulas retinulares se lleva a cabo
el proceso de la fototransduccion. Son estructuras
especializadas en la captacis¢n de la energia luminosa la que
transforman en sefales el¢ctricas susceptibles de ser manejadas
por el sistema nervioso; hay ocho en cada omatidia y su membrana
presenta prolongaciones con pliegues o microvellosidades en las
que se encuentra el pigmento fotosensible o rodopsina (Wald,
1968). La fusién de las prolongaciones (llamadas rabddmeros)
cbnstituye el rabdomo; sitio en el que se 1lleva a cabo la
transformacion de la seflal luminosa en seflal eléctrica. Las
celulas retinulares tienen axones que emergen desde el extremo
proximal de la retinula, atraviesan la membrana basal vy se
proyectan hacia la lamina ganglionar donde establecen la primera
sinapsis de la via aferente.

El componente pararreceptor esta formado por una serie de
estructuras localizadas en regiones préximas a los
fotorreceptores y que desempefian un papel fotorregulador
importante. Entre estas estructuras se encuentran las celulas que
contienen el pigmento accesorio distal y las que contienen el
pigmento accesorio de reflexi¢n. También se incluye a la propias
cé¢lulas retinulares debido a que contienen al pigmento accesorio
proximal. Hay dos cé¢lulas del pigmento distal en cada omatidia.
Estas cé¢lulas tienen forma de banda con el nucleo colocado hacia
la posicion distal de la retina y se localizan en Jlos espacios
interomatidiales a nivel de los conos cristalinos, en la region
mias alejada de la membrana basal hacia afuera; su caracteristica
m4as importante es la de cawmbiar de posicisn hacia el polo distal
de la omatidia o hacia la membrana basal, dependiendo de 1la
ausencia o presencia de luz, respectivamente. El pigmento que
contienen es, probablemente, la melanina (kleinholz, 1961). Las
cé¢lulas del pigmento de reflexién son cé¢lulas irregulares que
estan colocadas sobre la membrana basal en la zona mis proximal
de la retina. La naturaleza qulmica del pigmento que contienen no

ha sido bien establecida ya que mientras algunos proponen que es



la guanina (Waterman, 1961) otros piensan que es una mezcla de
bases puricas y pirimtdicas (Kleinholz, 1961). Otra posibilidad
que se ha planteado (Krebs, 1972) es que este pigmento no sea un
verdadero pigmento de granulos blanquecinos sino que sean mas
bien vesiculas llenas de material graso que al agruparse
reflejarian la luz en forma comparable a como lo haria la espuma.
El pigmento accesorio proximal se localiza dentro de la ceélula
retinular en forma de granulos obscuros capaces de migrar
longitudinalmente a traves del citoplasma regulando la cantidad
de luz incidente sobre el rabdomo en diferentes condiciones de
iluminacién (Parker, 1932; Lockwood, 1968). S8Sin que se pueda
afirmar hasta ahora cual es la composicion quimica de este
pigmento, se ha sugerido que pueda ser la melanina (Parker, 1932;
Kleinholz, 1961). La funcién reguladora de los tres pigmentos
accesorios se expresa claramente mediante la migracien que
muestran los pigmentos distal y proximal hacia el centro de la
célula retinular durante la iluminacién, o hacia los polos de la
celula durante la oscuridad. En el primer caso el pigmento de
reflexion quedaria cubierto por los pigmentos proximal y distal,
lo que equivale a decir que la luz incidente tendria muy poca
posibilidad de ser reflejada: en estas condiciones se tiene una
"pseudopupila " (Day, 1941; Stavenga, 1979) pequefa. Si los
pigmentos proximal y distal migran hacia los polos de las c¢lulas
retinulares, la luz incidente es reflejada en buena medida por el
pigmento de reflexién y se genera as! una pseudopupila de mayor
tamafio. Entre el ojo y el sistema nervioso hay una estrecha
relacién estructural y funcional, de tal manera que los axones de
las c¢lulas retinulares se proyectan inmediatamente a su salida
de la omatidia hacia la masa de tejido nervioso que ocupa la
parte central del tallo ocular de los decipodos. Esta se compone
de cuatro ganglios distintos colocados de tal forma que
constituyen una serie que se extiende desde la retina hasta el
ganglio cerebroide. Se han designado del 1 al IV y en tanto que
el primero (1) se conecta con la retinula por medio de los axones
que proceden de las células retinulares, el (LV) envia sus fibras
directamente hasta el ganglio cerebroide. Cada ganzlio esta

formado por las fibras que llegan a la regién, los somas de
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neuronas cuyo aspecto de masa puntiforme hizo que Parker los
designara como "punktsubstanz', capilares vy tejido conjuntivo.
También de acuerdo con Parker se puede distinguir dos tipos de
células ganglionares: las apolares. elementos de material
indiferenciado, y las monopolares que proceden de las apolares vy
que se encuentran ampliamente distribuidas en las capas 1T, i1,
I1I y en menor proporcié¢n en la capa (V.

El primer ganglio recibe el nombre de "lamina ganglionar” es
relativamente delgado y en &1 se han descrito cuatro capas
neuronales préximas a la base de la omatidia (Bullock y Horridge,
1965). En cada una de estas capas los somas ocupan una porciosn
shperficial con las ramificaciones hacia la region central donde
forman un neuropilo. Las fibras que salen de este ganglio
conectan con el segundo ganglio llamado "medula externa”, el que
es ligeramente mas grueso que el anterior y en el que se
encuentran somas neuronales que forman una masa puntitorme vy
axones que se proyectan hacia el tercer ganglio, el 1llamado
"médula interna". Este ganglio tiene forma esfeé¢rica similar a la
del segundo ganglio y como ¢1l, esta formado por somas periféricos
y un neuropilo central. La conexién que establece con el cuarto
ganglio o "médula terminal" es bastante irregular. Este ultimo
ganglio es el mas grande de todos vy mantiene la misma
organizacién basica de los anteriores con un neuropilo en el
centro y somas neuronales en la superficie, aun cuando no se
hayan encontrado &¢stos en las regiones proximal y distal.

Las fibras que emergen del cuarto ganglio forman parte del
nervio optico y se proyectan directamente hasta el lébulo optico
del ganglio supraesofiagico.

Otro problema que consideramos importante tratar en Jla
introduccion se refiere a la organizacion basica que presentan
los sistemas circadianos, particularmente en el acocil. De hecho,
la parte experimental de este trabajo se basa en la aceptacion de
la existencia de un sistema circadiano que tiene a su cargo el
que el ojo del acocil cambie peridédicamente su sensibilidad a 1la

luz durante un ciclo de 24 horas.
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PROPIEDADES GENERALES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.

La capacidad de 1los seres vivos de mostrar cambios
perisédicos en sus reacciones bioquimicas, electroquimicas,
fisioloegicas vy conductuales es un hecho que se ha podido
establecer en los ultimes afios de investigacién, en un gran
nuoero de eucariontes, llegando a reconocerse en la actualidad
como una propiedad fundamental de todos 103 organismos que poseen
este nivel de organizacion.

Algunos de estos cambios periadicos, entre ellos los que se
aproximan a un ciclo geofisico prominente, son de especial
iﬁterés. Si las oscilaciones tienen un periodo cercano al de
alguna seffal externa como las mareas (12.4 horas), el dia vy la
noche (24 horas), las fases de la luna (28 dias) o las estaciones
del afio (365 dias), se habla de fenémenos "circa'. Debido a que
los ritmos circa persisten aun cuando los organismos sean
colocados en condiciones constantes esto es, de las que se han
eliminado 1los principales fenémenos ambientales pericedicos
(sincronizantes), se ha postulado que estos ritmos estan bajo el
control de un mecanismo cronomeétrico interno al organismo que se
ha denominado "reloj bioldégico™.

El mejor conocido de los relojes bioldégicos es, con mucho,
el "circadiano” el cual debe su nombre a que los fendmenos que
dependen de ¢l tienen un periodo cercano pero no igual a 24
horas. Dada la importancia que los fendmenos circadianos tienen
en la naturaleza, se han tomado como referencia con respecto a
otros fendémenos periodicos llamandose infradianos a los que
tienen una frecuencia menor a la de 1los ritmos circadianos vy
ultradianos a los de frecuencia mayor.

En 1960, Aschoff (1960) y Pittendrigh (1960) hicieron una
caracterizacien exhaustiva de las propiedades de 1los ritmos
circadianos entre las que destacan las siguientes: (1) Son de
caradcter endégeno, lo que equivale a decir que son inherentes al
organismo y no impuestos por los cambios en los factores
externos, sin descartar la posibilidad de que estos factores
puedan tener algun efecto sobre ellos; (2) estrechamente ligada

con esta propiedad se encuentra la capacidad que tienen los



ritmos de oscilar de manera espontanea, lo que significa que en
condiciones ambientales constantes muestran una oscilacien cuva
periodicidad es cercana peroc no igual a 24 horas; (é) las
oscilaciones circadianas quedan definidas por tres parametros
principales: la frecuencia, 1la amplitud, la cual es equivalente
al nivel de actividad, y la relacien que guarda el tiempo que el
organismo permanece en actividad con respecto al tiempo que
permanece en reposo (relacisn o/e). Estos tres parametros
dependen de la cantidad de luz que reciba el sistema circadiano
de tal manera que los organismos diurnos aumentan estos tres
valores al aumentar la intensidad de la luz que reciben y 1los
o}ganismos nocturnos 1los disminuyen ante la misma situacion
ambiental. La generalizacisn de estos hechos se conoce como regla
circadiana de Aschoff (Pittendrigh, 1960) ; (4} los ritmos
circadianos son susceptibles de cambiar su fase y su periodo
(dentro de una cierta gama de valores) cuando reciben sefales
externas unicas o periddicas, respectivamente. A esta propiedad
se le conoce con el nombre de sincronizacion v es de ella de la
que depende, en buena medida, el caricter adaptativo que poseen
los ritmos circadianos. Los factores ambientales generalmente
aceptados como los sincronizadores mas importantes de los ritmos
circadianos son la luz y la temperatura; (5) otra caracteristica
de los ritmos circadianos se encuentra en la capacidad que poseen
de compensar los cambios de temperatura. Se ha encontrado que el
valor del Qio del periodo circadiano cuando el sistema ha sido
colocado en diferentes temperaturas €s muy cercanho a 1l: (6) se ha
establecido también que 1la capacidad de oscilar en forma
circadiana esta determinada genéticamente ya que algunos
organismos aperiddicos en etapas tempranas de su vida, solo
requieren de una seBal externa unica para desplegar su frecuencia
espontanea de oscilacion; (7) se justifica tambien la ubicuidad
de los ritmos circadianos tanto en sentido taxondémico, es decir,
en toda la escala de 1los seres vivos, como en sentido
fisiolégico, esto es, en 1lo que concierne a las distintas
funciones estudiadas.

Se desconoce hasta ahora el modo de funcionamiento del

mecanismo de reloj que subyace a todo ritmo circadiano, sin
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embargo, se han propuesto algunos esquemas hipoteticos aque se
pueden resumir en dos conceptos de reloj. La hipotesis endégena y
la hipétesis exdgena. Segun la hipoétesis endogena el reloj es
capaz de generar su propio periodo de manera autonoma vy funcionar
completamente independiente del ambiente. Desde este bpunto de
vista se considera al reloj como una entidad fisicoquimica a
nivel celular que puede transmitirse geneticamente sin alteracidén
temporal. La hipétesis exdgena propone que el organismo recibe
informaci¢en temporal a traves de una fuerza geofisica {no
identificada hasta ahora) capaz de penetrar las barreras de lLas
condiciones constantes del laboratorio y llegar hasta el medio
intracelular donde se localiza el reloj. Las fuerzas mas
penetrantes conocidas como el geomagnetismo v la radiacién
cosmica presentan cambios periodicos de intensidad causados por
la rotacion terrestre sobre su eje en relacicn con el sol v la
luna.

Aun cuando se ha demostrado que los organismos son sensibles
a campos magnéeticos, campos electrostaticos y radiaciones sgsamma,
las caracteristicas de los ritmos circadianos seflaladas en los
parrafos anteriores apuntan hacia la hipdtesis endogena como la
explicacién mas plausible sobre su origen es decir, que por
evolucidén adaptativa a los cambios regulares noche-dia en las
condiciones ambientales, 1la mayor parte de los organismos
adquiri$ un programa temporal paralelo al dia de 24 horas que se
basa en procesos periédicos que tienen la caracteristica de ser
oscilaclones autosostenidas (Aschoff, 1989).

La presencia de ritmos circadianos ha sido reconocida por
muchos autores en un gran numero de especies vegetales y animales
y para una variedad de procesos que van desde el consumo de
oxigeno, la bioluminiscencia y 1la fotosintesis en algas como
Gonyaulax (Hastings, 1960: Sweeney, 1960), el movimiento de las
hojas de Phaseolus (Binning, 1931), la migraci¢n de los pigmentos
retinianos en crustaceos (Welsh, 1930a), 1la actividad motriz
también en crustaceos (Kalmus, 1938), la eclosién de larvas de
mosca (Pittendrigh, 1960), la actividad de vuelo del mosquito
(Taylor y Jones.1969), la actividad motriz de algunos mamiferos
(DeCoursey, 1960) el suefio en los infantes (Hellbrugge, 1960), la
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temperatura rectal en humanos (Wever, 1974), etcetera.

Desde hace mas de 40 afos han aparecido en 1la literatura
algunos trabajos (Schalleck, 1942; Welsh, 1930b; Bennitt, 1932)
que han puesto de wmanifiesto la presencia de fensdmenos
circadianos en la vta wvisual del acocil. Entre ellos cabe
destacar el de Bennitt quien registro la persistencia de un ritmo
diurno en el movimiento del pigmento retiniano accesorio proximal
del acocil Cambarus virilis. Para ello el autor colocaba un gran
numero de animales en completa oscuridad y despues de 24 horas
sacrificaba tres de ellos a intervalos de tres horas durante las
siguientes 75 horas; al examinar los ojos seccionados de estos
ahinales pudo comprobar que el pigmento retiniano sufria cambios
de posicién a lo largo del nictamero.

Welsh (1939, 1941) detectd en el acocil un ritmo en el
diametro de la pseudopupila utilizada como indice de la posicién
de los pigmentos retinianos proximal y distal. El autor atribuyo
este efecto a cambios pericvdicos en la liberacicon de lLas hormonas
encargadas del control de la posicién de los pigmentos desde la
glandula sinusal hacia la circulacisn general.

Aréchiga y Wiersma en 1969, trabajando en acociles con
electrodos implantados permanentemente, encontraron un cambio
circadiano en la amplitud del electrorretinograma (ERG) v cn la
frecuencia de descarga de las llamadas “"fibras de accion
sostenida" del nervio éptico del acocil Frocambarus clarki. En
1970 Aréchiga y Fuentes demostraron la estrecha relacién que hay
entre la posicion de los pigmentos retinianos accesorios del
acocil Procambarus bouviert y la amplitud del ERG a lo largo del
ciclo de 24 horas.

En 1973 Areéchiga, <t al. pudieron comprobar que los cambios
ciclicos de amplitud del ERG del acocil previamente propuestos
correspondfan, efectivamente, a un ritmo enddgeno con periodo
cercano a las 24 horas, el que se veia afectado importantem=nte
por la cantidad de luz recibida. En 1977 Sinchez y Fuentes-Pardo
publicaron un trabajo en el que demostraron la existencia de un
ritmo circadiano en la respuesta electrica a la luz del tallo
ocular aislado del acocil. En este trabajo se postuld la

posibilidad de que el ritmo circadiano del ERG fuera el resultado
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.
de 1la interaccién de numerosos osciladores los que se
presentarian acoplados en el animal integro y tendertan a
desacoplarse en el tallo ocular aislado al faltar en ¢l algunas
influencias posiblemente de caracter hormonal.

En los ultimos diez afios ha aparecido un buen ntmero de
trabajos en los que se encuentra informacien acerca de la
organizacion de los osciladores que subyacen al ritmo circadiano

de respuesta a la luz de los fotorreceptores visuales del accocil

(Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1981 ; Fuentes-Pardo v
Ramos-~Carbajal, 1983; Moreno-Saenz, et al ., 1yg7;
Hernandez-Falcén, et al., 1987; Fuentes-Pardo, et al. 1984:

Fénjul—Moles et al., 1987; Fuentes-Pardo y Moreno-Saenz, 1986;
Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio, 1987; Fuentes-Pardo y Moreno-Saenz,
1988). A pesar de todos estos estudios sobre la ritmicidad
circadiana en la wvia visual del acocil quedan muchas
interrogantes aun sin respuesta, fundamentalmente en lo que

concierne al origen de la ritmicidad circadiana en el acocil.
FOTOPERIODO

E1 fotoperiodismo (palabra que combina las raices griegas de
luz y duracion) es la respuesta que presentan los organismos a la
duracien del dia y la noche en un ciclo diario. Bajo condiciones
naturales, los organismos sensibles al fotoperiodo son capaces de
medir la duracion del dia, de la noche o de ambos, en cada ciclo
de 24 horas y su respuesta depender4 de si se excede una longitud
critica de fotoperiodo (LCFKF) o de oscuridad (LCN), (Vince-Prue,
1975; Pittendrigh y Minis, 1964).

Dado que la variacidén en la longitud del dia y la noche es
uno de los factores que se presentan con mayor regularidad de una
estacion a otra, sobre todo a grandes latitudes, no es de
extrafar que, a través de la evolucién, los organismos hayan
desarrollado como respuesta adaptativa la capacidad de wutilizar
esta informaciéon para determinar la epoca del afio o0, aun mas
importante, su sucesién en el tiempo. Esta posibilidad confiere a
los organismos una ventaja importante pues les permite

anticiparse a los efectos de un ambiente en constante cambio. La
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respuesta fotoperic¢cdica capacita a los organismos para ocupar su
nicho (vince-Prue, 1975; Aschoff, 1989).

Desde tiempos remotos el hombre ha podido percatarse de 1los
cambios estacionales que presentan las plantas v los animales en
procesos como la reproduccien y el desarrollo y la ocurrencia de
éstos en una ¢poca determinada del affo. Sin embargo, sclo hasta
los trabajos de Garner y Allard de 1920 (Vince-Prue, 1975) en las
plantas y de Marcovitch (1924) y Rowan (1926) en los animales
{(Pittendrigh, 1964) es que se hace un analisis critico del
problema. Se ha podido establecer que procesos como la floracion,
la formacion del fruto, la aparicién de formas sexuales, la
périodicidad reproductiva, la migracién de las aves y ciertos
peces, entre otros, implican: a) una medicien del tiempo muy
precisa por parte del organismo. b) que la medicien del tiempo
posee algun mecanismo de compensacién de temperatura. c¢) que lLa
duracién del periodo ininterrumpido de oscuridad es la medida
critica que utilizan 1los organismos. d) que se requiere la
participacidén de algun pigmento fotosensible. Dicho en otras
palabras, los fensmenos que se mencionan se encuentran bajo el
control del fotoperiodo (entendido este como la duracien del
periodo de iluminacién en un ciclo luz:oscuridad).

Estas cuatro proposiciones resumen el conocimiento esencial
sobre el problema del totoperiodismo pero no dan ninguna
respuesta al problema que significa el establecimiento de alsuna
relacisn causal entre las caracteristicas del reégimen luminoso vy
los fenomenos a los que se alude. Mas aun, dejaron abiertos
muchos otros problemas que, hasta ahora estan sin solucion: JCémo
detectan los organismos la relacion entre la duracién del periodo
de iluminacién y la duracien del periodo de oscuridad en un ciclo
de 24 horas?. :En qué sustrato se lleva a cabo la(s) reaccién(es)
en la(s) que se sustenta la medicion fotoperiedica del tiempo™? Kl
fotoperiodismo, :es un fensomeno innato o adquirido? Si es innato,
.en qué lugar genético se localiza? Y si es adquirido o por lo
menos susceptible de serlo, :cque factores determinan su
adquisicion?

Una de las primeras propuestas encaminadas a resolver

algunos de estos problemas la hizo Biinning en 1936 por medio de
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la que hasta la fecha se conoce como "Hipotesis de Binning”. En
este importante trabajo el autor propone, como punto de partida
para explicar los fendmenos fotoperisdicos, la existencia de un
ritmo endégeno de actividad celular en el que se encuentran dos
fases claramente diferenciables, una de ellas, "con requerimiento
de luz" o fotéfila, y la otra "con requerimiento de oscuridad"” o
escotefila. La induccién fotoperiddica en los organismnos
conocidos como "de dias largos'", se lleva a cabo cuando la 1luz
del dia se prolonga hasta incidir en la parte escotédfila del
ciclo enddégeno y no se presenta cuando la duracion del dia es tan
corta que la luz coincide con la fase fotofila del ciclo. Por
oira parte, si el organismo es de "dia corto”™ la situacién es
exactamente la inversa ya que no hay induccion fotoperiedica
cuando la luz se prolonga hasta incidir en la fase escotofila vy
si{ se presenta cuando se restringe a la fase fotdfila. Otra
consideracién basica en la hipotesis de Bunning es que el ciclo
enddgeno esta en fase con el amanecer lo que signitica que
cualguier cambio que hayva en la duracié¢n del fotoperiodo debe
reflejarse, de inmediato, en un cambio de 1la fase del ciclo
endsgeno en la que termina la luz.

En las ideas que se acaban de expresar queda implicita la
presencia de un sistema circadiano como el sustrato basico de
las reacciones fotopericdicas, siendo ésta la aportacion
fundamental del autor ya que antes de ¢l no se habta considerado
esta posibilidad. Sin embargo tuvieron que pasar muchos afos para
que las ideas de Bunning tuvieran algun eco entre los estudiosos
del tema. Es probable que esta reticencia en aceptarlas se haya
debido a la complejidad a la que se enfrenta todo investigador
gque pretender someterlas a las correspondientes pruebas
experimentales. De hecho, fue necesario que el mismo Bunning
hiciera un replanteamiento de sus ideas (lo que sucedié en 1960)
para que empezaran a ser mejor comprendidas y por ende, aceptadas
por otros investigadores. Una de las grandes dificultades que se
plantean en esta teoria es la de explicar el mecanismo por medio
del cual la luz es capaz de "ajustar la fase de la oscilacisn
endégena". Otra, “cémo se efectua la induccion fotoperiédica al

incidir (o no) la luz en la fase escototfila del ciclo'". De hecho,
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Pittendrigh replantec la hipstesis de Bunning abocandose a la
explicacisén del papel dual que parece desempeliar la luz durante
la induccidén fotoperiddica (Pittendrigh, 1964 ; Pittendrigh,
1966; Pittendrigh y Minis, 1971).

Pittendrigh enfatiza el hecho de que el ritmo circadiano que
mide 1a duracién del fotoperiodo esta en fase con el amanecer
(es decir, con la transicién oscuridad-luz) y que la fase del
sistema circadiano depende fuertemente del fotoperiodo del ciclo
de luz al que se ajusta el ritmo circadianc mismo. Fstas
consideraciones lo llevan a plantear que solo despues de haber
comprendido los mecanisnos basicos involucrados en la
sSincronizacion por luz de los ritmos circadianos, se estad en
posibilidad de obtener alguna evidencia experimental en apoyo de
la teoria de Binning. Mas aun, las ideas fundamentales que emanan
de esta teoria son tomadas por Pittendrigh quien a ellas aBade el
concepto de que la 1luz no s¢lo actua como un "inductor
fotoperiddico' cuando coincide con la fase escotofila, sino que
ademis, actua como el "agente sincronizador"™ que determina el
momento en el que debe ocurrir tal fase. Con el desarrolle de
esta idea, Pittendrigh propuso que el te¢rmino de fase escotdfila
(que en la teoria de Binning tiene una duraci4sn de 12 horas)
fuera cambiado por el de "fase inducible fotopericdicamente”. Las
dos caracteriticas esenciales de 1la fase inducible son las
siguientes: a) su duracién no es necesariamente de medio ciclo
circadiano, sino que corresponde al tiempo en el que un
deterninado sistema circadiano es sensible a la luz (esto implica
que el término es mucho mas restringido que el de fase
escotsofila) b) permite diferenciar con mayor precisisn entre  la
luz como sefial sincronizadora y la luz como sefial con capacidad
para inducir un cierto fenémeno (como la floracién, 1a
reproduccion, etc.).

El cambio de la duraci¢n del fotoperiodo durante las
diferentes ¢pocas del afio hace que de manera natural la 1luz
coincida con la fase inducible so¢lo enh una estacieén del a%o vy no
en las otras; en esta afirmacidé¢n queda implicita la idea de que
la oscilacién (circadiana) mantiene una relacié¢n de fase definida

con el ciclo de luz, esto es, la relacién de fase con el ciclo de
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luz es tal que la fase inducible esti o no esta iluminada cuando
la oscilacién esta sincronizada con un cierto ciclo
luz:oscuridad. De esta proposiciéen vuelve a surgir en forma
inequivoca 1la importancia que tiene la comprensién de los
fen¢menos de la sincronizacién por luz para poder aproximarnos a
la comprensi¢n del proceso de medicion fotoperiovdica del tiempo.
En 1966 Tyshchenko plantes 1la posibilidad de que la
respuesta fotoperisedica en los artropodos terrestres involucre la
participacion de dos osciladores, uno relacionado con el! amanecer
y el otro, en fase con el anochecer. De esta manera los procesos
ritmicos controlados por los dos osciladores estin sincronizados
cbn la luz y la oscuridad respectivamente. Con &sta proposicién
como punto de partida, el fotoperiodismo se explica con base en
una interaccion entre por 1lo menos dos ritmos c¢ircadianos
independientes. Este modelo se conoce como el modelo de
"coincidencia interna” y surgié casi al mismo tiempo, aunque en
forma independiente, que otro, desarrollado por Hoshikazi vy
Hamner (Hoshikazi y Hamner, 1969) quienes, despue¢s de afios de
trabajar el fotoperiodismo en las plantas elaboraron el modelo
conocido como de "coincidencia externa”. Este modelo, al igual
que el de coincidencia interna, implica 1la wutilizacion de dos
osciladores circadianos en la medicion fotoperiddica del tiempo,
uno relacionado con €l amanecer y el otro con el anochecer; los
dos osciladores tienen el mismo periodo y sélo difieren en 1la
fase ya que muestran un desfasamiento entre si de 180 grados.
Cuando se enciende la luz, el oscilador asociado con el amanecer
iniciaria su "fotofase" la que llegaria a término a no ser aque
hubiera alguna otra sefal luminosa. En forma similar el oscilador
asociado con la oscuridad entrarfa a su "escotofase" a partir del
momento en que se apagara la luz y sdélo saldria de ella sin
haberla completado si hubiera alguna otra seifial de apagado. Los
dos osciladores circadianos son independientes aunque pueden
participar en una misma respuesta. Esto significa que el estado
del organismo resulta, en un momento dado de la interacci®n entre
los dos osciladores los que generan un nuevo ritmo resultante de
la suma de sus correspondientes estados de fotofase y escotofase.

Cuando el organismo est& expuesto a un ciclo de 12 horas de luz y

17



.
12 horas de oscuridad 1los dos ciclos circadianos estan
completapmente en fase lo que significa que no hay efecto
fotoperiddico alguno. El efecto se producirta debido a una
inhibicién del procesc correspondiente si la iluminacien coincide
con la escotofase (organismos de dia corto) o a una induccion del
mismo si coincide con la fotofase (organismos de dia largo).
Tanto en los organismos de dia corto como en los de dia largo, la
iluminacién producirta induccion si coincide con la fotofase.
Como se puede ver de 1o expuesto anteriormente, los
distintos modelos que se han desarrollado para explicar los
fenomenos fotoperiodicos son, todos, variaciones sobre las ideas
ekpuestas inicialmente por Bunning, lo que equivale a decir que
en la medicion fotoperiédica del tiempo los organismos utilizan,

como punto de partida, un sustrato circadiano.
FOTOPERIODOS ESQUELETO.

Si se toma en consideracien el hecho de que los organismos
responden no al contenido de luz que pueda haber en las sefiales
luminosas externas sSino mas bien a la transicién entre la luz v
la oscuridad o entre la oscuridad vy la luz, se puede entender de
dénde surgid¢ la idea de probar hasta que punto los orsanismos
pueden mostrar un seguimiento de sefiales luminosas breves
aplicadas en los extremos (inicio v termino) de lo que seria un
determinado fotoperiodo, comportindose ante estos breves
estimulos como lo harian ante el fotoperiodo coampleto. A los
estimulos aplicados de esta manera se les da el nombre de
"fotoperiodos esqueleto"” y han sido empleados por un buen numero
de autores (Pittendright 1965; Oda, 1969; Pittendrigh y Minis,
1971; Hillman, 1964; Pittendrigh, 1966; Pittendrigh vy Minis,
1964) para poner a prueba diferentes ideas relacionadas con el
fotoperiodismo. Sin embargo hay que hacer notar que, hasta 1la
fecha , no se han entendido por completo las implicaciones que se
derivan de las respuestas que nuestran los organismos a la
aplicaci¢n de los fotoperiodos esqueleto. Este térmnino fue
acufjado por Pittendrigh (Pittendrigh y Minis, 1964) quien

encontré que las pupas de Drosophila siguen en forma casi
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perfecta todos los fotoperiodos esqueleto menores a 11 horas {es
decir, la eclosi¢n de la Orecsvphile se sincroniza sin ningun
problema a un par de sefales breves de luz aplicadas una al
principio y otra al final de un periode de 11 horas o menos). Con
fotoperiodos esqueleto de 12 horas hay un ajuste debil del ritmo
de eclosisdn vy fotoperiodos de i3 horas producen una
sincronizacion inestable. Cuando se aplica el fotoperiodo
esqueleto de 14 horas (las otras 10 horas del ciclo de 24 son de
oscuridad) el ritmo de eclosien se comporta igual que si el
fotoperiodo hubiera sido de 10 horas (es decir, con 14 horas de
oscuridad). Hay que tomar en consideracion que si los dos pulsos
dé luz son, en efecto, muy breves, cada fotoperiodo esqueleto
tiene dos interpretaciones posibles, ya que el esqueleto de 14:10
es tambien el de 10:14, el de 15:9 es equivalente al de 9:15,
etc. Pittendrigh encontrd que a partir de una cierta duracion del
fotoperiodo esqueleto el ritmo de eclosién de la Orosophila
muestra un brinco de fase que hace que e}l ritmo se ajuste al
periodo que le ofrece la "noche de mayor duracién'.

HIPOTES1S DE TRABAJO

Con los antecedentes que han sido expuestos en los parrafos
anteriores, y tomando en consideracien de manera particularmente
importante la presencia de un ritmo circadiano en la respuesta a
la luz de los fotorreceptores visuales del acocil, nos planteamos
las siguientes hipdtesis de trabajo:

1) S5i 1la medicién fotoperiedica del tiempo requiere de un
sustrato circadiano, entonces:

El1 ritmo circadiano de respuesta a la luz de Jos
fotorreceptores visuales del acocil debe ser capaz de ajustarse
a, por lo menos, ciertos regimenes fotoperiocdicos que le sean
impuestos de acuerdo con los "limites de sincronizacion®.

2} Si el ajuste de un ritmo circadiano a un determinado
régimen fotoperiédico obedece a la deteccidén, por parte de unoo
mas osciladores, de la transicién de la luz a la oscuridad o de
la oscuridad a la luz, entonces:

El ritmo circadiano de respuesta a la luz de los
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fotorreceptores visuales del acocil debe ser capaz de ajustarse a
los regimenes fotoperedicos esqueleto que correspondan a los
regimenes fotoperiodicos completos a 1los que puede quedar
sincronizado.

Para probar estas dos hipétesis se plantearon los obietivos
que se obtubieron en forma secuencial y que se detallan a
continuacién:

1). Determinar si la respuesta a la luz de los
fotorreceptores visuales del acocil muestra las variaciones de
amplitud que se esperarfia de acuerdo con un comportamiente de
caracter circadiano.

2) Determinar la capacidad que tiene el ritmo circadianco de
respuesta a la luz de ser sincronizado ante 1la aplicacion de
distintos regimenes de estimulacién luminosa aplicados en forma
peridédica.

3) Determinar la capacidad del ritmo circadiano de respuesta
a la luz de modificar sus caracteristicas esenciales (periodo.
anmplitud y fase) de acuerdo con el tfotoperiodo esqueleto que le
sea impuesto.

Para cubrir estos tres objetivos se disefiaron los
experimentos que estan detallados en la seccion de Material v
Metodos y que consisten, en esencia, en: 1) obtener registros a
largo plazo del ERG de acociles colocados en condiciones
constantes de iluminacién y de temperatura. 2) Registrar el ERG
de acociles colocados bajo distintos regimenes de fotoperiodo
completo. 3) Registrar el ERG de acociles colocados ba.jo
distintos regimenes de fotoperiodos esqueleto {log que

correspondan a los fotoperiodos completo utilizados).
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MATERIAL Y METODO

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron
acociles adultos de la especie Procambarus digueti (Bouvier) sin
distincién de sexo, cuya longitud oscilé de 6 a 9 cm medidos

entre el rostro y el telson. *
Los especimenes fueron proporcionados por un colector local

de Zamora Michoacan. En el laboratorio lLos acociles se
conservaron en piletas con agua de la llave a las que se hacta
;1egar de manera continua un burbujeo de aire utilizando para
ello bombas comunes de acuario. Se les alimentd regularmente con
dnacharis sp. y Tubifex sp. . La iluminacion ambiental fue normal.

La preparacion de los organismos previa al experimento
consistid en colocar tres corchos uno en la parte dorsal y dos
laterales adheridos con cemento acrilico, con el fin de sujetar
al animal con una pinza a un soporte (Palmer), y prevenir que con
las quelas pudieran quitarse el electrodo implantado en el ojo.
Para evitar cambios de posicién del electrodo implantado se
inmovilizaron los ojos, colocando algodén por abajo del rostro y
rellenando con cemento acrilico. De esta manera se mantenia
inmovil al acocil durante todo el experimento y sumergido
parcialmente en agua dentro de un recipiente de plastico.

El recipiente en que se encontraba el organismo se mantenta
dentro de una cimara de disefio especial, con una temperatura
constante de 13:1.0°C , con la posibilidad adicional de controlar
las condiciones de luz y oscuridad independientemente de las
condiciones externas a dicha camara.

El registro consisti® en hacer evidente la respuesta
eléctrica de los fotorreceptores visuales (electrorretinograma,
ERG) del acocil, cuyo ritmo c¢ircadiano ha sido establecido vy
caracterizado por diversos autores.

La respuesta se obtuvo al aplicar al acocil]l destellos de
prueba de intensidad de 800 lux y duracion de 10 us provenientes
de un fotoestimulador (Grass, modelo PS-2). Este eera accionado
por el cierre del circuito conectado al interruptor automstico de
un quimografo (Palmer) con una frecuencia de un estimulo cada
tres minutos.

Con el proposito de registrar el ERG, a traves de la cérnea,



se introdujo un electrodo de acero inoxidable con diimetro en 1la
punta de 5 um aproximadamente.

Del electrodo se enviaba la respuesta a un preamplificador
(Tektronix, modelo 122). Se producta un segundo paso de
amplificacion al pasar la respuesta al amplificador de corriente
directa 7 DC de un poligrafo (Grass, modelo 79D), para ser
finalmente inscrita de manera continua en un papel, que corria a
una velocidad constante durante todo el tiempo del experimento.

Los fotoperiodos (L:0) que se aplicaron fueron los
siguientes: (4:20); (8:16); (11:13);: (12:12); (13:11); (16:8); V¥
(20:4). Esto significa una alternancia de un periodo de 4 horas
de luz y 20 horas de oscuridad; de 8 horas de luz y 16 de
oscuridad, etc. Esto se logre al colocar, dentro de la c&mara en
que se encontraba el acocil y frente a ios ojos de é¢ste, un foco
de intensidad 0.5 lux cuyo encendido y apagado era controlado por
un reloj automitico (National, modelo TB-136}.

Cada experimento comprendic¢ tres etapas, en la primera
etapa se aplicaba durante tres dias un fotoperiodo completo
(FPC) el cual se refiere a la duraci¢n relativa de 1luz vy
oscuridad en un ciclo de 24 horas (e.g. un fotoperiodo completo
(4:20) se presenta al organismo como 4 horas de luz y 20 de
oscuridad). En la segunda etapa se aplicaba el fotoperiodo
esqueleto (FPE) correspondiente, el cual consistia en dar solo un
par de pulsos luminosos de una hora de duracion al inicio vy al
término de la fotofase de un FPC (v.g. el FPE 4:20 se presenta al
organismo como 1 hora de luz, 2 horas de oscuridad y 1 de luz, en
lugar de las 4 horas continuas de luz que corresponden a la
fotofase del FPC seguidas de 20 horas de oscuridad
correspondientes a 1la escotofase). Una vez aplicado el FPR
durante 4 dias, el animal era llevado a oscilacidén Lltibre (00},
que en este caso fue de oscuridad constante, durante los ultimos
3 dias del experimento. De esta manera, la duracion de cada
experimento fue de un mitnimo de diez dias. Esta secuencia se
mantuvo constante para todos los experimentos. Una serie
adicional de experimentos consisti® en colocar inicialmente al
animal en (00} y proseguir con el cor;espondiente FPE v represar
a la 00 hasta el término del experimento.

EL analisis de los resultados se baso en la medicion «de 1la



amplitud de la componente rapida (Hl1) del ERG (Naka y Kuwabara,
1959) como indice del estado funcional de los fotorreceptores a
intervalos de quince minutos.se calcul¢ el promedio de la
amplitud de la respuesta por hora y se obtuvieron las graficas de
dicho promedio contra el tiempo de duracisn de cada experimento.
De cada grafica se calculaba el periodo con que oscilaba 1la
amplitud del ERG, 1los cambios de fase producidos por los
fotoperiodos aplicados, y la relacié¢n entre el tiempo en el que
la amplitud de la respuesta es igual o mayor al 507% (periodo «} y
el tiempo en el que la amplitud de la respuesta es menor al 50%
del maximo (periodo p). De cada registro se hacta también la
estimacién del nivel de actividad (es decir, de 1la tendencia
general de la respuesta a crecer, decrecer o© a permanecer
constante) as! como de la amplitud relativa del ritmo: este
Gltimo valor se <calculaba al promediar los valores que se
obtenfan en cada ciclo, de la relacion entre el voltaje del ERG

alcanzado en el pico con respecto al alcanzado en el valle.



RESULTADOS

La figura 2 corresponde a un registro a largo plazo de 1la
actividad electrorretinografica en el acocil. En ella se mnmuestra
el curso temporal de la amplitud de la respuesta electrica a la
luz de los fotorreceptores visuales {(ERG), registrada durante
cinco dias consecutivos en condiciones constantes de oscuridad vy
temperatura (13:1°C). Cada unco de los puntos representa el valor
promedio de la amplitud de la respuesta calculado por hora (1
determinacidén cada 15 min.). En el eje de las ordenadas se
ehcuentra el valor de la amplitud del ERG en milivoltios (mV) vy
en el eje de las abscisas la hora del dia (tiempo externo). Se
observa que el valor de la amplitud del ERG varta con la hora del
dia y que se presenta un pico maximo alrededor de las 24 horas
con voltajes cercanos a 2.0 mV vy un valle alrededor de las 12
horas en el que la respuesta es minima con valores de 0.5 mV. La
periodicidad con que se repiten estos valores (medida como la
distancia de pico a pico) es de 23.0 horas. valor que se
encuentra dentro de la gama correspondiente a procesos con
actividad circadiana.

Con las condiciones de estimulacion empleadas (1 destello
luminosé cada 3 min.) se encrentra una relaci¢n entre el periodo
de actividad y el periodo de reposo (relacion «:0) de 1.34 lo
cual indica que, como es de esperarse en un animal nocturno
colocado en la oscuridad, es mayor el tiempo que permanece activo
que el que permanece inactivo. El nivel de actividad as:i como la
amplitud relativa del ritmo permanecieron constantes durante todo
el experimento.

Cuando los organismos fueron sometidos a los diferentes
fotoperiodos (FPC y FPE que se ordenan aqui de menor a mavyor
relacion luz:oscuridad aunque todos tienen 24 horas de duracién),
se pudieron observar algunos cambios importantes en el patrén
circadiano.

Entre esos cambios destaca, por su claridad, el cambio de
periodo del ritmo circadiano el cual es ahora de 24 horas
poniendo de manifiesto su sincronizacien con el fotoperiodo

impuesto. En la figura 3 se muestran los resultados que sobre el
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ritmo circadiano del ERG tuvo 1la aplicacicn del fotoperiodo
completo 4:20. Es evidente que el acocll se ajusta peco a poco a
los ciclos impuestos de 24 horas aun cuando hacia las 12 horas
muestra una tendencia a reducir su amplitud a pesar de estar en
condiciones de oscuridad. Un hecho importante es que este ajuste
parece significarle al animal una mnodificacion de sus habitos
nocturnos ya que los valles se presentan alrededor de 1la media
noche y la actividad wmaxima se da entre las 12 y las 18 horas. De
hecho, el corto periodo de luz, que invariablemente se aplicaba
de las 7 a las 11 horas, solo produjo una pequefia reduccioén de la
respuesta sin afectar, en forma evidente, ningun otro parametro.

Tambien parece comprobarse qgue el cambio mas drastico que
muestra el ritmo se presenta en la relacion c:p, la que tiene un
valor de 3.20 en el FPC, esto nos habla de un predominio
considerable de la actividad sobre el reposo, situacion que va
claramente de acuerdo con la regla de Aschoff para animales
nocturnos ya que en este fotoperiodo la proporcion de la fase de
iluminacidén es muy baja con respecto a la de la duracion de ia
etapa de oscuridad.

En lo que se refiere al nivel de actividad éste se mantiene
relativamente constante durante el FPC. El cambio de FPC 4:20 a
FPE 4:20, significe que en lugar de dar un pulso de 4 horas de
luz {(de las 7 a las 11 horas) se aplicaron dos pulsos de 1 hora
de duracién cada uno; el primero de las 7 a las € y el segundo de
las 10 a las 11 horas de la mafiana: esto se hizo a partir del
quinto dia de registro y los resultados se muestran en la figura
3. De esta figura es evidente que el ERG sigue mostrando
caracteristicas circadianas (r=24) si bien su relacien o:p
aumentd a 4.36. La ultima parte de la figura 3 muestra la forma
cémo el ritmo circadiano se afecta al regresar al acocil a
condiciones de oscuridad constante. De esta situacidn es evidente
gue con respecto a la situacién previa, la amplitud (v 1la
relacion noche~dia) tienden a disminuir: el periodo aumenta (27.%
horas) y la relacion w:p disminuye (1.6). Todos estos hechos se
pueden interpretar en el sentido de una tendencia general a que
el ritmo circadianc se amortigie debido, quizid a la falta de una

saeiial sincronizadora.
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Cuando se aplica una mayor duracion de la etapa luminosa
como es el fotoperiodo 8:16, (las 8 horas de iluminacion se
aplicaron de 7 a 15 horas) la sincronizacien del ritmo es mas
evidente .La figura 4 mnpuestra un registro tipico de un
experimento con estas condiciones de iluminacidén. Se puede
observar que el periodo circadiano se ajusta con gran precision a
las 24 horas del fotoperiodo impuesto; la relacioén «:p es de 1.90
y la amplitud re}ativa del ritmo tiene valores préximos a 2. 1
cambio de FPC 8:16 a FPE 8:16, significd [a aplicacién de una
sefSal luminosa de 1 hora de duracidén de las 7 a las 8 vy otra
seffal igual de las 14 a las 15 horas. El efectc de este cambio se
aprecia en la figura 4 a partir del quinto dita del registro vy
consiste en un ligero aumento en el nivel de actividad y de 1la
relacisén c:p (2.30). E1l regreso a la condicién de oscuridad
constante se llevd a cabo a partir del octavo dia y produjo un
desarreglo del ritmo circadiano ya que se perdié¢ la regularidad
del periodo, de la amplitud relativa y de la relacidn o:e por la
misma razén que en el caso anterior.

Un hecho interesante en este registro es el que durante el
FPC el acocil puede mantener una cierta actividad oscilante al
margen de las entradas de luz y oscuridad como lo indica el hecho
de gque durante la oscuridad muestra cierta catda.

Los resultados de aplicar un FPC 11:13 (con el periodo de
iluminacién de las 7 a las 18 horas y el de oscuridad de las 18 a
las 7 de la maffana siguiente) se presentan en la figura 5.

La sincronizacién a 24 horas es casi perfecta con una fran
coincidencia entre las fases de 1luz y oscuridad con las
actividades minimas vy maximas, respectivamente. La actividad
oscilatoria, sin embafgo. sigue mostrando cierta independencia
con respecto a los ciclos L:0, vya gque la catda del ERG se
presenta antes de que se inicie la fase de 1iluminaciéen v el
aumento de actividad que se espera para la fase de oscuridad,
tambien se presenta antes de que é¢sta se aplique. En apovyo de
esta interpretacién estid el hecho de que durante la fase de
oscuridad el ERG muestra una clara tendencia a oscilar. La
aplicacion de fotoperiodos esqueleto 11:13, se llevé a cabo a

partir del cuarto dia de registro y consisti® en encender la luz



durante 1 hora de las 7 a las 8 vy de las 17 a las 18 horas. Se
puede ver en el registro que, asociada con la llegada del primer
estimulo luminoso hay una caida en la amplitud del ERG 1la cual,
sin embargo. tiende a recuperarse casi de inmediato inclusive
antes de que termine 1la primera hora del estimulo luminoso;
Durante la primera fase de oscuridad el ERG perrmanece solo
ligeramente por encima del wvalor al que cayd durante la
iluminacion previa; a partir de que se aplica el segundo periodo
de iluminacion vuelve a caer s¢lo para recuperarse de nueva
cuenta, antes de que acabe la hora que dura el estimulo y
alcanzar ya en la oscuridad, la amplitud maxima caracteristica de
esta etapa. En otras palabras: en esta situacion experimental, en
la que en un ciclo de 24 horas, s¢lo 2 son de iluminaci¢én, el ERG
es sincronizado por el FPE aplicado pero muestra un ciclo wmuy
deformado en el que, sin embargo, se puede identificar que |la
fase '"diurna” se da de 7 a 17 horas y la "nocturna” de las 17 a
las 6 horas. El regreso a la oscuridad constante produjo una
oscilacisn de la amplitud del ERG con un periodo que fue en
aumento (25.25 horas) hasta el término del registro y que nostro
clara tendencia al amortiguamiento como se deduce de la reduccioén
en la amplitud relativa mostrada (1.23).

El efecto de la aplicaci®#n del FPC 12:12 se wmuertra en la
figura 6. Se puede comprobar que con mavor exactitud gque en los
registros anteriores, este fotoperiodo sincroniza con gran
precisison al ritmo del ERG el cual muestra un periodo de 24 horas
de las cuales 12 son de actividad alta coincidentes con la fase
de oscuridad y 12 de actividad baja coincidentes con la fase de
iluminacién; esto significa que la relacioen w:p es igual a 1.S86lo
pequefias oscilaciones en la etapa de actividad alta y baja, as:
como cierto ascenso en el nivel de actividad, hacen que el ritmo
circadiano no tenga una sincronizacion perfecta con respecto al
fotoperiodo impuesto. A partir de que se inicia la aplicacién del
FPE 12:12 (lo que significa que la primera hora de iluminacion se
aplico de 7 a 8 horas y la segunda de 18 a 19 horas). el ritmo
del ERG, aunque con un periodo de 24 horas que pone de manifiesto
su sincronizacion al FPE, muestra algunas modificaciones

importantes; las mas evidentes de las cuales son el aumento de la



relacién a:p (1.45) y el incremento que muestra el ERG durante la
fase de oscuridad de 10 horas en cuanto acaba la primera hora de
iluminacion; También es evidente que 1las oscilaciones de alta
frecuencia que se notaban ya desde el FPC, persisten con la
aplicacisén del FPE. Otro hecho que hay que destacar del registro
de la figura 6 es el comportamiento del sistema circadiano del
ERG cuando el animal es dejado en oscilacién 1libre: el ritmo
retiene con toda claridad sus caracteristicas circadianas sin
mostrar amortiguamiento, muestra un incremento en su nivel de
actividad (de acuerdo con 1lo esperado de un animal nocturno
colocado en la oscuridad) y recupera el valor de 1 en la relacidn
azp.

La figura 7 muestra el efecto que tiene el FPC 13:11 sobre
el ritmo circadiano del ERG. Se puede comprobar que existe un
alto grado de sincronizacién con el FPC lo que hace que el ritmo
no sélo logre un periodo de 24 horas sino que, ademas, la fase de
actividad se lleve a cabo durante las 11 horas de oscuridad y la
de reposo durante las 13 horas de iluminacidén («:p=0.83). Por
otra parte también es claro que desde el primer ciclo en la
oscuridad hay una caida en la amplitud del ERG cercana al 154 de
la amplitud del ciclo que precede a la caida producida por 1la
fase de iluminacién del fotoperiodo y que pone de manifiesto 1lo
que parece ser una "memoria" del sistema del horario al que le
amaneclia antes de que se le aplicaran los fotoperiodos. En la
figura 6 también se incluyen los resultados de haber aplicado, a
partir del cuarto y hasta el octavo dia de registro, 1los FPE
13:11. Esto significd la llegada de un primer periodo de luz de 1
hora de duracién de las 7 a las 8 horas y de un segundo periodo
de iluminacién, también de una hora, de las 19 a las 20 horas.
Desde el inicio de esta etapa de 1la experimentacidn se pudo
comprobar que el sistema circadiano sigue sincronizado con el
periodo de 24 horas del FPE. Sin embargo, también resulta claro
que la relacidn a:p aumentd (o:p= 1.15), tal y como se esperaria
de un organismo nocturno que, como en este caso, recibe mucho
menos luz que antes. Las caidas de la amplitud de la respuesta
durante el periodo de oscuridad son ahora mas evidentes que
durante el FPC y en 1los valles (los cuales necesariamente
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coinciden con el periodo de oscuridad) aparece cierta tendencia
al crecimiento que hace que cada c¢iclo tenga una p de corta
duracisn, relativamente. Otro hecho que se evidencia en esta
etapa del registro es el acortamiento de la amplitud relativa
(1.54) que resulta de la drastica reduccién del periodo total de
iluminacién durante el ciclo de 24 horas. Al regresar a la
condicién de oscilacidén libre (lo que sucedidé a partir del noveno
dia de registro y hasta el término del experimento), se puede
observar que el ciclo circadiano muestra irregularidades tanto en
la fase de actividad como en la de reposo que recuerdan los
"iiniciclos" encontrados por Sanchez y Fuentes Pardo en 1977 en
el registro del ERG del ojo aislado del acocil. También es claro
un incremento en el nivel de actividad as{ como una reduccién en
la amplitud relativa de los ciclos.

Cuando se aplica un FPC 16:8, el ritmo circadiano del ERG se
deforma de una manera notable. La figura 8 muestra los resultados
de un experimento en el que se dio precisamente esta situacién.
Es evidente gque aun hay sincronizacisén al periodo de 24 horas.
Sin embargo, la relacidén «:p es muy baja (a:po= 0.47) y los ciclos
en los que la fase de actividad coincide con el periodo de
oscuridad (8 horas, de las 23 a las 7 horas) y la fase de reposo
con el de la iluminacién (16 horas, de las 7 a las 23 horas)
muestran, en esta ultima etapa, una clara tendencia a aumentar su
nivel de actividad desde que se inicia la fase de reposo y hasta
el momento en gque empieza la oscuridad a las 23 horas. A partir
del cuarto y hasta el séptimo dia, se aplica el FPE 16:8. Como
resultado de la reduccidén del tiempo total de iluminacién (ya que
8610 se aplicaba 1 hora de luz de 7 a 8 y otra hora mas de 22 a
23 horas en cada ciclo de 24 horas) el ritmo del ERG incrementé
grandemente su nivel de actividad as{ como su relacidn a:p la
cual llega a tener valores de 2.58. La entrada del primer pulso
de luz de las 7 a las 8 se vio siempre acompafado de la caida del
ERG y precedia al inicio del corto periodo de reposo. La entrada
del segundo pulso luminoso a las 22 horas también provocaba una
reduccién del ERG pero en esta ocasidén habia una recuperacién
inmediata hacia los valores de voltaje caracteristicos de la fase
de actividad, etapa en la que permanecia el acocil hasta las 7



horas del dia siguiente. En la ultima etapa del experimento, el
acocil es llevado a la condicién de 00. En esta condici¢én se
observa que el nivel de actividad del ritmo circadiano del ERG
muestra un incremento bien marcado, como corresponde a un animal
nocturno colocado en oscuridad constante.

También se mantiene una elevada relacién a:p (1.70), pero la
amplitud relativa de 1los ciclos muestra una tendencia a 1la
reduccién. Otros aspectos que cabe destacar de esta etapa es la
aparicidén de "miniciclos" sobrepuestos al ciclo circadiano. De
hecho al final del registro muestran gran proporcién con respecto
a la amplitud total, hasta un punto tal que el ciclo circadiano
se ve casi por completo anulado.

La figura 9 corresponde a un registro de ERG en que el
acocil recibié, inicialmente, un FPC 20:4. De hecho, las
caracteri sticas que anotibamos para el caso anterior (FFPC y FPE
16:8) se muestra aqui en forma tadavia mas acentuada. Es decir
que, durante la primera parte del experimento se mantiene 1la
sincronizacién con el FPC de 24 horas. La luz se aplicaba de las
7 a las 3 horas; y la oscuridad empezaba a las 3 para acabar a
las 7. Los periodos de actividad fueron sumamente cortos (4
horas) ya que coinciden con la etapa de oscuridad mientras que
los de reposo son de 20 horas, y coinciden con 1la fase de
iluminacidn. Probablemente debido a que el periodo de iluminacidn
es muy largo, durante el mismo se muestran oscilacigones de alta
frecuencia que sugieren una tendencia a la desorganizacion del
sistema circadiano. E1 cambio de FPC a FPE 20:4 se llevé a cabo a
partir del cuarto dia de registro y significé la aplicacién de un
pulso de luz de las 7 a las 8 y otro de las 2 a las 3 horas. La
entrada de estas dos sefiales significé la reduccién en 1la
amplitud del ERG, pero a diferencia del registro anterior (fig.
8) no es posible asociar a ninguna de ellas con el inicico de 1la
fase de reposo, pues de un ciclo al siguiente quedan tan préximos
uno de otro que parecen afectar 1l1la forma de 1los ciclos
circadianos en los que aparecen oscilaciones bastante
irregulares. Con todo y ello, sf{ se puede identificar el ritmo
.circadiano el que muestra una clara tendencia a incrementar su

nivel de actividad y una relacién a:p relativamente elevada (a:p
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= 4.0) ambas caracteristicas propias de un animal nocturno que
pasa de un fotoperiodo con mucha luz a una situacion con sdélo 2
horas de iluminacién por dfa.

Un hecho que llama la atencien en esta parte del registro es
la inversién que muestra el ritmo del ERG. Esto se traduce en que
su fase de maxima actividad se lleva a cabo hacia las 12 del dia.
De hecho 1llegar a esta inversion del ritmo parece ser el
resultado de una etapa de transicion que se dio durante los dos
primeros ciclos de FPE (fig. 9) y que 1le permite al acocil
ajustarse al mayor periodo de oscuridad (el que se da entre el
pulso de las 7 a las 8 y el de las 2 a 1las 3 horas), al que
interpreta como su ‘periodo nocturno'”. Cuando el acocil es
reintegrado a la condicién de oscuridad constante (ultima parte
de la figura 8) muestra una oscilacién de gran duracién, como se
comprueba en el registro ya que durante 2 ciclos de 24 horas,
s6lo se lleva a cabo una oscilacidén y parte de otra, 1lo que
significa que el periodo circadiano medido de valle a valle fue
de 32 horas, aproximadamente. Este incremento en el periodo de la
oscilacisén completa puede traducirse en un mero ajuste del ritmo
el que vuelve a poner en fase su maximo de actividad durante las
horas de la noche.

La figura 10 muestra un resumen de los resultados que se
describen en los parrafos anteriores. En ella se mnmuestran, en
negro, los periodos de oscuridad y con barras claras las etapas
de iluminaci¢n, tanto las fracciones luminosas de los
fotoperiodos completos en la parte izquierda de la figura como
los pulsos luminosos ae 1 hora de duracién que correspondian a
los fotoperiodos esqueleto, y que aparecen, de acuerdo con el
horario en que se aplicaron, como barras cortas y claras
dispuestas dentro de las fases de oscuridad. La zona que incluye
a los fotoperiodos esqueleto se presenta dos veces con el fin de
ver el intervalo que habia entre pulso y pulso de luz no sdélo
dentro de un mismo ciclo " sino, adem&s, entre un ciclo y el
siguiente.

Los circulos blancos con un punto oscuro en el centro
representan el momento en el que se produjo el pico maximo de
actividad promedio durante la aplicacion de los FPC; los circulos
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blancos con una cruz en el centro, representan 1los momentos en
los que se presentd, por promedio, la actividad maxima del ERG
durante la aplicacién de los FPE.

Un primer hecho que se desprende de 1l1la observacién de 1la
figura 9 es que la actividad maxima del ERG durante la etapa de
los FPC se fue presentando cada vez mas tarde, conforme iba en
aumento la duracién de la fraccidn luminosa del FPC, pero siempre
durante la fase de oscuridad.

Con la aplicacién de los FPE correspondientes a cada FPC, se
comprobé que desde el valor de 4:20 hasta el de 13:11, 1los
maAximos de actividad se presentaban a la misma hora que en los
FPC. También se puede afirmar que hasta estos mismos valores de
FPE (13:11) el wmaximo de actividad se presenta después del
segundo pulso luminoso. Sin embargo con los FPE 16:8 y 20:4, 1la
actividad madxima sufre un brusco cambio con respecto a la
direccién en que se venia dando (ver figura 10) de tal manera que
el acocil muestra ahora una actividad méaxima, a pesar de sus
habitos nocturnos, hacia las 14 horas del dia. Mas aun, esta
actividad no se lleva maAs a cabo despué¢s del segundo pulso, como
se presentaba hasta el FPE anterior sino que se da entre el
primero y el segundo de los pulsos luminosos (figura) lo que
significé que en algun momento el animal dio un "salto de fase"
con respecto a las etapas previas.
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DISCUSION

El modelo experimental con el que se trabajé muestra grandes
ventajas aunque también tiene algunas desventajas. Entre las
ventajas destaca el que el acocil es un animal del que se
obtienen fAcilmente registros a largo plazo, Vya que suele
sobrevivir aun en condiciones alejadas de 1o que se considera
optimo sin que ello afecte, de manera detectable, su capacidad de
respuesta. Evidentemente, esta gran resistencia del acocil
resulta muy valiosa para para registrar y manipular cualquier
ritmo circadiano. Otra ventaja de nuestro modelo experimental es
la relativa facilidad, desde el punto de vista ‘técnico, para
obtener y registrar la respuesta a la luz de los f{otorreceptores
visuales por medio del electrorretinograma, lo que aunado al
hecho de que en éste no hay otra participacién ajena a la de los
fotorreceptores mismos, asegura una relativa facilidad para
interpretar los resultados en forma adecuada.

Entre las desventajas, destaca, por otra parte, el hecho de
que el ritmo circadiano que se analiza es un ritmo que se obtiene
justamente de estructuras fotosensibles. Si se considera que la

luz es la sefial externa de la que se propone que posee la mayor
fuerza como sefial sincronizadora, es inevitable utilizarla cuando

se quiere estudiar el fendmeno de la sincronizacisén, pero no es
facil interpretar sus acciones sobre el ritmo de amplitud del
ERG, ya que éstas pueden quedar enmascaradas por la evidente e
inmediata accidn que tiene 1a luz sobre las ceélulas
fotorreceptoras. Es probable que por esta razén, no hayamos
encontrado en la literatura a nuestro alcance, muchos trabajos en
los que se analice la participacién de 1la 1luz en sistemas
similares, aunque, por otra parte , quizid también sea importante
hacer notar que en realidad hay gran escasez de datos referentes
a la accién sincronizadora de las sefiales fotoperiddicas sobre
cualquier ritmo circadiano. En otras palabras, en 1la literatura
abunda la informacién referente a la participacién de las sefiales
fotoperiddicas en la induccién de fendmenos dnicos como 1la
floracion (Oda, 1969; Hillman, 1964; Nanda y Hamner, 1958; Nanda
y Hamner, 1959; Hamner, 1940; Vince-Prue, 1981; Hamner, 1960;

~ey



Binning, 1960;: Hoshizaki v Hamner, 1969),. la eclosidén
(Pittendrigh, 1966; Pittendrigh y Minis., 1964) vy la diapausa
(Pittendrigh y Minis, 1971; Adkisson, 1964; Saunders, 1974) \
etc. fendmenos en los que se puede establecer o no la presencia
de un sustrato circadiano para que tales sefales fotoperidédicas
actuen, pero casi no hay informacién relativa a la accidn de las
mismas seflales sobre ritmos circadianos correspondientes a
actividades que los organismos desarrollan constantemente, a
excepcién del trabajo sobre actividad de vuelo de los mosquitos
de Taylor y Jones (1969).

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo confirman
la existencia de un ritmo circadiano en la respuesta eléctrica a
la luz de los fotorreceptores visuales del acocil. En efecto, el
registro del electrorretinograma a largo plazo y en condiciones
ambientales constantes, pone de manifiesto la presencia de
cambios peridédicos en la amplitud del ERG con valores cercanos a
24 horas, asi{i como una coincidencia de la fase de mayor amplitud
durante la noche y una relacién entre los periodos de actividad y
de reposo (relacién a:p) mayor de 1, caracteristicas todas ellas
gue corresponden al ritmo circadiano de un animal nocturno
(Aschoff, 1960).(Figura 2).

Una vez comprobada la existencia del ritmo circadiano del
ERG se estd en condiciones de someter a la prueba experimental su
capacidad para ajustarse a las condiciones ambientales que se le
impongan, sabido como es que una caracteristica esencial de los
ritmos circadianos es 1la de ser sincronizados por seRales
externas, en particular, por la alternancia de periodos de 1luz
con periodos de oscuridad. Fue por ello que los acociles se
colocaron bajo distintos regimenes de luz y oscuridad (los
fotoperiodos completos, FPC, seguidos de los correspondientes
fotoperiodos esqueleto, FPE). Un hecho que reviste particular
importancia es el que la luz siempre se haya encendido a la misma
hora , lo que significa que al acocil siempre le "amanece” a las
7 de la mafana. Un poco mas adelante se discutira el efecto que
tuvo esta maniobra experimental asi como una posible
interpretacién del mismo.

En todos los casos se comprobéd el gradoe de ajuste que
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muestra el ritmo circadiano a las distintas fases de luz vy
oscuridad que le son aplicadas (ver figuras Q a 9), tomando como
referencias basicas los cambios de periodo, de relacién a:p y de
amplitud relativa que muestra el ritmo, Sin embargo, es necesario
hacer una aclaracién importante referente al significado de este
ajuste ya que el ritmo circadiano con el que se trabaja se
registra de estructuras sensibles a 1la luz como son los
fotorreceptores visuales. Esto significa que siempre que hava luz
en el ambiente se tiene derecho a esperar que la amplitud del ERG
sea baja, y que cuando haya oscuridad ésta se incremente lo «que,
evidentemente, puede enmascarar la posible participaci$én de 1la
luz en los fenémenos de sincronizacién del correspondiente ritmo
circadiano (Aschoff y von Goetz, 1988). El criterio que se aplicd
para distinguir entre los cambios de amplitud del ERG debidos a
la sensibilidad a la luz propia de los fotorreceptores o a una
verdadera sincronizacién del ritmo circadiano a la frecuencia de
la alternancia luz-oscuridad, consiste en medir los efectos de
los FPC y de los FPE sobre 1las caracteristicas del ritmo
circadiano no s&lo durante los dias en gque son aplicados, sino
también una vez que el animal ha sido regresado a condiciones
ambientales constantes. Es decir que en el caso de que los FP
hubieran actuado como seflales sincronizadoras tendr{amos derecho
a esperar que el organismo retuviera o "recordara" los efectos de
la aplicacién de los FPs a los que se vio recientemente sometido.
Otro criterio para detectar una posible accidn sincronizante de
los FPs, particularmente de los FPE, se basa en 1la naturaleza
misma de éstos. En efecto, cuando se aplica un par de sefales
luminosas de corta duracidn al principio y al final de 1lo que
corresponderia al tiempo de iluminacién del respectivo
fotoperiodo completo, se produce siempre una disminucién en la
amplitud del ERG consecutiva al estimulo luminoso. Sin embargo el
periodo comprendido entre una y otra sefales luminosas ez de
oscuridad, lo que necesariamente lleva a un incremento en la
amplitud del ERG. El criterio al que aludimos consiste en medir
qué tanto aumenta el ERG durante el lapso de oscuridad entre los
dos estimulos, de tal manera que si el voltaje del ERG no alcanza

los valores a los que llega durante "la fase nocturna”, es decir,
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ya que junto con el ajuste del periodo circadiano a las 24 horas
que dura cada uno de estos regimenes de luz ¥y oscuridad, se
encuentran los incrementos en la relacidén a:p y en la amplitud
relativa del ritmo correspondientes a la duracion que tiene 1la
fase de iluminacién de los correspondientes fotoperiodos
Evidentemente, los incrementos a los que se alude son mayores con
los fototopericdos esqueleto que con los fotoperiodos completos,
lo que refuerza la interpretacion del seguiniento de la regla de
Aschoff para los animales nocturnos, por parte del acocil.
También en estos des cascs se debe destacar el hecho de que con
todo ¥y que el ajuste a los FPC y FPE es muy <claro, el ritmo
parece expresarse en forma independiente de las condiciones de
iluminacién y seguir su propia trayectoria ya que es frecuente
observar caidas en la amplitud del ERG durante las fases de
oscuridad e incrementos en la misma durante las fases de
iluminacién este hecho es particularmente evidente en los
experimentos con FP 11:13 en los que se ve con toda claridad un
aumento en la amplitud del ERG inmediatamente despuées de la
aplicacisén del estimulo luminoso, aumento gue persiste hasta en
momento en que vuelve a aplicarse el siguiente estimulo. A pesar
de este aumento del ERG en la oscuridad comprendida entre las dos
sefNales que delimitan el FPE el acocil esta en etapa de reposo ya
que la amplitud del ERG queda claramente por abajo de la qgue se
obtiene durante el periodo de oscuridad propiamente dicho. Un
hecho que llama la atencién de los registros de los acociles
estimulados con estos dos fotoperiodos, una vez que han regresado
a oscilacidén libre, es la tendencia del animal a ir cambiando su
fase de actividad m&xima hacia las horas del dia, como si fuera
modificando poco a poco sus hAbitos de nocturnos a diurnos. No es
facil dar una interpretacién clara a este hecho vy sélo 1lo
consignamos por ahora, para regresar a ¢l un poco més adelante.
Los fotoperiodos completo y esqueleto 12:12, son los
fotoperiodos ante los cuales el conportamiento del sistema
circadiano se aproxima mas a lo que se espera de un ritmo
endégeno totalmente sincronizado por una seffial exdgena, es decir,
que no sélo su periodo es exactamente de 24 horas, s8ino que su

relacién a:p es de 1 y la amplitud relativa del ritmo no difiere
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mayor cosa de los valores que muestra en oscilacién libre (si se
excluye la catda del ERG asociada con la entrada del estimulo
luminoso). Su actividaad maxina coincide con las horas
comprendidas entre la 17 y las 6 horas y la mninima se presenta
entre las 7 y las 17 horas. S¢lo la presencia de oscilaciones de
alta frecuencia sobrepuestas en la actividad de 24 horas, ast
como la tendencia a que se presente gran nivel de actividad una
vez que se¢ ha terminado la aplicacién de cada una de 1las dos
horas de iluminacion correspondientes al FPE, acusan un cambio
entre lo que serfa un ritmo circadiano bien ajustado a una sefal
externa y la expresién de un ritmo circadiano en oscilacidn
libre. Un hecho que cabe la pena resaltar de estos resultados es
el que se refiere a las caracteri{sticas que muestra el ritmo
circadiano una vez que el animal ha regresado a las condiciones
constantes de iluminacién (que en todos los casos fue de
oscuridad constante). En este caso el animal retiene las
caracteristicas que muestra su ritmo circadiano durante la
estimulacién fotoperisddica previa en 1lo que se refiere al
periodo y la relaci®n a:p. S4lo el nivel de actividad muestra el
aunento que se esperaria de un animal nocturno colocado en
oscuridad. Estos cambios mninimos durante y después de la
aplicacién de los FPC y FPE 12:12 sugieren que los FP 12:1Z
representan una condicidén externa 4ptima para la sincronizacidn
de los ritmos circadianos. En linea con esta interpretacién esté
el hecho de que durante el regreso a la condicién de oscilacidén
libre el animal parece "recordar" algunos fendmenos que se
presentan durante la aplicacion de los fotoperiodos citados como
es el caso de una actividad alta que se presenta a intervalos
determinados coincidentes con lo que era el momento siguiente a
la aplicacién de la hora de iluminacién de los fotoperiodos
esgueleto (figura 6)

Ante los FPC y FPE 13:11 el ritmo circadiano muestra también
gran estabilidad y junto con un seguimiento claro de ambos FPs,
en oscilacisdn libre sdélo parece haber una pequefia reduccidén de
la relacién a:p con respecto a la que muestra el animal durante
la estimulacién fotoperiddica. También en este caso el animal

parece "recordar" el momento en que terminaba la estimulacisn con
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la sefial iuminosa de 1 hora (la que provoca una calda del- ERG
seguida por un incremento en &ste), ya que cuando el animal ha
sido regresado a la oscuridad constante nuestra cierta reduccidén
del ERG seguida de un pequeffo incremento en el mismo, a la misma
hora en que esto sucedf{a durante la estirnulacidén fotopericdica.
También es evidente que 13 hores de iluminacidén en un ciclo de 24
horas inducen cierta tendencia a una disminucién en la
organizacién que mantienen los osciladores que subyacen al ritmo
del ERG, la cual se hace palpable en la condicion de oscuridad
constante durante la cual emergen occilaciones de relativamente
alta frecuencia sobrepuestas a las circadianas, disminuye la
amplitud del ritmo y, como ya se mencions, se reduce la relacidn
asp. 3

Con el FP 16:8 el ERG muestra cambios en la amplitud de
acuerdo con la entrada y 1la salida de 1luz (los que pueden
corresponder a un seguimiento pasivo de la luz por parte de los
fotorreceptores, como ya Sse discutis en otro momento) ,
modificaciones en la relacién a:p cuando son transferidos del FPC
al FPE, de acuerdo con lo esperado de un animal nocturno al que
se le cambia la condicién de iluminacion de 16 horas a sélo 2 en
24, y, sobre todo, dos momentos de gran actividad durante la
aplicacioén del FPE. E1 que se muestre este fendmeno que se conoce
cono de "biestabilidad" (Pittendrigh y Minis, 1964, 1971) se
traduce, necesariamente en una alteracién nuy grande del sistema
circadiano durante la llegada de los FPE ya qQue el animal parece
no reconocer cuil de los dos intervalos de oscuridad (el que se
da entre las 8 de la mafiana y las 11 de la noche o el que hay
entre las 12 de la noche y 1las 7 de. la mafana) corresponde
realmemnte a lo que es su tiempo de actividad lo cual lleva al
acocil a presentar dos fases en las que es muy alto el voltaje
del ERG. El regreso a la condicidén de oscilacién l1libre muestra
pequefias alteraciones en el ritmo que sugieren una tendencia a
recuperar las caracteristicas esperadas del ritmo circadiano de
un animal nocturno libre ya de sefiales exdgenas que le perturban.
Como es de esperarse cuando el FP es de 20:4, el ritmo circadiano
se muestra altamente deformado con respecto al ajuste que muestra

ante otros fotoperiodos en los que la fotofraccién del ciclo de
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24 horas es menor. Una de esas alteraciones es €l bajo valor de
la relacién a:p que se reduce notablemente durante el FPC para
incrementarse hasta mostrar un valor de mias de 4 cuando se pasa
al acocil al FPE. De hecho en esta etapa ocurre algo
particularmente importante: el acocil invierte por completo su
fase de amplitud maxima y se comporta como si fuera un animal
diurno ya que los valores de mayor voltaje se presentan hacia el
nedio dia. Este hecho corresponde, en realidad a un "salto de
fase" de acuerdo con la denominacién de Pittendrigh (Pittendrigh,
1960; Pittendrigh y Minis, 1964; Pittendrigh y Minis 1971) y pone
de manifiesto que ante la aplicacién de fotoperiodos esqueleto en
los que la duracién de la etapa de oscuridad del inicio al
término del fotoperiodo es menor que 1la de término de un
fotoperiodo e inicio del siguienta2, el animal escoge este dltimo
intervalo de oscuridad para r¢-xpresar su maxima respuesta
asegurando de esta manera el que sus noches tengan una ‘''duracidén
mninima". El poner al acocil en oscilacién 1libre confirma las
predicciones que se podrf{an adelantar acerca del comportamiento
de un animal nocturno que regresa a la oscuridad después de haber
pasado por dos etapas de sucesiva reduccién de luz: inicialmente
el ritmo muestra un incremento en la amplitud relativa y en 1la
relacisén a:p mientras que la oscilacidn libre se acompafié¢ de un
reajuste de la fase de actividad que volvié a presentarse por la
noche después de que la oscilacisn mostré un periodo muy largo,
cercano a las 32 horas.
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CONCLUSIONES

En resumen, los datos que se presentan en este trabajo
permiten asegurar que en el acocil, el ritmo circadiano de
amplitud de 1la respuesta a 1la luz de los fotorreceptores
visuales: 1)} es susceptible de ser sincronizado por la aplicacidn
de seffales fotoperiédicas externas en las que la duracién de la
fraccién luminosa puede ser desde 4 hasta 20 horas; 2) es
susceptible de ser sincronizado por los fotoperiodos esqueleto
correspondientes a 1los fotoperiodos seffalados en el inciso
anterior; 3) durante la deteccidn de los fotoperiodos esqueleto,
el acocil cambia su fase de actividad maxima cuando recibe un
fotoperiodo esqueleto en el gque el tiempo de oscuridad es mayor
de término de un fotoperiodo a inicio de otro que de inicio a
término de un mismo fotoperiodo. El cambio de fase se suele
presentar en forma de salto y asegura para €l acocil que su noche
tenga una duracién minima (Figura 9)
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CORNEA,

CELULAS RETICQLARES

FIBRAS OPTICAS PRIMARIAS

LAMINA  GANGLIONAR
QUIASMA EXTERNO.

MEDULA EXTERNA. QUIASMA INTERNO.

MEDULA INTERHA.

MEDULA  TERMINAL

o4 INTERNEURONAS,
MOTONEURONAS.

SEQMENTO DISTAL »
DEL TALLO OCULAR,

GUENTO PROXIMAL
DEL TALLO OCULAR,

Fig. 1. Esquema que representa la estructura anatémica del ojo
compuesto de un crustaceo , asi como 1la relacién entre sus
diferentes elementos estructurales.
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Fig. 2. En esta figura Se muestra un registro a largo plazo de 1la
actividad electrorretinografica del acocil. Se representa el
curso temporal de la amplitud de la respuesta eléctrica a la luz
de 1los fotorreceptores visuales (ERG), durante S dlas
consecutivos, en condiciones constantes de oscuridad \'4
teaperatura (13t1°C). El eje de las ordenadas corresponde al
valor de la amplitud del ERG en milivoltios (mV) y el eje de 1las
abscisas al tiempo externo (en horas).
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Fig. 3. Se observa el curso temporal del ritmo circadiano del ERG
bajo condiciones de sincronizacién con el fotoperiodo completo
(FPC) 4:20, representado por espacios claros (luz) y barras
oscuras {oscuridad) . seguido del fotoperiodo esqueleto
correspondiente representado por dos lineas claras (que indican 1
hora de luz cada una) separadas por un espacio oscuro que sefiala
la oscuridad; con una duracién de 3 y 4 ciclos respectivamente.
La barra oscura continua indica la condicién de oscilacién libre
(oscuridad).
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Fig.4. Corresponde al registro del ERG bajo el efecto de 1la
sincronizacién con el fotoperiodo 8:16 y el fotoperiodo esqueleto

correspondiente.



ERG mv

6 farm MRS - .. - o - B N PR

~Sast. -~ ey et (AN o e, S T

— * - RO oo "ol RPN — -~
4] e - - . A . o 5
0 -~ .t . . .
1 ~ 2 . .
o
= 2 > fal 2 24 & 4 4 B
TEMPO{horos!

Fig. 5. Se representa la sincronizacién con el fotoperiodo
completo 11:13, seguido del correspondiente fotoperiodo esqueleto
y finalmente la oscilacién libre.
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Fig. 6. En esta figura se representa el efecto del fotoperiodo

completo 12:12 ,se observa claramente la tendencia del nivel de
actividad a incrementarse durante esta fase aunque se mantiene

constante durante la aplicacién del FPE correspondiente.
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Fig. 7. Efecto de 1la sincronizacisén con el FPC 13:11 y su
correspondiente PFE seguido de oscilacién libre. Se puede
comprobar que existe un alto grado de sincronizacisn con el FPC y
que se mantiene durante el FPE.
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Fig. 8. Sincronizacién con el fotoperiodo 16:8. Se observa que
a pesar de ser sencronizado al periodo de 24 horas hay una clara

tendencia en el nivel de actividad a aumentar des
la iluminacien. Durante el FPE en el primer cticlo
ambigiiedad en cuanto a la fase se maxima activida
puede distinguir hasta el tercer ciclo., quedando

en el espacio mayor de oscuridad.
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éig. 9. Corresponde a la sincronizacién con el FPC 20:4. Las
caracteristicas sefilaladas para la fig. anterior son aqui todavia
mas marcadas, el periodo de actividad esta muy reducido {(a:p= 4}).
Durante el FPE el reajusta del ritmo es mas rapido presentandose
la inversion de la fase de actividad hacia el espacio mayor de
oscuridad desde el segundo ciclo, con una tendencia marcada a
incrementar el nivel de actividad.
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Fig 10. Representa a manera de resumen los resultados descritos
en las figuras anteriores. Se incluye solamente el promedio de 1la
fase de maxima actividad del ritmo durante la aplicacién del FPC
{cifrculos blancos con un circulo oscuro en el centro) en la parte
izquierda de la figura y la fase de maxima actividad durante 1la
aplicacién del FPE (circulos blancos con una cruz en el centro)
en la parte central y derecha de la figura. De aqui se desprende
la equivalencia de los fotoperiodos esqueleto con respecto a los
FPC hasta el fotoperiodo 13:11 y el "salto de fase" para los
fotoperiodos mayores que permite ajustar el ritmo hacia la noche

subjetiva mayor.
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