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PREFACIO

Los seres vivos han manifestado mediante muchos de sus
procesos fisiolégicos que son capaces de medir el tiempo externo.
La floraci6n, diapausa, reproduccién, etc.., son ejemplos de estos
procesos que evidencian la percepcitn temporal de las especies.
Sinembargo, parecia evidente que estos fendmenos no eran sino
respuestas claras de los organismos a la periodicidad det am-
biente. Esta idea permanecié hasta principios del siglo XVIII
cuando Jean Jacques d'Ortuis de Mairan, observé que el
movimiento de abertura y cierre de ias hojas del heliotropo
p independi de las condiciones ambientales
externas (Reinberg y Smolensky, 1993). Es decir, la planta segufa
manifestando este ritmo a pesar de encontrarse aistada de la luz.
A partir de entonces, muchas han sido las pruebas aportadas que
apoyan la existencia de relojes biolégicos como sistemas de
medicién del tiempo, sin embargo, el conocimiento de estos
sistemas dista mucho de ser pleto y el limieato del
desarrollo y organizacién de los relojes biol6gicos dara
informacién bésica acerca de estos fen6menos, la cual a su vez
tiene amplias perspectivas en aplicaciones posteriores debido a
los procesos fisiol6gicos implicados en ello, como lo son el
crecimiento y [a reproduccién.
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TABLA DE ABREVIATURAS

ANDEVA ANALISIS DE VARIANZA DE UNASOLAVIA

CRF
ERG
FF
HA
HDP

SNC

CURVA DE RESPUESTA DE FASE
ELECTRORRETINOGRAMA
FASE FOTOINDUCIBLE
HORMONA ANDROGENICA
HORMONA DISPERSORA DE PIGMENTOS
HORMONA ESTIMULADORA DE LAS
GONADAS

HORMONA FEMENINA

HORMONA INHIBIDORA DE LAS
GONADAS
HORMONA INHIBIDORA DE LA MUDA
HORMONA DE LA MUDA (ECDISONA)
CABALLOS DE FUERZA

HORMONA LUTEINIZANTE
LUZ-OBSCURIDAD
LONGITUD TOTAL

ORGANO X-GLANDULA SINUSAL
ORGANO Y

PESO

RELACION PESO/LONGITUD TOTAL
RITMO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
LONGITUD TOTAL EN HORAS

DEL PERIODO EXTERNO
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Con el fin de investigar si existe una posible relacifn entre los
procesos rftmicos y la inducci6n fotoperiédica se determiné el
efecto de diferentes fotoperfodos sobre el crecimiento,
maduracién sexual y gonadal del acocil Procambarus clarkii
(durante su desarrollo) asf como la influencia de cambios en el
encendido y apagado de la luz sobre estas mismas variables. Los
regimenes de luz-obscuridad (LO) utilizados fueron: LO 12:12,
12:12 con pulsos de luz, 16:8 con pulsos de obscuridad, 8:16 con
pulsos de luzy obscuridad cc Se midieron scinanain
1a longitud total (LT), pesa (P) y larelaci6én P/LL. En el momento
en el que tanto la talla como el desarrollo de caracteres sexuales
secundarios lo indicaron, se extrajeron las gonadas y se
procesaron histol6gicamente para observar la madurez alcan-
zada.

Los resultados indican que los pulsos de luz s6lo inducen la
maduracién gonadal. Los animales de las condiciones 12:12 y
12:12 con pulsos de luz mamt'esldron el mayor crecimiento y

duracion dal r te. Los resultados se dis-
cutieron en funcion de la posible existencia de una fase fotoin-
ducible hacia el final de la noche subjetiva y 1a posibilidad de que
este fen6 tenga un circadiano.
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: s . ___lugo-Pérez, CM. y O. Castanén-Cervantes, 1993.

1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES SOBRE
FOTOPERIODISMO.

Directaoindirectamente los organismos responden ala influen-
cia periédica de los cambios de rotaciény traslacion de 1a Tierra
y por lo tanto de la luz. Esta influencia se¢ manifiesta en el
ambiente natural como ciclos de luz-obscuridad que son siempre
aproximadamente de 24 horas y que tienen efectos evidentes
sobre los sistemas vivos. Laos procesos tisiologicos de virtual-
mente todos los organismos, con excepcin de las bacterias y las
cianobacterias muestran oscilaciones periédicas (Pittendrigh y
Minis, 1964). El concepto de fotoperiodismo tiene su origen en
1920 en un trabajo de Garner y Allard, Actualmente la literatura
sobre fotoperiodismo en animales es amplia y 1a mayorfa de los
trabajos se han realizado en aves ¢ insectos. En estos tltimos, el
fotoperfodo ha sido implicado en la regulacién del metabolismo,
crecimiento, induccién de la diapausa, diferenciacion y
S e gametogénesis (Aiken, 1969).

Tradicionalmente ha existido cierta confusion sobre los concep-
tos de fotoperfodo y fotoperiodismo. La tendencia actual es a
definir al fotoperfodo como la porcion luminosa de un ciclo
consistente de una fase de luz y otra de obscuridad

. {escotoperioda). Por su parte el término de fotoperiodismo se
refiere al efecto de los ritmos ambicentales periédicos sobre los
procesos fisiol6gicos de los organismos (Aiken, 1969), Es evi-
dente que muchas funciones dependen de la cantidad de luz que
reciben los organismos, asf como del momento en que ésta les
llega (Corona- Garcia, 1993). De las longitudes relativas de las
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fases de luz y obscuridad propias de cada dia y variantes durante
10s 365 dfas del ano, los organismos obtienen Ja informacién que
requieren paraajustar sus funciones a determinada época del afio
(Binkley, 1991).

1.2 RELOJES BIOLOGICOS Y
RITMOS CIRCADIANOS.

En biologfa, un ritmo es definido como un fenémeno que se
presenta con una frecuencia temporal determinada. Los ritmos
son evidentes en la naturaleza en una gama inmensa de formas
de vida, desde organismos unicelulures hasta plantas y animales
superiores. Estos ritmos se manifiestan de muchas formas, pero
en general, como eventos fisiolégicos y etol6gicos que evidencian
el funcionamiento de uno o varios sistemas de medicién del
tiempo.

Asf, vemos por ejemplo, como un ser humano manifiesta un
ritmo de sueno-vigilia, que se repite aproximadamente cada 24
horas; del mismo modo en que un ave o un insecto presenta
anvalmente uno o varios desplazamientos migratorios. Este tipo
de eventos al igual que otros {reproduccion, menstruacion, tor-
por, hibernacién, floracién, frecuencia respiratoria, frecuencia
cardfaca, etc.), son ritmos biol6gicos, los cuales estin deter-
minados genéticamente, y que a la vez son suceptibles de ser
sincronizados o alterados de mancra exégena por factores tales
como la temperatura, laluminosidad, el estrés, etcétera (Aschoff,
1981).

De mancra general, los autores coinciden en clasificar a los
ritmos biolGgicos en tres categorias diferentes en funcién a su
frecuencia (el inverso del perfodo). Estos son: Ritinos in-
fradi , circadi y ultradi; (Aschoff, 1984).

12.1 RITMOS INFRADIANQS - Ritmos que tienen un periodo
mayor a 24 horas aproximadamente. Los ejemplos de este tipo de
ritmos son amplios tanto en animales como en plantas. P ej, la
floraci6n, diapausa, migracién y ciclos reproductivos estacionales
0 anuales.

INTRODUCCION -
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122 RITMOS ClRCADlANOS Ritmos con una perfodo de

repeticién de 24 horas. P. ej., el ritmo de
actividad- reposo enlos animales. Son preci estos ritmos
los que mayor interés han despertado ya que se ha trnlado de

su end icidad y su sincroni con aq
factores externos que bién se repiten aproximad una
vez cada 24 horas (ritmos geofisicos debido a la rotaci6n de la
Tierra).

123 RITMOS ULTRADIANOS.- Ritmos que se repiten con un
perfodo menor a 24 horas. P. ¢j,, ¢l ritmo cardfaco y el parpadeo,
etc. Se ha sugerido que estos ritmos podrian ser ¢l sustrato de los
ritmos circadi ya que el acoplamiento de osciladores de alta
frecuencia favorecerfa el surgimiento de un ritmo circddico
(Winfree, 1967) por un proceso de desmultiplicacion de frecuen-

cia.
Los sistemas biolégicos son cap dem su ritmicidad
ain en condici ambientales lo cual indica que los

mecanismos gencradores son de naturaleza endégena. El sig-
nificado funcional de estos ritmos es variado. En general, ejercen
una accion adaptativa de indole anticipatoria, que optimiza ia
rclacién temporal entre el nivel de la actividad fisiolégica y las
condiciones energéticas ambientales (Aréchiga, 1976). El ciclo
de 24 horas parece ser la unidad de c6mputo para los ritmos
biol6gicos, de ahf la importancia de su estudio.

1.2.4 CARACTERISTICAS DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.

Como ya se mencion6, una de las caracteristicas mds importan-
tes de estos ritmos es que persisten adn en condiciones ambien-
tales {c i6n espontdnea). La demostracion de l1a
naturaleza endégena de los ritmos circadianos ha sido un
problema de dificil solucién dadas las limitaciones técnicas para
aislar a los sistemas bioldgicos de todas las influencias ambien-
tales. Sin embargo ya existen bases para probar la naturaleza
endbgena de estos ritmos y su acoplamiento con los ciclos am-
bientales.

INTRODUCCION 4




" 1.2.4.1 SINCRONIZACION DE LOS RITMOS
CIRCADIANOS.
Los ritmos circidicos presentan la caracterfstica de ser
endGgenos, pero su manifestacién puede ser sincronizada por
factores exGgenos peridicos y constantes como la luz o la
temperatura, es decir que hay una fuerte influencia def ambiente
en su manifestacién. Recientemente se ha propuesto a la
alimentacién como un efectivo agente sincronizador en el ritmo
motor del acocil (Ferndndez y Aréchiga, 1988).

1242 LONGITUD DEL PERICDO.
Es bien conocido que el perfoda de un ritmo circadiano se. altera

al sc acondiciones de ascilacion espc
do ligeros adelantos o atrasos (uun ientos o alarg:
en rel con los camt ales. Result eVIdente la

importancia de esta propiedad como argumento para fundamen-
tar la naturaleza end6gena de estos ritmos, que de hecho, deben

a ella tal denominacién. La longitud del perfodo circddico
descrita en Jos distintos s biolGgicos varfa de 20 2 29 horas
{Aschoff, 1981).

1243 AMPLITUD DE LA OSCILACION.

En condicione: los ritmos circdicos se
mantienen durante lapsos que van desde unos cuantos ciclos
hasta varios meses, para finalmente desaparecer despues de una
etapa de amortiguaci6n graduat.

1.2.4.4 REESTABLECIMIENTO DEL RITMO.

Si al cabo de un lapso de oscilacién en condiciones constantes,
y una vez que el ritmo se ha amortiguado por completo, se aplica
un estimulo aperi6dico, fa fluctuacién circidica reaparece, en
fase con la aplicaci6n del estimulo (Aréchiga, 1976).

124.5 EFECTO DE LA INTENSIDAD LUMINOSA.

El per(odo y la velocidad de osmlacnbn de un mmo circadiano
en oscil esp estan direc { dos con Ja
intensidad luminosa a la que estén expuestos. Aschoff (1960),
demostr6 que con altas intensidades de luz se acorta el perfodo
en organismos diurnos y se alarga en nocturnos. Mientras que el
tiempo de actividad en un animat comparado con su tiempo de
reposo (relacitn alfa/rho), es mayor en animates diurnos y menor
en noctumos. Asf estableci6 la "Ley de Aschoff™.

INTRODUCCION 3
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1.2.4.6 COMPENSACION DE LA TEMPERATURA,

Los ritmos circadianos se manifiestan sin mostrar diferencias
notables en un .\mpho rango de temperaturas, Esto sugiere la
exi: de s compensadores a los cambios en la
temperatura que manifiestan la independencia de los relojes
circadianos a los cambios térmicos; sin embargo el mecanismo
exacto de compensacién de temperatura no ha sido muy bien
entendido (Sweeney y Hastings, 1960).

1.2.5 MECANISMOS FISIOLOGICOS DE LOS RITMOS
CIRCADIANOQOS EN LOS CRUSTACEOS.

El andlisis de los mecanismos fisiol6gicos que subyacen a los
ritmos circadianos de los crustdceos es bastante fimitado, Los
aspectos mis estudindos a este respecto se refieren a la
localizacién de los marcapasos circadianos, la localizacién de las
vfas de sincronizacién y el andlisis del mecanismo del posible
acoplamiento de osciladores.

1.2.5.1 LOS MARCAPASOS CIRCADIANOS EN LOS
CRUSTACEOS,

Dos han sido los 6rganos principaies propuestos como or-
ganizadores de la ritmicidad circadiana de los decépodos: el
ganglio supraesofdgico y el pedinculo ocular. El pedinculo
ocular fue el primer candidato sugerido como sitio de generacién
de la ritmicidad circadisna en crusticeos, ya que su lesién o
ablacién provoca la alteracién del Ritmo de Actividad
Locomotora (RALM) en el acocil (Page y Larimer, 1975). Otra
razon para considerar al pediinculo ocular como el sitio de
generacién de los ritmos ¢s el hecho de que los primeros ritmos
identificados en los crustdceos fucron los de la posicion de los
cromatsforos, la actividad metabélics y la locomocién. Estas

fi estén infl iadas por las hormonas producidas en el
pediinculo ocular en el cual se nlola ¢l complejo 6rgano X-
l4ndula sinusal p ) de ap 1 entre 100y 150

neuronas, que sintetizan, almacenan y liberan neurohormonas
responsables entre otras funciones de los niveles de glucosa en
hemolinfa, 1a posicion del pigmento distal y proximal de la retina
que se refleja en la amplitud del electrorretinograma (ERG),
RALM y en cromatdforos tegumentarios (Aréchiga, et al. 1992).
Otro criterio utilizado para establecer la existencia de un mar-
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capasos en el pedunanlo ocularhas:do Ia presencm de ritmicidad
circadi en condi de in vitro, que esta
respuesta difiere un poco de la registrada para el animal intacto
(Aréchiga, et. al, 1973).

En lo que respecta al ganglio supraesofdgico se sabe que se
encuentra concmdo a través de los nervios 6pticos con ambos

d [ do como un si integrador de la

ritmicidad de varios procesos. En este caso también se ha obser-
vado la alteraci6n del RALM (Aréchiga, et al. 1976) y del ERG
(Page y Larimer, 1975A) al lesionar o ablacionar el ganglio
supmcsoféglco

Los el s celulares resp bles de la generacién ritmica
en el ganglio supraesof4gico ain no han sido localizados.

1.2.5.2 VIAS DE SINCRONIZACION,
E:uslc escasa informacion sobre los receptores y vias de
i6n r bles de la ritmicidad circadiana de los
crusticeos. Remenlememe. Fuentes e Incldn (1987), reportaron
que el sexto ganglio abdominal del acocil es capaz de poner en
fase el ritmo de amplitud dei ERG del acocil. Laliberacién de la
Hormona Dispersora de Pigmentos (HDP) a purtir dei talio
ocular del acocil esdisparada por un reflejo neurocndocrino. Este
reflejo es iniciado por la acci6n de la luz sobre el sexto ganglio y
asf es ampliamente distribvido en el sistema nervioso central
(Aréchiga, et al., 1985).

1.2.5.3 ACOPLAMIENTO DE OSCILADORES.

Este es uno de los aspectos menos conocidos de la fisiologfa de
los ritmos circadianos. Para los crustdceos, 1a evidencia sugiere
que los mecanismos fisiol6gicos por los cuales se organiza el
acoplamiento interno de osciladores es miltiple e indirecto. Los
mecanismos que controlan la actividad de las neuronas respon-
sables de 1a Jocomoci6n en los crusticeos se mantiencn afn

idos. Las mc involucradas en la locomocién
estan bajo la influencia de agentes neurchumorales. Estos agen-
tes podrfan ser la causa del acoplamiento interno de los ritmos
(Aréchiga, et al., 1992). Otros autores (Fanjul-Moles, er al., 1987,
1992) han sugerido el acoplamiento de osciladores mediante
mecanismos de regulacién neural y endociina para otros ritmos
como el ERG.

INTRODUCCION 7




L‘ugo-Péraz,QA y O. Castaion-Cervantes, 1993.

1.3. RELACION ENTRE EL
“FENOMENO FOTOPERIODICO Y
LOS RITMOS CIRCADIANOS.

La periodicidud ambicntal sec manifiesta a través de los
fenémenos relacionados con ¢! movimiento de rotacién y
traslacién de la Tierra, los cuales implican la presencia de dos
periodos bien marcados, uno de luz y otro de obscuridad que van
cambiando a truvés del afio. Asociados a estos, también se
manifiestan ciclos de temperatura, y ambos sincronizan los ritmos
circadianos end6genos de los organismos. Esta relacién entre el
fenémeno fotoperiGdico y los ritmos circadianos se ha estudiado
adistintos niveles, proponiendo explicaciones sobre los procesos
implicados en esta interaccion.

En este sentido, Pittendrigh (1964), sugiri6 un doble papel de la
luz, no s6lo como sincronizador, sino adem4s como un factor
inductor de ciertos procesos ritmicos, ya sea alargando su perfodo
o no a la fase escotdpica, Otra manera de demostrar la estrecha
relacién entre ¢l fotoperiodismo y los ritmos circadianos, es la
capacidad que estos ticnen de sincronizarse mediante la
aplicacion de fotoperfodos esqueleto, en los cuales se aplica un
pulso de luz de una duracién determinada y horas después se
aplica otro, siendo interpretados por e} organismo como el
amanecer y el anochecer, sincronizéndose a ellos (Pittendrigh y
Minis, 1964). Esto pone de manifiesto fa importancia del momen-
to en el que incide la luz sobre una cierta fase sensible en el
marcapasos circadiano, Otra forma de mostrar la influencia de la
luz como una senal de tiempo cn el sistema circadiano de los
organismos es mediante la Curva de Respuesta de Fase (CRF),
en la cual se pueden evidenciar atrasos o adelantos en los ritmos
de los organismos sometidos a un régimen de luminosidad (luzu
obscuridad) constante, dependicndo directamente del tiempo
circadiano en el que se aplica un pulso de luz y del hébito
nocturno o diurno del animal. Es decir que un ritmo circadiano
en condiciones de oscilacién espontdnea experimenta una
correccién entre el perfodo del sincronizador y el del marcapasos,
al ser sometido este Gltimo a un estimulo determinado. Esta
correccién se expresua como un adelanto o atraso en el periodo
del ritmo (Moore-Ede, er al. 1982). Adelanto o atraso que es
precedido por una perturbaci6n transitoria de mayor o menor
duracion,

INTRODUCCION 8
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El descubrimiento de las caracterfsticas de la CRF en los sis-
temas circadianos, ha contribufdo significativamente al enten-
dimiento de c6mo los ciclos de LO y otras sefales de tiempo
sincronizan los marcapasos circadianos de un animal, evidencian-
do asf la relaci6n entre el fen6meno fotoperi6dico y los ritmos
circadianos.

Un ejemplo de lo anterior lo constituye un trabajo de H.S.
Greening y RJ, Livingstone (1982) quienes describen los cam-
bios en la comunidad de invertebrados epibent6nicos de los
pastos marinos durante los periodos de dfay noche, argumentan-
do importantes diferencias en los comp dela idad
como un cambio adaptativo debido a Ia presencia o ausencia de
depredadores, la cual es consecuencia del habito de los mismos
¥ que esté sincronizada por el ciclo de luz-obscuridad.

1.4 INDUCCION FOTOPERIODICA
SOBRE LA FUNCION
REPRODUCTORA EN LOS
ANIMALES.

La inducci6n fotoperi6dica se ha tratado de explicar mediante
la propuesta de tres modelos diferentes de relojes biolégicos
encargados de la medicién del tiempo externo e interno. Estos
modelos son el del "Reloj de Arena”, "Coincidencia Externa”y el
de "Coincidencia Interna”,

14.1 MODELO DEL "RELOJ DE ARENA®,

Este modelo trata de explicar la percepei6 poral de los
animales en relacién con la induccién de un cierto proceso
di un ismo de apagadoo dido de deter 1

funcién. Basicamente sugiere que el amanecer y el anochecer
funcmnzm como los disparadores o inhibidores de los procesos
iolégicos que lan (Saunders, 1978), es decir que tienen la
parllcularldad de 'Voltcar el reloj” como si fuera un reloj de arena
y provocar el inicio o inhibicién de algin proceso en el preciso
momento del cambio de fase.
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1.4.2 MODELO DFE. COINCIDENCIA EXTERNA,

Este modelo fue propuesto por Pittendrigh en 1964, es un : -

modelo de relaj fotapersiGdico en el cual Ja luz juega un doble
papel. Por un lado sincroniza y por lo tanto pone en fase la

oscilacion fotoperiédica y por el otro controta la induccién

fotoperiédica mediante la coincidencia temporal con una fase
inducible fotoperivdicamente (esta fase puede estar en el
fatoperiodo o en ¢l escatoperiodo).

143 MODELO DE COINCIDENCIA INTERNA,

En este caso, la aplicaci6n de un estimulo externo determinado
en un tiempo dado, no juega un papel importante en los
fenémenos relacionados con la sincronizacién, entre ellos, la
induccion fotoperiadica. Este es un modelo que postula un reloj
fotoperiédico en el cval dos o mds osciladores internos se
sincronizan independientemente por la aurora o el crepasculo y
la induccién fotoperiddica se da en el momento en que se es-
tablece un 4ngulo de fase entre elios {Saunders, 1978).

1.4.4 EJEMPLOS DE FOTOINDUCCION.

A través de la aplicacion de estimulos luminosos tomando como
base alguno de las tres modefos previzmente senalados se ha
comprobado experimentalmente la induccién fotoperiédica
sobre {a funcién reproductora en los animales. Son muchos los
trabajos en que se ha investigado el fotoperiodismo en insectos
(Saunders, 1978 y 1979; Canard y Grimal, 1988; etc.) tendientes
acaomprobar el efecta del fotopesiodo sobre la funcibn reproduc-
tora en estos animales. Asf por ejemplo, Canard y Grimal en 1938
comprobaron que en ka mantis Ninera pallida el desarrolio de las
larvas (primer instar) se retrasa si se exponen a fotoperfodos
cortos. Por su parte en  Nineta flava y en Chrysopa perla los
fotoperfodos largos provacan que las pupas entren inmediata-
mente en diapausa. Otro ejemplo en los insectos son los trabajos
de Saunders (1978, 1978A y 1979), en los cuales se utiliza el ritmo
circadiano de eclasion pupal de Sarcophaga argyrostoma para
analizar 1a induccitn fotopetiédica, particularmente en términos

de la sincranizacion de fos si circadi ilatorios. De
igual manera, se utiliza a 12 diapavsa para analizar este mismo
fenémeno en la citada especie y en N it vitripennis. Sus

resultados sugicren la presencia de una fase fotoinducible ea el
reloj fotoperiddico gque regula la eclosibn pupal de S.
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'oma. Asf mismo, este autor encuentra diferencias entre
los relojes bioldgicos de ambas especies clasificdndolos como
reloj de coincidencia externa (S. argyrostoma) y de coincidencia
interna (N. vitripennis).

Porotra parl:, en muchos venebradus. hay cambios draméticos
en los cvcntos el con la repr Juccién que
estan rel dos con la est por el
fotoperfodo. Por ejemplo Nakari et al (1987), realizaron un
trabajo cn el cual indujeron salmones de la especie Salmo
gairdneri a la reproduccién. Los machos fueron inducidos a la
maduracién de los fculos y las hembras a la maduracién
ovérica mediante la reduccién de la duracién relativa del
fotoperfodo anual y la temperatura del agua, cs decir, que en
medio aio el organismo fue sometido al ciclo fotoperi6dico
estacional que corresponderfa a un afo y la temperatura se
mantuvo controlada, obteniéndo como resultado una
maduracién gonadal en seis meses en lugar de en un ano.

Folletet al. (1992), investigaron el ritmo de fotoinducibilidad de
1a codorniz japonesa Cotumnix coturnix japonica. En este trabajo
se senala que cuando la luz coincide con la Fase Fotoinducible
(FF) que se encuentra a la mitad de fa noche subjetiva del animal
este responde como si estuviera sometido a un fotoperfodo largo.
Asf por ejemplo, el ciclo LO 10:26 ocasion6 una clara induccién
en los niveles de secrecién de Hormona Luteinizante. Sue
Bmklcy (1990), cxpenmemé con hamster dorado hajo diferentes
[ i6n. Los h idos en LO
16:8 tenfan 195 de aprc d: 3 g de peso, mientras
que los hamsters mantenidos en LO 8:16 tenian testiculos de s6lo
0.4 g. El fotoperfodo critico para el hamster es de aproximada-
mente 12.5 h. Por lo tanto el hamster es fotosensible a dfas cortos
y bajo estas condiciones evidencia regresion del testiculo. La
palabra regresi6n se refiere al proceso por el cual el testicula
pierde peso, tamaiioy cesa su produccién de esperma. Cuando se
aproxima la primavera los testiculos se vuelven recrudescentes,
es decir, i en peso, fio y se reinicia la produccién
de células germinales. Por lo tanto c¢l fotoperfodo y el
escotoperfodo son los principales factores para la sincronizacién
entre los ciclos estacionales ambientales y los ciclos reproduc-
tores o reproductivos anuales. Ademas de la reproduccion, el
crecimiento es otro factor regulado por esta sincronizacién.
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1.5 ANTECEDENTES SOBRE LA
INDUCCION FOTOPERIODICA EN
o LA REPRODUCCION Y CRECIMIEN-
s TO DE CRUSTACEOS Y
ESPECIFICAMENTE EN EL ACOCIL.

Al igual que e! resto de los artrapodos, los crustficeos manifies-
tansu crecimiento a través del proceso conocido como ecdisis. E!
cual bésicamente consiste en una serie de cambios fisiol6gicos
importantes  que ticnen como finalidad el sustitufr al
exoesqueleto antiguo por uno nuevo, con el consecuente in-
cremento de tamaio del animal. Este proceso, al igual que
muchos otros en estos invertebrados, estd regulado en parte por
hormonas, y es ¢l resultado de lu coincidencia temporal de una
serie de factores enddgenos y exégenos.

1.5.1 CONTROL ENDOCRINO DE LA MUDA Y LA
REPRODUCCION,

La muda y la reproduccién son los eventos metahélicos més
importantes involucrados en los ciclos de movilizacién de reser-
vas orgdnicas desde los sitios de almacenamiento hacia la epider-
mis y las gonadas respectivamente. La integracion e interaccién
de los ciclos de muday reproduccion es particularmente obviaen
el caso de las hembras adultas las cuales necesitan reservas
orgdnicas para la maduracion del ovario. Ambos ciclos sugieren
k i accién hormonal pero aiin no estd bien conocido como estéd
| : controlada la coordinucidn de este mecanismo. Los pedinculos

oculares de los acociles conticnen una varieditd de hormonas o
factores que aparentemente determinan procesos tan diversos
I como el crecimiento, muda, tasa metabalica, frecuencia cardfaca,
metabolismo del azicar y protefnas, balance hfdrico, dispersi6n
de pigmentos y actividad sexual (Lockwood, 1968). Los principios
activos son elaborados por grupos de células nerviosas
especializadas Jlamadas neurosecretoras cuyos cuerpos celulares
estén situados en diferentes regiones como el f6bulo 6ptico del
pedinculo ocular (Organo X-Glindula Sinusal), ¢! cerebro y
posiblemente el ganglio tordcico (Organo Y). Las células
neurosecretoras (ganglio cerebroide) en el sistema nervioso
central de los crustdceos estdn agrupadas en varios tipos b.:sadas
en diferencias de tamado, forma, localizacién y funcic
estas células neurosecretoras son las responsables de la sccrecmn
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de las cuatro neurohormonas més importantes en los procesos de

y : la Hormona Inhibidora de 1a Muda
(HIM), Hormona dela Muda (HM), Hormona Inhibidora de las
Gomadas (HIG) y 1a Hormona Estimuladora de las Gonad
(HEG) (Adiyodi y Adiyodi, 1970).

15.1.1 CONTROL HORMONAL DE LA ECDISIS.

En el caso concreto de la muda de los crusticeos, se sabe que
existe una esuuctura muy 1mpormnlc en el tallo ocular que es el
punto de y ) de alg hormonas que
regulan este proceso. Esta estructurase conoce como ¢l complejo
Organo X -Glandula Sinusal (OX-GS) (Adiyodi y Adiyodi,
1970).

Se ha postulado que el ciclo de la muda est4 regulado por dos
for : la HIM, pro del si OX-GS y la HM,
proveniente de una gléndula epitelial, el Organe Y (OY), ¢l cual
es ¢l resp de la iniciacién de la ecdisis debido a la
liberaci6n de HM. La hormona de la muda est4 constitufda por
un grupo de esteroides frecuentemente llamado ecdisonas que
cn los crutd pueden ser difa s moléculas como la crus-

di (20-hidroxiecdisona). En un animal intacto, la muda
puede ser inhibida por la secrecién de un péptido, la HIM,
proveniente del complejo OX-GS que se encuentra en el tallo
omlar La extirpaci6n del mllo ocular de un animal en la fase de

da da como resultado la liberacién de la ecdisona desde
el oY lo que inicia la ecdisis en estos organismos y provoca
en la fr ia de la muda (Bittner y

Kopanda. 1973).

1.5.1.2 CONTROL HORMONAL DE LA
REPRODUCCION,

Elprocesode reproduccién de los crustdceos también concentra
mecanismos hormonales importantes para que pueda llevarse a
cabo. Practicamente mucha de la informaci6n acerca del control
endocrino de la reproduccién en los crusticeos, se refiere a los
decdpodos.

Se sabe que en los tallos oculares (complejo OX-GS) de los
crusticeos se encuentran hormonas que inhiben la muda (HIM)
y las gonadas (HlG) pero. el curso de los eventos que siguen asu

lesion o extiry (cr i somdtico, crecimil ovanco
o esper is precoz Yy alargami ) de los c

deferentes) varfa con la especie, tamafio del individuo, estactén
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y otros factores. Las observaciones de Stephens (1952), indican
que la maduracion gonadal y por lo tanto, posiblemente la
secrecion de HIG y de HIM estén bajo la influencia de factores
tales como la estacién, fotoperiodo, termoperfodo, nutricion,
salinidad y otros fuctores ambientales externos que acttian sobre
receptores sensoriales. Como cualquier estfmulo visual, la in-
fluencia para la secrecién de HIG y HIM probablemente actda a
través de los ojos. Es interesante especutar sobre el posible
significado adaptativo acerca de la localizacién del 6rgano X
cerca del ojo. De lus dos fuses de crecimiento de los ovocitos, la
HIG inhibe unicamente la segunda fase mientras que la primera
estd bajo el cantro! de ia HM.

Por su parte el ganglio supraesofagico, especificamente el
protocerebro y el cerebro parecen ser fuentes de hormona es-
timuladora de las gonadas (HEG). E! desarrollo gonadal es

inducido do los niveles de HIM y HEG son
altos. mientras que los de HM y HIG son bajos (Adiyodi, 1985).

1.52 RELACION ENTRE CRECIMIENTO Y

REPRODUCCION.
Ea ammales juvcmles se da énfasis al crecimiento somadtico, tas
ifestar un crecimiento posmvo si éste se

provoca conla ablacién del tallo ocular. El crecimiento reproduc-
tivo comienza usualmente con la pubertad; en algunas especies
las gonadas pueden ser inducidas a la maduracién en la pubertad
o en la prepubertad. Algunos decdpodos contintian creciendo y
reproduciéndose ¢n estado adulto. En este caso tanto la HIM
como la HIG presentan dos tipos de relacién en cuanto a la
concentracién de dichas hormonas en hemolinfa, en la primera,
ambas hormonas presentan un nivel elevado durante el periodo
conocido como postmuda, posteriormente, durante la intermuda
se manifiesta una oscilacion de los niveles de ta HIG mientras se
lleva a cabe la recrudescencia de las gonadas, nor otro lado, la
segunda relacién se da como la expresi6n antagénica entre ambas
hormonas que se presenta durante el perfodo de premuday muda
donde la HIM se encuentra baja y la HIG se encuentra alta
(Adiyodiy Adiyodi, 1970). Esto se entiende, debido a que cuando
unanimaise encuentraen un perfodo de ecdisis. sus requerimien-
tos energéticos estdn encaminados a este proceso, y por lo tanto,
6 como la recr ia no se verdn favorecidos.
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1.53 CONTROL HORMONAL DE LA DIFERENCIACION
SEXUAL.
Enloscrusts se ha determinado un patrén de diferenciacién
sexual alométrico en machos y hembras (Teissier, 1960) con
eslados sepamdos en perfodos criticos. La smcmnla entre la

B 1y lade lns es darios
gi  que esta 1 se puede dar bajo la
£l de i hor les que controlan la actividad

y el comportamiento scxual Los pcrfodos criticos de separacién
de los dos de i6n alométrica pueden representar

seitales en los niveles hormonales, cambios en la sensibilidad de
los 6rganos blanco o ambos (Adiyodi y Adiyodi, 1970).

1.53.1 HORMONAS Y CARACTERES SEXUALES
FEMENINOS,

Exi: idencias de la pr ia de una hormona ovérica
capaz de controlar la maduracién de los caracteres sexuales
secundarios cn los dcdpodos, tal como sucede en anfipodos e
|56podos Pero la existencia dc una Hormona Femenina (HF) en

se i atn di yeida, En el isépodo ldotea

balthi d h
i los

son deprivados dc l.n giundula
andmgémm, se mamﬁcsmn los car
bach, 1967). Estudios similares en
decipodos podrian mdlcar que los caracteres sexuales femeninas
permanentes tienen caracteristicas neutras inhibidas en los
machos por la Hormona Androgénica (HA), pero que las
bras normales pueden ser estimuladas posiblemente por la
HF yfu otras hormonas. Esto sugiere que (uiza la HF no es
necesariamente ovirica. El desarrollo de caracteres sexuales
temporales que usualmente hacen su aparicién con la
maduracién del ovario y que probablemente dependen de las
hormonas femeninas son sin embargo detenidos o inhibidos
q

blaciona el pedanculo ocular en Carcinus maenas y
ﬂt’wﬂpﬂl&‘ nmnomxus (Cornubert, et al., 1952 y Charniaux-
Cotton y Kleinholz, 1964).

Si la HF es estrictamente ovdrica en el origen de los decdpodos
como parece ser en anfipodos e isbpodos, esto sugiere que esta
hormona no jucga algin papel muy importante de estimulacion
en 1a ovogénesis, en contraste con la hormona andro},émca, la
cual p la esper génesis. La e
favorece una autodiferenciacién ovdrica en crustéceos como en
otros invertebrados. Sin embargo, nuestro conocimiento actual
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“sobre el control del desarrollo de los caracteres sexuales secun-
*: darios de las hembras en decépodos es fragmentado y muy pobre,

pero puede deberse a la posible relacidn entre estos caracteres y
-.laHEG.

1.53.2 HORMONAS Y CARACTERES SEXUALES
T A MASCULINOS.

La gldndula androgénica fue descubierta por Charniaux-Cotton
en 1954 en los machos del anfipodo Orchestia gammarellus. La
presencia de esta glindula estd ahora bien establecida en la
mayorfa de los grupos de malacostréceos (Charniaux-Cotton,
1960 y 1962). La gldndula se sitva en la porcién subterminal
eyaculatoria del espermiducto en medio del misculo de la coxa
del ultime par de apéndices locomotores. La glandula

, androgénica secreta una hormona u hormonas que determinan
LIRS no solamente el desarrollo de los es darios
§ y comportamiento sexual, sino también, algunos caracteres
primarios como la diferenciacién de los test{culos, espermiductos
primarios y espermutogénesis normal (Charniux-Cotton, 1960 y

1962). La diferenciacién testicular depende de la presenciade la
HAy de la HM, mientras que la diferenciacién ovérica ocurre en
pr ia de la HM sol te (Charniaux-Cotton y Kleinholz,
1964). Estudios in vitro realizados por Bonnenfant (1964), confir-
maron que la HA es necesaria para el mantenimiento de la zona
germinativa y para la espermatogénesis normal,

Se cree que para que actie la HA selectivamente sobre la
maduracién de los caracteres scxuales masculinos, se necesitan
niveles 6ptimos y continuos de dicha hormona en hemolinfa
durante el desarrollo alométrico.

1.54 INDUCCION DE LA MUDA Y REPRODUCCION EN
EL ACOCIL.

Los antecedentes que se refieren a la inducci6n de los procesos
relacfonados con la ecdisis y la reproduccién en los acociles, se
remontan a 1952, cuando Stephens investigé los mecanismos
reguladores del ciclo reproductor en estos crustdceos y
experimentd con Cambarus virilis mantenidos en LO 20:4,en LO
12:12 y en obscuridad constante. Dc acuerdo con él, el desarrollo
de los ovarios es general ibido por una sub a hor-
monal que &l llama substancia-S (HIG) seeretada por la gldndula
sinusal, la cual es inhibida por la luz en cierto grado. Consecuen-
temente, parece que li fuz (en un inicio) actda en la maduracion
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favoreciendo el desarrollo gonadal y posteriormente provocando
la degeneracion de los ovocitos. Por otra parte, el ovario inicia su
desarrollo cuando el 2animal es mantenido en obscuridad durante
¢l perfodo de otofio-invierno, mientras que durante el perfodo
posterior al invierno éstos no manifiestan cambios.

Enun trabajo posterior, Stephens (1955), demostré la influencia
del fotoperfodo en la frecuencia de muda del acocil. Establecien-
do tres grupos experimentales, obscuridad constante, ciclo LO
12:12 y LO 20:4. El grupo de obscuridad constante mostré la
morxalldad miés ba]n y no se present una sola muda en los 130

en exper i6n. En el grupo con futperfodo 12:12
se presenté una mortalidad del 289 y una muda del 40.6%.
Finaimente el grupo de 2(:4 tuvo una mortalidad del 62% yuna
muda del 54.45%.

Con base en esto el autor concluye que existe una clara influen-
cia del fotoperfodo sobre la viabilidad de estos animales, Se
manifiesta mediante unincremento significativo en la mortandad
de Jos mismos, los cuales no muestran gastrolitos al tiempa de fa
muerte. Conforme se aument6 el fotoperfodo aumento fa mor-
tandad. El hecho de que este incremento ocurra en animales que
no muestran gastrolitos puede sugerir que el incremento en la
mortalidad esta relacionado con el incremento en la tendencia a
mudar.

En 1953, T Sukd describié el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios en los apéndices de estos decipodos, es-
tableciendo claramente una correspondencia slométrica entre ¢l
tamaiio de los animales y el desarrollo de ciertos caracteres
sexuales secundarios.

Posteriormente, este mismo autor (1956}, investigé la influencia
de la temperatura y ¢l movimiento de los pleépodos maternos
como factores que modifican ¢l tiempo de desarrollo de los
huevecillos. Estableci6 una refacién inversamente proporcional
entre la temperatura, el tiempo de desarrollo de los hueveciilos
y el movimiento de los pleépodos maternos. Cuando aumenta la
temperatura, aumenta la tasa de movimiento de los pleépodos y
porloanto, disminuye el tiempo de desarrollo de los huevecillos.
Posteriormente (1958A), Sukd llevé cabo un estudio acerca de
los cambios histolégicos en el desarrolio de los ovarios influen-
ciados por las condiciones de obscuridad constante y comprobé
Ia inhibicion de la HIG por determinada cantidad de luz.
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= Loy diferentes factores que intluencian ki muda en el acocil
-Procambarus clurkii fueron investigados por Bittner y Kopanda
(1973), quienes experimentaron con diferentes factores que

podrfan inducir o inhibir la muda, principalmente ablacién de
“pedinculo oculur, haci i diferentes grados de lesién de
- miemhros. extraccién y perfusion de hemolinfay corte de ambos
- nervios Gpticos, En términos generales, lograron incrementar la
frecuencia de muda (excepto con la extraceién de hemolinfa)
conforme se perdia corporal, mientras que el hacinamiento,
fue un factor que disminuya notablemente este proceso. Efhecho
de que la muda, y por lo tanto ¢l crecimiento estén controlados
- por ecdisonas ha ocasionado que muchos trabajos hayan tratado
de inducir fa muda por medio de laablacién del pediinculo ocular
o por lainyeccidn de varias formas de la hormona ecdisona la cual
es secretada desde el drgano Y ensu forma alfay convertida asu
forma beta en los drganos blanco. La inyeccién de estractos del
OY o de preparaciones purificadas de algunas formas de ecdisona
se ha llevado a cabo para promover los eventos del ciclo de muda.
Por ejemplo, enseguida de la infiltracién con la forma beta de la
ecdisona disuelta en etanol y solucion saling, el acacil
Procambarus clarkii entra en estado de premuda e inicia la
formacidn de gastralitos (Lowery, 1988). Un trabajo reciente, es
el de Corona-Garcfa (1993), en donde seiiala la influencia que
ejerce el fotoperiodo sobre la ecdisis de acaciles juveniles de la
especic Procamburus digueti, Este autor reporta que el incremen-
to del fotoperfodo desde cuatro hasta 12 de las 24 horas del dfa,
favorece la frecuencia de la muday que los fotoperfodos mayores
de lus 12 horas, es decir con duraciones comprendidas desde 14
hasta 20 de las 24 horas del dia, reducen la probabilidad de vida
del animal,

Durante el desarrolio del acocil Procambarus clarkii, se han
reportado correlaciones entre la longitud del cuerpo, el niimero
de mudas, la diferenciacién y maduracién sexual (Sukd, T, 1953,
1954; 1955, 1956, 1958 y 1958 A). Este tipo de correlaciones
parece ser diferente en los machos que en las hembras. La
maduracién sexual del testfculo es més temprana (aproximada-
mente 10 meses después de la eclosién), lo que permite que
aproximadamente a los doce meses de edad se produzca en los
organismos juveniles, la primera muda de reproduccién cuando
el animal tiene un tamano de 55 a 60 mm, En la hembra, el
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perfodo de desarrollo dura alrededor de 12 meses después de la
eclosi6n y alcanzan de 65 a 66 mm de longitud, no es sino hasta
después de 1a muda de reproduccién que los ovocitos alcanzan su
desarrolloy se lleva a cabo la deposicién de vitelo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

El efecto que tiene la luz sobre el sistema neuroendocrino de
los crustdceos es bien conocido, aunque hay aspectos de {a
regufacién neuroendocrina de la reproduccion de estos animales
que todavia no estdn claros. En un ritmo circadiano sometido a
= L un régimen LO de 24 horas, existe una fase especialmente sen-

: sible a fa luz conocida como fase fotoinducible (Follet et al.,

1991), durante ta cual pueden promoverse los eventos {isiolégicos

antes mencionados y/u otros. Esta fase fotoinducible ha sido

estahlecida en algunos insectos (Pittendrigh 1966; Saunders 1978

y 1979), en aves (Follet y Sharp 1969), y en otros organismos. En

i el acocil Procambarus clurku esta fase fotoinducible no se ha

e determinado. E) conoci de este fend para dicho

organismo es importante pues puede utilizarse en biologfa

aplicada (acuacuhtura), para poder optimizar los mecanismos de

reproduccién con bases fisioldgicas s6lidas. Esto permitiré es-

tablecer condiciones de cultivo més adecuadas en hase a la in-

cidencia del fotoperiodo que promuevan procesos como el
desurrolio corporat y la maduracién gonadal.

Por otra parte es importante sefialar que el estudio del
fotoperiodismo en estos crustéccos es escasa, siendo éste de vital
interés para el entendimiento general de los sistemas de
medicién del tiempo en estos invertebrados. Actuaimente, se
conocen ya algunas caracteristicas particulares de los ritmos de
sensibitidad a la luzy de locomocién durante fa ontogenia de estos
animales, sin embargo, el ritmo de fotoinducibilidad o fase

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION ™ 20



i Lugo-Pérez, CM. y O. Castaiion-Cervartes, 1933.

fotoinducible no se ha investigado. Por lo tanto, la aportacién més
importante de este trabajo es el comenzar a diucidar la
Inlernccidn entre los pr ritmi y la induccié
riédica en la i

El fotoperiodi ha sido amp estudiado en aves, in-
sectos, plantas y mamiferos. Con todos estos estudios se ha
manifestado la importancia de la luz como un smcromzador
exbgeno a diferentes ritmos end6 4s de su fi
como agente inductor de fenémenos como la reproduccién y el
desarrollo. Sin embargo, en este sentido los crusticeos repre-
sentan un grupo poco estudiado. En trabajos previos (Castaiién-
Cervantes, et al., 1992; Fanjul-Moles et al.,, 1992) se ha
comprobado la importancia de 1a luz sobre diversas funciones en
P, clarkii. Por lo tanto, es importante analizary ¢entender el pape!
de la luminosidad como un factor inductor de procesos tales
como el cr , la mad ion sexual y dal en estos
invertebrados.
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3, HIPOTESIS

El acocil es un animal de comportamiento nocturno con una
noche subjetiva en la cual aumenta su actividad. Si este animal
presenta durante ¢l desarrollo una fase fotoinducible en relacién
con el crecimiento y la maduracién gonadal, esta fase fotoin-
ducible debe de encontrarse en la noche subjetiva. No sélo la

duracién, sino el cambio en el fotoperfodo pueden incidir sobre
esta fase acelerando y/o frenando este desarrollo.

- HIPOTESIS: . 22
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4. OBJETIVOS

1. Tratar de dilucidar Ja interaccién entre los procesos ritmicos
y la induccién fotoperi6dica en la ontogenia.

2. Estudiar el efecto de ia duracién de dift f fodos

sobre el crecimiento, maduracién sexual y gonadal en formas
juveniles de acocil.

3. Estudiar si cambios en ¢l encendido y apagado de la luz sobre
una posible fase fotoinducible que se encontrarfa en fa noche
subjetiva inciden en el crecimiento y el desarrollo def acocil,

4. Estudiar si existe una correlacién entre la duracién del
e T fotoperfodo, los cambios de dido y do de la luz, e!

P

or i y la maduracién sexual y gonadal.

OBJETIVOS 23
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5.MATERIAL Y METODOS

5.1 MONTAJE DE ACUARIOS.

Los acuarios en los que se llevé a cabo este trabajo contenfan
un filtro biol6gico (fig. 1) elaborado mediante una placa de
acrflico con 2 orificios de media pulgada cada uno en esquinas
opuestas y orificios hechos con broca de 1/8 a cada 2.5 ¢cm de
distancia entre si. Sobre esta placa se coloc6 una capa de grava
previamente lavada; encima de la cual se colocé una capa de
sustrato como fuente de carbonato de calcjo (conchas de bivalvo
trituradas y/o coral triturado) el cual es indispensable para que el
proceso de muda se lleve a cabo satisfactoriamente. Finalmente
sobre la capa anterior se adicion6 otra de arena fina perfecta-
mente lavada y tamizada para eliminar el contenido excesivo de
sales.

La aireacién de los acuarios estuvo a cargo de una compresora
de 2 HP durante las tardes y del aire de la compresora de la
Facultad de Ciencias durante las maianas.

5.2 ANIMALES.
En este trabajo se utilizaron 100 organismos juveniles de dos
mesés de edad (fig. 2). Desde el y enque se d on

las hembras ovigeras hasta cumplir los dos meses de edad, los
animales se mantuvieron en un régimen luz-obscuridad (LO)
12:12, Cabe menciunar que los animales recién eclosionados,

una resy ritmica evidente a la luz
(ERG) de upo ullr.ldmn.l (Fanjul-Moles, et al., 1987). Posterior-
mente {(a partir de las cuatro semanas) los acociles presentan un
ritmo circadiano de sensibilidad a 1a luz con manifestacién diur-
na, el cuatl paulatinamente se va modificando hacia una respuesta
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Fig.1. Esquema de los acuarios con filtro biolégico utilizados
para albergar a los acociles empleados durante la fase experimen-
tal, cada uno de ellos contenfa cinco organismos y se icron
aireados por una compresora de 2 HP. El filtro biol6gico se
elabor6 con a) Una placa de acrilico perforada con dos tubos de

. aireacién, b) Una capa de grava, ¢) una capa de concha de bivalvo
e y coral triturado, d) una capa de arena fina y, finalmente e) la
temperatura fue mantenida constasnte a 23 -+ 1 °C por un calen-

tador con termostato de 100 watts.
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ANTENA

AMTEH

CEFALOTORAX
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Fig.2. Esquema de un acocit juvenil Procambarus clarkii con la
tagmaosis general en este grupo de cambridos.
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nocturna (Fanjul-Moles, et al. op. cit.). Por esta raz6n cada ex-
perimento no se inici6 hasta que los organismos cumplieron los
dos meses de edad y por lo tanto presentan ritmos claros con una
noche subjetiva igual a 1a del adulto.

Estos animales se someticron a diferentes ciclos LO hasta que
se pudieron evidenciar en ellos caracteres sexuales secundarios
de acuerdo con Sukd en 1953, En la fase experimental estos 100
individuos se separaron en cinco grupos, un grupo control y
cuatro grupos experimentales, cada uno de los cuales tenfa tres
réplicas. Cada uno de los grupos estaba conformado por cinco
organismos colocados en acuarios de aproximadamente 70 X 40
cm con el objeto de suprimir ¢l canibalismo y el estrés por falta
de espacio. Los animales eran alimentados ad libitum dos veces
por semana con zanahoria, chayote, calabaza y papa cocidos y
picados y filete de pescado desmenuzado y crudo una vez por
semana. Los acuarios se mantuvieron en condiciones de
temperatura constante 23 * 1°C en la cmara de ambiente
controlado No. 4 de la Facultad de Ciencias.

53 PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

El grupo CONTROL estuvo sometido a condiciones LO 12:12
y los cuatro grupos experimentales fueron: UNO) LO 12:12, con
dos pulsos de luz de 30 minutos 4 y 2 horas antes de iniciarse la
fase luminosa; DOS) LO 16:8 con dos pulsos de obscuridad de 30
minutos cada uno 4 y 2 horas antes de iniciarse la fase obscura;
TRES) LO8:16interrumpido con dos pulsos de luzde 30 minutos
4 y 2 horas antes de iniciarse el fotoperfodo y CUATRO)
obscuridad constante; en la figura 3 se resume claramente todo
el protocolo experimental.

Para todas las condici laluzse dfa alas 07:00 hrs. Es
importante sefalar que el grupo de luz constante no se tom6 en
cuenta pues el estrés provocado por esta condicién causa la
muerte en los primeros dfas de experimentacion.

El tipo de protocolos utilizados en estos experimentos puede
parecer poco convencional, sin embargo es una combinaci6n de
1a metodologfa de Adkisson (1964) en la cual se interrumpen
ciclos de T 24 con un pulso suplementario de luz de una hora
durante la fase nocturna y los experimentos de doble pulso de
Pittendrigh (1965).
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CONTROL 1
20 20
ACOCILES ACOCILES
[—— T ]
19 7 MRS, ? 19 7 HRS.
20
ACOCILES
[ — |
7 19 7 HRS.
3 4
20 20
ACOCILES ACOCILES
S—— ] |
19 7 ums. 7 19 ? HRs.

Fig. 3. Esquema de los protocolos experimentales utilizados en
el presente trabajo {En blanco se representa la fase luminosa y
en negro la fase obscura).

CONTROL. Grupo de organismos sometidos a un fotoperfodo
12:12 (LO).

1. Grupo experimental con un fotoperfodo 12:12 (LO) con dos
pulsos de luz de 30 minutos de duracién, 4 y 2 horas antes de que
se inicie la fase luminosa.

2. Grupo experimental con un fotoperfodo 16:8 (LO) con dos
pulsos de obscuridad de 30 minutos de duraci6n, 4 y 2 horas antes
de que se inicie la fasc obscura.

3. Grupo experimental con un fotoperfodo 8:16 con dos pulsos de
luz de 30 minutos de duraci6n, 4 y 2 horas antes de que se inicie
ta fase luminosa,

4. Grupo experimental en obscuridad constante.
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. Para todas las condici se realizé ! Jamedicié
R del lamaho de los orgamsmos. registrando Longitud Total (LT)
cn bién una vez a Ja semana se midi6

el pcso en gramos (P) de todos los animales, asf como larelacion
pesoftalla (P/LT) y se investig6 al m‘croscoplo eslercoscbp:co el
desarrollo de los car: es
En el momento en el que tanto la talla como los caracteres
sexpales sccundarios lo indicaron, todos los animales fueron
sacrificados y se extrajcron las gonadas. Para determinar el grado
de madurez de los caracieres sexuales secundarios, asf como la
talla a la cual se realizaron las disccciones, se tomaron como
referencia los trabajos realizados por Sukd (1953}, en los cuales
sereportan correl entre lalongitud del cuerpo, el nimero
de mudas, la diferenciacién y maduracion sexual, Este tipo de
correlaciones parecen ser diferentes entre los machos y las
hembras. En cuanto al desarrollo de caracteres sexuales secun-
darios se tomé en cuenta para los machos las caracterfsticas del
primer par de apéndices abdominales y del tercer par de
percépodos (F ig. 4) y para las hembras, las caracterfsticas del
gundo par de apéndices abdominales (fig. 5). Por lo tanto, se
determiné extraer las gonadas cuando los animales alcanzaron
los 65 mm de longitud y sus caracteres sexuales secundarios eran
evidentes. Las gonadas se fijaron en Bouin o Formalina (Formal-
dehido al 109%), obteniéndose los mejores resultados en este
altimo fijador; los 6rganos se deshidrataron con alcoholes
graduales de la siguiente mancra: 30%, 50%, 60%, 70%, 96%,
100% y xileno, pasteriormente los 6rganos fueron inclufdos en
paraplast (Oxford Labware, St. Louis, Mo. U.S.A)) 2 una
temperatura de 59°C durante dos horas, A continuacién se
hicieron cortes de 8 micras de espesor con un microtomo
(American Optical modelo 820). Estos cortes se sometieron a
rehidratacion y a tres diferentes técnicas de tincién:
ilina-Eosina, Azil de Toluidina y Tricrdmica de Masson
(Rivas, 1981), final se deshidrataron los cortes y s¢ mon-
taron con bélsamo de Canad. Las laminilias obtenidas fueron
bajo mi pio compuestoy de ellas se seleccionaron
las més rep) ivas para ser fotografiadas y posteriormente
analizadas con més detalle.

MATERIAL Y METODOS 29



g ; ] Lugo-Pérez, C.M. y O. Castanon-Carvantas, 1993. i

Fig. 4. Estos son los caracteres sexuales secundarios sefialados
por Sukd en 1953, los cuales indican la madurez sexual en los
machos de P, clarkii, en A se muestra la espfcula del tercer par de
peredpodos (encesrada en un circulo) y en B, se muestra el
primero y segundo par de ple6podos modificados para la
manipulacién de espermat6foro

ENDOFODO

Fig. 5. Caracteres sexuales secundarios de la hembra madura
sefalados por Sukd (1953), primer par de pleépodos.
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5.4 ANALISIS DE DATOS.

Para el anilisis de los resultados de talla, peso y relacién
pesof/talla, se construy6 una base de datos con la ayuda del
programa de cémputo "Quattro pro”. Para ello se obtuvieron los
registros promedio semanales de cada uno de los parimetros
antes sefialados. Ademés de este procedimiento, todos los datos
fueron sometidos a un andlisis de varianza de una sola via y
también a un andlisis de rangos miltiples utilizando el programa
"Statgraphics” el cual proporcioné informacion sobre los grupos
de datos mis parecidos entre sf, y sobre aquellos que presentaron
diferencias estadfsticamente significativas como resultado del
proceso experimental al que los animales fueron sometidos,

Para el anilisis gonadal de las hembras se construyeron gréficas
de tipo pastel, en las cuales se mostré el grado de madurez del
ovario por medio de su color de acuerdo con Adiyodi (1985),
donde indica que conforme avanza el desarrollo, el ovario
presenta una coloracién més obscura. En este caso se tomaron
cinco parfmetros de madurez: a) ovario sin desarrollar, b) ovario
indiferenciado (color blanco), ¢) ovario poco desarrollado
(amarillo), d) ovario desarrollado (naranja) y e) ovario maduro
(café), E! andlisis fotogréfico de los cortes histol6gicos sirvi6 de
apoyo para evaluar la madurez gonadal alcanzada por los
animales durante ¢l proceso experimental y correlacionar estos
resultados con los obtenidos medi el andlisis fsti
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6. RESULTADOS

La fase experimental de este trabajo se concluyé a las 13
semanas de iniciada (aproximadamente 5 meses de edad en los
acociles), debido aque fue enesta etapa en 1a que se encontraron
a los primeros organismos que evidenciaron el desarrolio de
caracteres sexuales secundarios maduros (ver figs. 4 y 5) y de talla
superior a los 65 mm de fongitud total.

6.1 INDUCCION FOTOPERIODICA
SOBRE EL CRECIMIENTO.

Para todos los pardmetros evaluados (LT, Py P/LT) los animales
de la condicién control, es decir, sometida a un ciclo LO 12:12
mostraron un crecimiento mayor que en el resto de las con-
diciones, seguida de 1a 12:12 con pulsos de luz (condicién uno).

6.1.1 LONGITUD TOTAL.
En la figura 6, se observa el incremento temporal en fa longitud
total de los animales expresada en mm. Al finalizar las trece
de experi ion, es evid que fos animales some-
tidos a las condiciones control y 12:12 con pulsos de luz, alcan-
zaron el mayor tamaiio en promedio (56.92 y 51.07 mm
respectivamente). Por otra parte, los animales de las condiciones
tres y cuatro (8:16 con pulsos de luz y obscuridad constante)
presentaron un crecimiento parecido entre si. Los organismos de
la condicién cuatro presentaron durante las primeras cuatro
un creci ) muy pr iado y posteriormente éste
se ve amortiguado notablemente finalizando en una longitud
total promedio de 49.09 mm. Los acaciles de la condiciéntres por
Su parte, presentaron un crecimiento mis 0 menos constante
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Fig. 6.- En esta gréfica se observa un mayor crecimiento en la
condicién control y el menor en la condicién experimental dos.
Al ﬁnal del experimento (trece semanas), los animales tienen

p 21 de edad.
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Fig. 7.- Cambio de peso semanal durante el experimento. La
condicién control mostr6 diferencias significativas con las con-
diciones dos. tres y cuatro (ver detalles enel texto). La condici6n
experi 1 uno evidencia un mayor cr
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durante todo el experimento, sin embargo, éste siempre se man-
tuvo por debajo de las condiciones control y uno, alcanzando
finulmente unlongitud total promedio de 44.85 mm, Finalmente,
los juveniles de ta condicién dos (16:8 con pulsos de obscuridad)
presentaron el menor crecimiento durante la fase experimental
alcanzando una longitud total de 40.45 mm.

Al someter los resultados al andlisis de varianza de una via
(ANDEVA) no se encontraron diferencias significativas (AN-
DEVA = 1.886 P>0.05). Sin embargo el andlisis de rangos
multiples para buscar diferencias entre los grupos mostré que los
animales de las condiciones control y experimental 2 son estadis-
ticamente difercntes P <0.05.

6.1.2 PESO.

Enlo que sc refiere al peso de los acociles juveniles, se encontré
un comportamiento algo similar a lo observado para longitud
total, En este caso, los animales de las condiciones control y 12:12
con pulsos de luz, manifestaron el mayor incremento ¢n peso. A
la semana trece, ¢l peso promedio de los animales fue de 4.26 y
3.72 g, respectivamente. En la figura 7, se observa este compor-
tamiento y ademds, se evidencia més claramente que en la figura
anterior, una diferencia entre las condiciones control y uno con
el resto de las condiciones experi les, Asf, puede verse que
las condiciones dos (16:8 con pulsos de obscuridad), tres (8:16
con pulsos de qu) y cuatro (obscuridad constante) atcanzaron at
final del experimento un peso promedio de 2.24, 227y 1.82 g,
respectivamente,

En este caso, se practico también el andlisis de varianza de una
sola vfa (ANDEVA) el cual arrojé los siguientes resultados:
ANDEVA = 2,535 P<(.05. Por su parte, el anilisis de rangos
milhiples m.mlfesté que el grupo control y los grupos dos, tres y
cuatro son significati dife P <0.05, el resto de las
condiciones no arrojé diferencias significativas,

6.1.3 RELACION PESO/LONGITUD TOTAL.

Con ¢l objeto de correlacionar las variables analizadas, se
investigé la relacién alométrica entre el peso y la longitud total
delosacocilesa lo largo del tiempo, encontrando que los organis-
mos siguen 1o un comportami muy similar a los
anteriores. Los organi dela dici6n control al onun
tamafo promedio de 0.075 g/mm, en la condicién experimental
uno 0.073 g/mm, en la condicion experimental dos 0,055 g/mm,
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en la condicién tres 0.051 g/mm y finalmente 0.037 g/mm en la
condicién experimental cuatro (Fig. 8). Para esta relacién, el
andlisis de varianza no mostré diferencias significativas AN-
DEVA = 1.562 P> 0.05, mientras que e andlisis para encontrar
diferencias entre los grupos mostré que existen diferencias sig-
nificativas entre el grupo control y los grupos dos y tres P<0.05.

6.2 INDUCCION FOTOPERIODICA
SOBRE LA MADUREZ SEXUAL
Y GONADAL.

El andlisis bistol6gico de las gonadas de los animales en
experimentacion, mostré resultados muy inter en lo que
respecta al grado de madurez alcanzado en las diferentes con-
diciones. De manera general, puede decirse que los animales de
mayor talla (condiciones control y uno), mostraron también una
mayor diferenciacién gonadal y que fueron los primeros en
evidenciar el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios
previamente seiialados,

Para facilitar lapresentaciény comprensién de los resultados de
esta investigacién, se han inclufdo las fotograffas mas repre-
sentativas de los ovocitos y testiculos de los animales de cada
condici6n analizada. Las gréficas elaboradas para mostrar la
diferencia de madurez ovérica (fig. 9) sefialan que la mayor
madurez alcanzada se muestra en la condicién experimental uno

S en la que se encontré un 20% de organismos con ovarios color
café, un 40%, 10% y 30% con ovarios color naranja, amarillo y
blanco respectivamente. Cabe senalar, que la fotograffa de los
ovocitos de las hembras de 1a condicién de 24 horas obscuridad
no se incluye, debido a que en esta condicién el grado de
desarrollo gonadal fue tan pequeiio, que fue imposible ot
la gonada durante la diseccién. A continuacién se presenta una
breve descripcion de los resultados histolégicos para cada
condici6n.
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i
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Fig. 8.- En la presente grifica se ilustra el crecimiento
alométrico de los animales sometidos a experimentacién. Una
vez mis, los organismos de la condici6n control (LO 12:12) son
los de mayor incremento. CONTROL=LO 12:12, UNO = 12: 12
CON PULSOS DE LUZ, DOS =16:8 CON PULSOS DE
OBSCURIDAD, TRES =8:16 CON PULSOS DE LUZ Y
CUATRO = OBSCURIDAD CONSTANTE.
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Fig. 9.- Comparacién de la madurez ovérica alcanzada por las

hemk

tras trece de experimentacién, El grado de
madurez es directamente proporcional al color del ovario, Los
ovarios mis obscuros son los méis maduros.

CONTROL) LO 12:12; 1) LO 12:12 CON PULSOS DE LUZ; 2)
LO 16:8 CON PULSOS DE OBSCURIDAD; 3) LO 8:16 CON
PULSOS DE LUZ Y 4) OBSCURIDAD CONSTANTE.
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6.2.1 HEMBRAS,

CONDICION CONTROAL.: La mayorfa de los ovocitos de esta
condicifin presentaran un aspecto simitar al que se muestra como
ejemplo en lu figura 10, La imagen corresponde a un ovacito
procedente de un ovario de 18 mm de longitud, perteneciente a
un animal de 66 mm de fongitud wial. El ovacito carece de vitelo,
aunque presenta un citoplasma granuloso y un halo que empieza
aformarse alrededor det nicleo, ¢f cual se encuentra en posicién
central como correspande a un ovocito inmaduro,

CONDICION EXPERIMENTAL UNO: I:n Ia figura 11 se ob-
serva la imagen de un ovocito corresp aesta 3i
A pesar de tratarse de un animal menor que la hembra de la
condicién anterior (59 mun), este organismo presentd un ovario
mayor, 21 mm y con un grado de madurez més avanzado. Se
puede observar un ovocito més o menos esférico y Heno de vitelo.
El niicleo se encuentra en posicién excénltrica, es esférico y con
numerosos nucleolns. Las cétulas foliculares que rodean al
avocito adquieren una forma alargada.

CONDICION EXPERIMENTAL DOS: Esta fue una de tas cou-
diciones con menor grado de madurez gonadal. En este caso, la
figura 12 muestra un ovario completo con ovocitos claramente
indiferenciados. Corresponde a un ovario color blanco de 6 mm
de tongitud y de un animai de 42 mm de longitud total, Hacia fa
derecha, puede observarse un ovocito inmaduro con el citoplas-
ma granuloso y el ndcleo central, en el cual, los nucleolos se
encuentran dispersos a diferencia de los ovocitos maduros enlos
cuales éstos s¢ acomodan en {a periferia.

CONDICION EXPERIMENTAL TRES: Esta condicibn, se
curacteriz6 por presentur hembras con ovarios de color blancoy
ovacitos inmaduros, uno de los cuales se muestra en la figura 3.
Carresponde a un animal de 42 mm de longitud total y pucde
observarse un ovocito claramente inmaduro, carente de viteloy
con el citoplasma granuloso. En este caso, en el nicleo central se
observan pocos nucleolos hacia la periferia y lo que parece ser
cromatina granulosa en el interior. Rodeando al ovocito p
observarse células foliculares alargadas,
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62.2 MACHIOS,

CONDICION CONTROL: Los testlculos de los animales de
esta condici6bn muestran como caracterfstica particular
aproximadamente un 50% de los cistes repletos de esper-
matozoides y ¢l otro 50% de los cistes llenos de espermatocitos
secundarios. En la figura 14 puede difcrencmrsc a los esper-
matozoides como las células aproxi al
centro del corte en la luz de los cistes de los espermatocitos
secundarios localizados en los cistes periféricos. En la parte
inferior izquierda se observa el corte transversal de un conducto
espermético lleno de espermatozoides. Cabe destacar el gran
tamafio de las células intermedias, lo que es signo de madurez.
La imagen corresponde a un animal de 55 mm de longitud total.

CONDICION EXPERIMENTAL UNO: En la figura 15 se ob-
Servan numerosos cistes con espermatogonias, las cuales se en-
cuentran aproximadamente en la parte inferior del corte y se
observan como células baséfilas con niicleo muy grande y central.
Al centro se observan dos cistes con algunos espermatozoides,
que son células hexagonales pequefas y algunos otros vacios.
Finalmente en la parte superior del corte pueden distinguirse
algunos cspcrmatocitos primarios y células acompanantes.
Debido alaLT del animal (44 mm) se considera que este testfculo
esté relativamente desarrollado.

CONDICION EXPERIMENTAL DOS: En esta fase experimen-
tal se pudieron observar una gran cantidad de espermatogonias
R en divisién (metafase), encontrdndose la mayorfa de los cistes
bajo esta condicién que se ilustra en la figura 16 tomada de un
organismo de 18.5 mm de LT

CONDICION EXPERIMENTAL TRES: Los animales some-
tidos a este expcrimento, muestran en los cortes histolégicos una
composicién bastante heterogénea en los cistes, pues como sc
puede observar en la figura 17, hay una gran cantidad de cistes
con espermatogonias, los cuales se pueden abservar haciala zona
central del corte y tefiidos en un tono més claro. En los extremos
de los cortes podemos observar células esféricas mas pequedas
con los niicleos en color obscuroy circulares, los cuales se pueden
identificar como espermatocitos primarios. En la parte inferior
derecha del corte y cerca el conducto espermético, se puede
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= observar un buen nimero de cistes con células pequeias de

.2+ nicleos alargados y muy obscuros, los cuales son espermatocitos

i - secundariosy finalmente podemos observar algunos cistes vaclos,
“7Cesta figura fue tomada de un animal con 58.5 mm de LT

CONDICION EXPERIMENTAL CUATRO: En la figura 18 se
observa un corte de testiculo de un animal de 44 mmde LT. Puede
distinguirse que la mayorfa de los cistes presentan una gran
cantidad de espermatogonias, las cuales no se observan en
divisién. En este caso, s6lo se observan algunos espermatocitos
secundarios y en la luz del tubo espermiético se ven algunos
espermatozoides. Algunos cistes presentan espermatogonias y
espermatocitos primarios en degeneracién. Por lo tanto, se con-
sidera que el grudo de desarrollo es este testiculo no es muy
avanzado,

En resimen, los resultados de este trabajo indican que los
animales sometidos a condiciones de iluminacién 12:12 (CON-
TROL) y 12:12 con pulsos de luz (EXPERIMENTAL UNO)
tienden hacia un mayor desarrollo corporal y una maduracién
sexual y gonadal més temprana. Por su parte, los organismos de
las condiciones 16:8 con puisos de obscuridad (EXPERIMEN-
TAL DOS) y obscuridad constante (EXPERIMENTAL
CUATRO), manifestaron el crecimiento més lento y la menor
madurez gonadal respectivamente. La condici6n 8:16 con pulsos
de luz (EXPERIMENTAL TRES) mantiene valores méis o

e menos intermedios tanto en LT como en peso y madurez gonadal
con respecto a 1o observado en los demés lotes. Aunque no se
cuantificé estrictamente la sobrevida de los animales en cada
condici6n, de acuerdo con lo observado, puede decirse que los
animales de fa condicién experimental cuatro, fueron los de
mayor sobrevida, mientras que el caso contrario fue el de los
organismos de las condiciones experimentales uno y dos.

Aun asf, s pertinente aclarar, que con el fin de aumentar la
representatividad para todas las mediciones, ¢l nimero mfnimo
tomado en cuenta fue de 10 animales por cOndlCl(m. es decir, el
50% de los que inicial fueron jos en cada lote.
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Fig. 10. Ovocito de un organismo sometido a fotoperiodo LO
12:12.
Se observa un ovocito parcialmente inmaduro con A) nicleo
central y B) citoplasma granuloso.

LT del animal: 66 mm,
Aumento: 3 2.5X.

Hematoxilina-Eosina.
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Fig. 11. Ovocito de un animal procedente de la condicién ex-
perimental UNO (LO 12:12 con pulsos de luz).
Se puede observar un ovocito totalmente maduro con A) niicleo
excéntrico y Byabundanite vitelo.
LT del animal = 59 mm,
Aumento = 25.2X.
Hematoxilina-Eosina,
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Fig, 12. Corte transversal de ovario en el que se observan O) seis
ovocitos inmaduros, cada ovocito presenta A) un difuso nicleo
central (debido al nivel del corte), B) citoplasma muy granuloso.,
Ovaria de un acocil sujeto a la condici6n experimental DOS (16:8.
con pulsos de obscuridad),

LT del animal: 42 mm.
Aumento : 32.5X.
Hematoxifina-Eosina.
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Fig. 13. Ovocito de un ejemplar de la condicion experimental
TRES (LO 8:16 con pulsos de luz).
Pucede verse unovocito en proceso de maduracion, con A) micleo
central, B)citoplasma granuloso y C)aparente cromatina
granulosa.
LT def animal: 42 mm.
Aumento: 51.2X,
Hematoxilina-Eosina.
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Fig. 14, Testfculo de un macho sometido a un fotoperfodo LO
12:12 (CONDICION CONTROL).
Cistes de testfculo con espermatozoides al centro (E) y esper-
matocitos secundarios a la periferia (ES). En la esquina inferior
izquierda puede observarse un conducto espermdtico (CE) lleno
d e espermatozoides y grandes células intermedias (CI).
LT del animal: 55 mm,
Aumento: 32.5X
Azl de Toluidina.

RESULTADOS 45



.__ _v L e ~Lugo:Péraz, C.M. y O. Castafién-Cervantes, 1993.

Fig. 15. Corte de testiculo de un acocil proveniente de la
condicién experimental UNO.
Se observan principalmente espermatocitos primarios (EP) y
secundarios (ES), (ver detalles en el texto).

LT: 44 mm
Aumento: 40X.
Azil de Toluidina.
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Fig. 16. Cistes de un testiculo disectado de un animal de la
condicién experimental DOS,
Se observa un ciste con numerosas espermatogonias (EG) en
metafase (M), y células intermedias (CI).
LT: 44 mm
Aumento: 160X,
Hematoxilina-Eosina.
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Fig. 17. Corte de testiculo en un animal sometido a la condicién
experimental TRES.
En este caso, se pueden observar una gran cantidad de formas
celulares en el corte, principalmente espermatocitos primarios
(EP), espermatocitos secundarios (ES) y espermatogonias (EG).
LT: 56 mm.
Aumento: 25.2X.
Hematoxilina-Eosina.
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Fig. 18. Corte de testiculo de un animal mantenido en con-
diciones de obscuridad constante (condici6n experimental
CUATRO).

Corte del testiculo completo con gran cantidad de esper-
matogonias (EG) y algunos espermatocitos secundarios (ES),
(ver detalles en el texto). .

LT = 44 mm.

Aumento: 32.5X.

Azul de Toluidina.
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7. DISCUSION

Los resultados de este trabajo parecen indicar que existe un
fotoperfodo critico (12 horas) en el cual se alcanza un mayor
crecimiento y desarrollo de estos cambdridos. Como lo reporté
Stephens (1955), la situacién de obscuridad constante parece
inhibir en cierto momento el desarrollo corporal, también el
desarrollo gonadal parece verse retrasado en esta condicion,
siendo aparentemente més afectadas las hembras que los machos,
Parece ser que la fase fotoinducible se encontrarfa en la noche
subjetiva del animal, y los pulsos de luz estarfan incidiendo sobre
la madurez sexual y gonadal, mientras que el desarrollo corporal
parece verse afectado por 1a duracién del fotoperfodo.

7.1 INDUCCION FOTOPERIODICA
SOBRE EL CRECIMIENTO.

e Como se mencioné anteriormente el crecimiento de los acociles
estd sujeto al fenémeno conocido como ecdisis, el cual segin la
especie se lleva a cabo una vez cada 14 difas en los estadios
juvenilesy seva espaciando poco a poco conforme el animal crece
hasta establecerse en dos mudas por aiio, unade las cuales se dard
antes de la reproduccion y la otra, enseguida de ésta. El proceso
de muda adem4s de ser regido por procesos hormonales, estd
infl iado por la ali; i6n, la temperatura
yla luz (Lowery, 1988)

Los trabajos que investigan la influencia de la luz sobre el

) en dife pecies han comprobado laimportan-
cia de este factor como un inductor directo de éste y otros
procesos ademds de realizar el papel de sincronizador de diferen-

tes funciones ritmicas,
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Los resultados de la presente investigacion muestran que
aparentemente la longitud de! fotoperfodo juega un papel muy
importante en el proceso de muda de estos animales. Inde-
pendientemente de la aplicacion de pulsos de tuz u obscuridad,
fotoperfodoes de 12 horas causan un mayor incremento en el
crecimiento de los organismos, lo cual se ve reflejado tambiénen
su peso y en su relacion P/LT. Algunos autores (Stephens, 1955;
Aiken, 1969; Corona-Garcfa, 1993} han seqalado que al aumen-
tar las horas de luz, se tiende a incrementar la frecuencia de la
muda. Stepheus (op. cit.) ohservé que en poblaciones de
Cambarus virilis existe una tendencia clara al aumento en la
formacion de gastrolitos conforme aumenta el perfodo de
iluminacién. E! autor discute que el incremento de la muda est4
también relacionado con el aumento en la mortandad. Por su
parte Aiken {op. cit.) propuso que la actividad del OY (secretor
de la HM) estd regulada por la luz. En un trabajo reciente,
Corona-Garcfa (op. cit.) seiala como evidente el efecto negativo
de la exposicién prolongada a la iluminacién en los acociles
juveniles, a mayor cantidad de luz hay una tendencia de la
poblacién aincrementar su niimero de mudas con el consiguiente
aumento en la probabilidad de muerte, Wassmer y Page en 1993
determinaron que en fa cucaracha Parcoblatta pennsylvanica
también se manifiesta un mayor incremento {en peso para este
caso) conforme aumentan la fase luminosaen un ciclo de 24 horas
1as ninfas crecen hasta 15 veces ms que las del régimen LO 12:12.
Por lo tanto los animales que se ven sometidos a regimenes
tuz-obscuridad con fotoperfodos largos deben manifestar un
mayor crecimiento.

De acuerdo con lo anterior los resultados no parecen ir en el
mismo sentido, puesto que las situaciones experimentales en las
que se¢ obtuvo un mayor crecimiento fueron las que tuvieron un
fotoperfodo de 12 horas, seguidos por el de ocho horas, con
crecimiento menor en situaciones de extrema luminosidad (16
horas) y de obscuridad constante. Hay que admitir que el
presente protocolo experimental no contemplé tanto la duracién
del fotoperfodo como la posibilidad de una fase fotoinducible,
Por lo que, a pesar dc que se utilizaron pocos fotoperfodos, las

ya apuntar a que en ¢l caso del
crecimiento podrfa existir una duraci6n de fotoperfodo umbral
(entre ocho y doce horas), similar al que seiiala Stephens (1955)
en Cambarus.
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En los animales sometidos a la condicién de obscuridad
constante, es muy notoria la inhibici6n de la muda, pues aunque
al principio presentaron un répido crecimiento, a partir de la

- cuarta semana se observa una clara inhibicién de la muda (figs,
s 6, 7y 8). Esto apoya el hecho de que la HIM es inhibida porlaluz
de acuerdo con lo reportado por Aiken (1969).

7.2 INDUCCION FOTOPERIODICA
i SOBRE LA MADUREZ SEXUAL
ot Y GONADAL.

i La funcién reprod a se ra inti ligada al
crecimiento corporal y de la misma manera estd modulada en
gran medida por hormonas y por la luz (Stephens, 1952; Suko,
1953, 1956, 1958 y 1958A; Adiyodi y Adiyodi, 1970; Adiyodi,
1985).

Los resultados de este trabajo muestran una induccién
fotoperiddica sobre la madurez sexual y gonadal en los animales
expuestos a fotoperfodos de 12 horas, Los cambios en el encen-
dido y apagado de !a luz parecen influir en esta induccién. Asf,
los animales de la condicién 12:12 con pulsos de luz alcanzan una
mayor madurez gonadal, lo que es evidente al observar las
fotografias de las hembras y machos de esta condicién.

En 1952, GJ. Stephens realizé un trabajo comparativo en el cual
determiné la influencia del fotoperiodo sobre las hormonas in-
volucradas en la reproduccién de Cambarus virilis. El encontr6é

: que la luz es el factor mds importante que promueve la s{ntesis
ol por parte del Sistema Nervioso Central (SNC) de la HEG y ¢s
un inhibidor de la HIG sintetizada en el complejo OX-GS.
Posteriormente, T. Sukd (1958) investigd los cambios histolégicos
en el desarrollo de los ovarios influenciados por condiciones de
obscuridad, llegando a la misma lusion, es decir, que la luz
es el principal promotor de la maduracién gonadal.
En trabajos posteriores (Adiyodi y Adiyodi, 1970; y Adiyodi,
1985), se ha establecido la correlacién existente entre los
procesos de crecimiento y reproduccién. Luas hormonas in-
volucradas en ambos procesos mantienen relacién entre si. Por
ejemplo, ta hormona de la muda es necesaria para la mitosis de
tos tejidos gonddicos en los estados prepiberes, aungue en al-
gunos casos inhibe el desarrollo de la vitelogénesis y la
espermiogénesis. Lamuda se presenta cuando los niveles de HIM
y HEG son bajos mientras que los de HM y HIG son altos; la
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" reproducciin se du en ¢l caso contrario. Para que se lleve a cabo
#1a muda de reproducciin las hormonas encargadas de ésta deben
tener los niveles adecuados en funcion de lus hormonas encar-
gadas de la muda. Si la luz es el principal factor que regula estos
procesos, debe esperarse que la exposicién prolongada a la
misma (siempre y cuando sc respete la noche subjetiva minima
del animal) producird una mayor madurez gonadal.

Sin embargo, cambios en ¢! encendido y apagado de la luz
pueden modificar estos resultados en base a la incidencia de ésta
sobre 1o que pareciera ser una fase especialmente sensible a fa
luz o fase fotoinducible (FF).

En los resultados de esta investigacién se presenta una menor
madurez sexual y gonadal en los acociles sometidos a obscuridad
constante, esto se puede explicar clara con los el
presentados anteriormente, es decir, que la ausencia de luz
provoca un mantenimicnto constante de niveles altos de HIG y
una escasa sintesis de HEG.

Los cambios en el comportamiento de las demés condiciones,
se pueden explicar debido a los pulsos de luz u obscuridad
dplicados a las diferentes fases experimentales. Como ya se
menciond anteriormente se ha propuesto (Biinning, 1936) que la
luz ticne un doble papel: como sincronizador de procesos
ritmicos y como inductor de determinadas funciones. En este
caso el papel inductor de la luz ha sido investigado por diferentes
: . autares (Pittendrighy Minis, 1964; Saunders, 1978, 1978Ay 1979;
e Foltet y Pearce-Kelly, 1991) proponiendo la presencia de la FF
AR en la noche subjetiva del animal. En este sentido Pittendrigh y
Minis (op. cit.) propusieron que esta fase fotoinducible tiene un
sustrato circadiano. Por ejemplo, D.S. Saunders (1978), sugiri6 la
presencia de un reloj fotoperiédico de coincidencia externn enla
mosca Sarcophaga argy fotoinduciéndo el ritmo de
eclosién pupal. Posteriormente (1978A) comprobé la aparente
diversidad en los relojes fotoperiédicos de los insectos y a través
de laaplicacion de pulsos de luz logré inducir la diapausa en esta
misma especic comprobando asf la existencia de un reloj
biol6gico de coincidencia externa. Finalmente (1979), intenté
localizar la FF a través de un fotoperfodo esqueleto y aplicando
un pulso suplementario de luz de una hora recorrido durante la
noche. Los experimentos demostraron que fa FF se encuentra
casi ul final de ta noche subjetiva (tiempo circadiano 21.5). Enun
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trabajo mds reciente se determind la existencia de una fase
fotoinducible (alasecrecién de LH) enla codorniz, la cual parece
encontrarse 20 horas después de ser aplicado el estfmulo
fuminoso.

Las evidencias anteriores sugieren que el reloj foloperi6dico de
Procambarus clarkii pudiera ser del tipo de coincidencia externa;
que la fase fotoinducible podrfa tener un sustrato circadiano y
que &sta se encuentra en la noche subjetiva del animal, cercanaa
lo que serfael amanecer (encendido de laluz). Podrfaser porello,
que los animales sujetos a la condici6én 12:12 con pulsos de luz
presentan una respuesta positiva a la inducci6n de la luz, siendo
evidente un avanzado desarrollo sexual y gonadal en
comparacién con las otras condiciones. En la condici6n LO 8:16
se adelant6 el apagado de 1a luz, lo cual podrfa alterar la senal
que el animal utiliza para medir ¢l momento de la fase fowin-
ducible. En esta condicibn, los resultados histolégicos eviden-
ciaron una ligera madurcz gonadal, lo cual se interpreta como la
parte final de esta fase. Por su parte el comportamiento obser-
vado en los animales de la condicién LO 16:8 con pulsos de
obscuridad, contrariamente a todos los trabajos anteriormente
descritos present6 la menor madurez gonadal, esto se puede
atribuir bisicamente a dos fdctores. primero, a que los individuos
de esta condici6n experi on un flo corporal
Pequeiio, el cual estd intimamente relacionado con la expresién
de desarrollo sexual y gonadal (Suké, 1953) y segundo, que aqui
no se aplicaron pulsos de luz en la supuesta fase fotoinducible
que estimularan directamente estos eventos.

Finalmente, parece ser que la fase fotoinducible que actiiasobre
la madurez gonadal de estos cambéiridos se encontrarfa
aproximadamente entre 8 y 10 horas después del apagado de fa
luz (Fig, 19). Evidencia de esto serfa el grado de madurez alcan-
zado por los animales de la condici6n experimental uno y tres, los
cuales recnbleron pulsos de luz en dlfuemcs horas de la noche

.La fase experi | consistiria en buscar la
FF en la noche ¢ subjetiva, y una vez localizada determinar si hay
0 no un ritmo circadiano subyacente a este posible fenémeno
fotoperi6dico.
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] CONTROL

— CUATRO

24 12 24

Fig. 19. La figura representa los diferentes ciclos de luz-
obscuridad utilizados en los protocolos experimentales. Laelipse
encierra la zona en Ia cual se presume se puede localizar 1a fase

et fotoinducible,
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8. CONCLUSIONES

1.- Los animales sometidos a fotoperfodos de 12 horas, eviden-
ciaron el mayor desarrollo corporal independientecmente de la
aplicacién de pulsos de luz.

2.- Los organismos expuestos a fotoperfodos mayores a 12 horas
son los animales de menor talla.

3.- Los pulsosde luz v obscuridad aplicados en estos experimen-
t0s no tienen un efecto ind sobre el creci ),

4.- Los acociles de las candiciones control y experimental uno,
muestran una madurez sexual y gonadal més temprana que el
resto de los lotes, lo que se relaciona directamente con su mayor
talla.

S.- Los pu)sos de luz inciden sobre }a madurcz gonadal en una
fase fotoinducible que pc ibl se a cerca del final
de la noche subj d entre 8 y 10 horas
después del upagado de la luL

6.- Las evidencias encontradas en este trabajo sugieren que el
reloj fotoperibdico de P, clarkii es del tipo de Coincidencia Exter-
na.

7.- Se propone la realizacién de un disefio experimental que
explore mediante pulsos de luz enla noche subjetiva con el fin de
determinar en el tiempo la fase fotoinducible de esta especie y si
se presenta o no como un ritmo circadiano.,
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