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RESUMEN

En el presente trabajo, se investigd la influencia de 1a luz monocromatica azul
y roja sobre el Riuno de Actividad Locomotora (RALM) de acociles juveniles
Pracambarus clarkii de 16 a 20 semanas de edad, en condiciones no restringidas de
registro. Se estudié de que a parti

ipan en la sincroni ion al Fotoperiodo
Esqueleto (FE) las posibles vias extrarretinianas. Se usaron cuatro grupos de
acociles juveniles: I) animales intactos, 1) animales sin retina ni lJamina ganglionaris
(R-Lg), 111) Animales sin R-Lg ademas de la ablacion de los nervios conectivos
entre el quinto y sexto ganglio abdominal, y IV) animales con lesion electrolitica en
el ganglio supracsofigico. Los animales de cada grupo fueron expuestos a un
ambiente de oscuridad constante durante diez dias; posteriormente fueron sometidos
a un FE simétrico (12:12) con pulsos de 30 minutos de luz monocromatica azul o
roja de 1a inisma irradianza. Finalmente fueron mantenidos en condiciones de
oscuridad constante durante diez dias mas. La actividad locomotora se analizd
cuantitativa y cualitativamente mediante actogramas y periodogramas de X2. Los
resultados obtenidos indican que los animales intactos muestran sincronizacién a
ambos tipos de luz siendo capaces de adelanter o atrasar la fase para acoplarse al
sincronizador externo. Los animales con lesiones en R-Lg, ademas de lesién en los
conectivos al sexto ganglio, conservan la capacidad de sincronizacion. Las lesiones
en el ganglio supraesofigico indican que la regién protocerebral medial es necesaria

para la expresién del ritmo circadiano de Actividad Locomotora.




ABSTRACT

The effect of monochromatic light upon the circadian locomotor activity
thythin of young crayfish Procambarus clarkii was studied. The retinal and
extraretinal pathways involved in non paramietric entrainning mechanisms were
investigated. Ninety six, 16 to 20 week-old crayfishes were used . All animals were
divided in four experimental groups: 1) intact control animals; 2) Retina-Lamina
ganglionaris (R-Lg) ablated animals, 3) animals R-Lg amblated plus connective
sectionated between the fifth and sixth abdominal ganglion and 4) animals with an
electrolitic lesion on the protocercbral ganglion. All animals were individually
monitored with a recording activity system for 30 days. For the first ten days, the
animals were manteined and keep in constant darkness (DD) and then submitted to
24-h skeleton photoperiod cycles (SP) consisting of 30 min red or blue light signals
calibrated to the same irradiance (25WM-2) during the nextten days. Afterwards,
they were left in DD for the last ten days of the experiment. Activity was
quantitatively and qualitatively analyzed. Results show that all control animals
entrainned to blue or red light by exhibiting phase shifts, advances or delays. Retina
ablated and connective sectioned animlas were able to mantain the entrain ability.
Group 4 animals did not show a clear circadian rhythm but ultradian bouts able to
entrain to the monochromatic SP. These results seem indicate the medial

protocerebral neuropiles as importan structures in the locomotor activity rhythm

expression in crayfish.




1. INTRODUCCION

Generalidades sobre los Ritmos Circadianos

A a lo largo de su evolucion, los seres vivos han desarrollado 1a capacidad de

expresar conductas ciclicas en respuesta a las variaciones ambientales.

General un organismo puede presentar una cierta variedad de ritmos cuyo
periodo varia desde unos cuantos minutos hasta varios dias. Los ritmos bioldgicos
observados en las diferentes especies se han categorizado con base en su frecuencia,
clasificandose en ritmos ultradianos, los cuales presentan un periodos desde minutos
hasta algunas horas, ritmos circadianos que tienen periodos aproximadamente de 24
horas y ritmos infradianos con periodos de varios dias hasta meses (Moore-Ede et
al, 1982).

Los ritmos circadianos han sido encontrados y cstudiados desde organismos
procariontes hasta vertebrados. La ritmicidad circadiana subyace en un mecanismo
bioldgico enddgeno el cual se ha caracterizado mediante el mantenimiento,
observacion y experimentacion de los organismos en condiciones constantes de
laboratorio. Estos ciclos circadianos se presentan aun después de cierto tiempo de
que el organismo se mantiene en condiciones constantes y el periodo del ritmo es
generalmente cercano a las 24 horas. En un ambiente constante, un ritmo circadiano
presenta una oscilacidn espontanea con un periodo ligeramente mayor o menor a las
24 horas; el valor del periodo es variable entre las diferentes especies de organismos

¢ inclusive entre los individuos de la misma especie (Hastings et al, 1992).




Caracteristicas de los ritmos circadianos

Las caracteristicas fundamentales que definen a un ritmo circadiano son: 1) el
ritmo se presenta con un periodo cercano a las 24 horas en condiciones ambientales
constantes; 2) el periodo del ritmo casi no varia ante cambios de temperatura dentro
de limites fisiologicos, es decir que el ritmo es capaz de compensar los cambios de
temperatura y 3) el ritmo circadiano es sincronizado por ciclos ambientales,
principalmente fotoperiodos iguales o cercanos a las 24 horas, asi como también por
otros factores ciclicos. En el ambiente natural, los ritmos circadianos tienen un valor
de periodo de 24 horas debido a su sincronizacion con los ciclos de luz; sin embargo
si un animal es transferido a un laboratorio y sometido a condiciones constantes de
luz u oscuridad, asi como de temperatura; sus ciclos diarios, si son circadianos
continuaran por varias semanas, meses ¢ incluso hasta afios manteniendo un periodo

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

Cualquier agente ambiental capaz de sincronizar a un ritmo es denominando
sincronizador o Zeitgeber (palabra en aleman cuyo significado directo es ‘“dador de
tiempo™). El nictémero esta constituido por ciclos de luz-obscuridad que son el

agente sincronizador universalmente efectivo para casi todos los ritmos circadianos.

Efectos de la luz sobre los ritmos circadianos

En condiciones experimentales la luz puede tener dos tipos de cfectos sobre
los ritmos circadianos: 1) efectos fasicos que consisten en cambios en la velocidad
de oscilacién del ritmo, debido a aplicaciones discretas de pulsos de luz u
obscuridad a un ritmo en oscilacién espontinea, y efectos continuos o tonicos sobre
esta velocidad de oscilacién, debido a variaciones en la intensidad de la luz durante

1a oscilacién espontanea en luminosidad constante (Daan, 1977, Pittendrigh, 1981 y

Aschoff, 1981).




La respuesta del ritino circadiano a la luz depende del tiempo circadiano en
que ésta incida. El tiempo circadiano (TC) define el tiempo en el que oscila el ritho
endégeno y esta constituido por la duracién de las 24 unidades que forman un ciclo
completo en una oscilaciéon espontanea circadiana. Se define como /T en donde
es el valor del periodo del ritmo cn oscilacion espontanea y T el valor del periodo
del ciclo exdgeno (Aschoff, 1981). La relacion entre la fase de exposicion a la luz y
1a respuesta del sistema en forma de un cambio en la velocidad de oscilacién, se

manifiesta en un cambio de fase que es graficamente representado por una Curva de

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

Cuando un ritmo es capaz de oscilar con un valor de periodo constante
durante varios ciclos. de tal modo que la desviacion estandar del propedio del
periodo es muy cercana a cero, se dice que el ritmo se encuentra en estado estable.
Cuando se aplica un pulso de luz a un ritmo en estado estable durante la oscilacién
espontanea, se observa un intervalo de reajuste mediante varios ciclos transitorios
hasta que se vuelva a estabilizar a un nuevo estado estable. Al alcanzar nuevamente
el estado estable después de los transitorios, ¢l ritmo habra sufrido un cambio en su
velocidad 1o cual originara un avance o un retraso en relacién con la fase del estado

estable original o bién, no originara cambio alguno., lo anterior depende del TC en

que incida el pulso.

De manera general, los pulsos de luz aplicados cerca del inicio de la noche
subjetiva de un animal (es decir cerca a la fase del inicio de la actividad en un
animal nocturmo y a la fase de inicio del reposo de un animal diurno), provoca
retrasos de fase de tal manera que la fase del ritmo, una vez que alcanza el estado
estable, se presenta después del tiempo esperado para el ritmo estable original;

mientras que los pulsos de luz presentados cerca del final de la noche subjetiva
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causan avances de fase. Los pulsos de luz presentados durante gran parte del dia

subjetivo tienen pocos o ningin efecto (Pittendrigh y Daan, 1976a y c).

Segin Pittendrigh (1981), cuando un pulso de luz incide sobre un ritmo en
oscilacion espontanea, provoca un cambio de fase instantanco en el marcapaso del

ritmo, sin embargo. los ciclos transitorios que se manifiestan, representan cl reajuste
dual al la

de otros sistemas osciladores secundarios o esclavos que gr

fase del estado estable.

Las CRF de diversas especies, se agrupan en dos tipos fundamentales: La CRF
del tipo I, en que los mayores cambios de fase son de unas cuantas horas
(generalmente no mas de seis) y la transicion entre las zonas de avance y retraso son
graduales en la curva. Cuando la nueva fase obtenida es graficada en relacion a la
fase previa al cambio, la pendiente promedio de la transicién de fase es igual o
cercana a l; sin embargo, en algunas especies la forma de la CRF es modificada por
la intensidad o la duracién del pulso de luz, lo que puede producir un cambio de
fase de hasta 12 horas. La CRF que presenta esta magnitud de cambio de fase se el
conoce como CRF de tipo O, ya que la pendiente promedio en la transicion de fase
es igual a cero. La CRF es una propiedad intrinseca del marcapaso circadiano y la

respuesta de fase en el ritno en oscilacion espontinea, es una medida directa del

estado del propio marcapaso (Pittendrigh, 1981).

Mecanismos de sincronizacién
Los ritmos circadianos en oscilacién espontanca poseen un periodo de
oscilacién cercano a las 24 horas; cuando son sincronizados a ciclos diarios de lTuz—

obscuridad (LO). los ritinos asumen un periodo de 24 horas y una fase estable en




relacién al ciclo que los sincroniza. Se han propuesto dos mecanismos mediante los

cuales la luz puede llevar a cabo la sincronizacién: paramétrica y no paramétrica,

Sincronizaciéon no paramétrica o discreta

La sincronizacién por ciclos LO es explicada por cambios de fase diarios y
discretos causados por una exposicion periédica a la luz. La magnitud de los
cambios de fase es la diferencia que existe entre el valor del periodo del ritmo en

oscilacién espontdnea (7 ) y el periodo del ciclo LO con ¢l que se presenta el pulso
de luz (T).

En condiciones experimentales, la duracién y cantidad de Iuz en ¢l ciclo
estudiado no necesita ser larga, su aplicacién durante unos cuantos minutos es
suficiente para sincronizar los rittmos en una gran diversidad de animales. Esta
capacidad es clave en el modelo no paramétrico de sincronizacién de los ritmos
circadianos. El modelo predice que la sincronizaciéon a un estado estable, se
presenta cuando ¢l pulso periddico de luz coincide con la fase del ritmo, en la cual
se produce un cambio de fase igual al periodo en oscilacion espontianea menos el
periodo exégeno (t -T). El pulso de luz debera ser siempre de la misma magnitud y
duracién (Pittendrigh y Daan, 1976b). Los ciclos de luz con periodos muy diferentes

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

En condiciones naturales, la sincronizacion por los ciclos LO se lleva a cabo
mediante la exposicién de luz en las zonas de sensibilidad del ritmo a la luz, es
decir, las que causan avances o retrasos de fase. El fotoperiodo puede ser simulado
con la aplicacién de dos pulsos breves de luz en un dia£ uno representa ¢l amanccer
y el otro el atardecer. Aste tipo de fotoperiodo que se le conoce como fotoperiodo
esqueleto (FE) y el cambio de fase final causado por los dos pulsos (determinado




por la CRF) es igual a t-T. En general la sincronizacién es mas estable con la
aplicacion de ciclos de dos pulsos que de uno solo (Pittendrigh y Minis, 1964,

Pittendrigh y Daan 1976b).

Existen diferencias importantes entre los efectos de un FE y un fotoperiodo
completo (FC). Cuando en un FE la distancia entre los dos pulsos es
aproximadamente de 12 horas, cualquiera de los dos puede ser interpretado como

lacién de fase i 1

a seilal de amanecer o de atardecer. Esto depende de la re

entre los pulsos de luz y el ritmo. Si el intervalo entre estas dos seciiales se
> en la longitud de la

incrementa por arriba de cierto limite, a manera de un
iluminacién del dia y un correspondiente acortamiento en la duracion de fa noche y

el pulso de amanecer es interpretado como atardecer y viceversa, el ritmo observado
presenta un cambio de fase a manera de un salto. Al intervalo minimo entre dos
pulsos en que se manifiesta la noche subjetiva se le conoce como noche minima
tolerable y es variable entre las diferentes especies de animales (Pittendrigh, 1981).

Sincronizacién paramétrica o continua

Los ritmos circadianos también pueden ser sincronizados por pulsos

sinusoidales de luz, lo que sugiere que la sincronizacion puede efectuarse a través

de la accién continua de la luz. De acuerdo con el modelo de sincronizaciéon

paramétrica (Swade, 1969), los ciclos sinusoidales de luz ejercen un efecto continuo
en el periodo del marcapaso circadiano, acortandolo y alargandolo conforme la
brillantez de la luz coincide en las regiones de retraso y avance de la CRF

respectivamente. La sincronizacién se presenta cuando el cambio en t causado por

el ciclo de luz es igual a la diferencia de t-T.
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Es posible que un ciclo sinusoidal de luz no pueda sincronizar a un ritmo pero
si afectar su periodo. La capacidad de sincronizacién de un Zeitgeber, esta en
funcién a la sensibilidad del sistema circadiano. Aunque la luz sea el agente
sincronizador mas efectivo, no significa que ante cualquier intensidad y duracién
del pulso haya una sincronizacién como respuesta; pero es posible que aunque el
marcapaso no sincronice, si presente algiin cambio en su periodo. A esto se le

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

No es claro si la sincronizacion discreta y la continua representan dos
mecanismos diferentes, o si son manifestaciones diferentes del mismo proceso; lo
cierto es que no se trata de dos procesos mutuamente exclusivos y su importancia en
ambientes naturales depende del patron de actividad de los organismos en que se

estudia (Hastings et al, 1992).

Otros efectos de la luz sobre los ritmos circadianos

Tanto las influencias fasicas como las ténicas de la luz contribuyen a la
sincronizaciéon. En una variedad de organismos, la longitud de t obtenida en
iluminacién constante, puede ser modificada en funcién a la intensidad de la luz.
Conforme aumenta la intensidad de la luz, t se alarga en organismos noctumos y se
acorta en organismos diurmmos. Esta generalizacion tiene sus excepciones tanto en

mamiferos diwrmos como en algunos artropodos (Aschoff, 1981).

Por otra parte, puede no existir sincronizacion de! marcapaso, pero los ciclos
de actividad manifiestos bajo fotoperiodos completos, pueden presentar actividad
aparentemente sincronizada durante 1a fase luminosa (enmascaramiento positivo) o
en la fase oscura (enmascaramiento negativo; Rietveld et al, 1993). Al suspender el

protocolo del fotoperiodo, el ritmo aparece con una fase diferente a la esperada
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después de una sincronizacidn efectiva y mantiene la fase previa al fotoperiodo. La
respuesta de enmascaramiento ha recibido poco interés hasta ahora en el estudio del
sistema circadiano, sin embargo se¢ ha discutido su importancia como una

caracteristica adaptativa significativa (Marques y Waterhouse., 1994; Page 1989).

Efecto de Ia luz monocromaitica sobre los ritmos circadianos

A pesar que la luz es un agente sincronizador importante, se ha explorado
poco el efecto de su cualidad sobre los ritmos circadianos (Hastings et al. 1992).
Los experimentos hechos con diversas especies de animales, han demostrado que
existe sensibilidad diferencial del sistema fotorreceptor circadiano que permite la
sincronizacion asi como los cambios de fase del marcapaso. Algunos e¢jemplos en
invertebrados son, el ritmo de bioluminiscencia en el alga unicelular Gonyaulax,
que muestra cambios de fase de 3 horas cuando se le aplican por separado pulsos de
luz monocromatica de 475 y 650 nm, mientras que a 550 nm no se observan tales
respuestas (Hastings et al, 1992). En esta alga, cuando se mantienen bajo luz
constante, el cambio de t aumenta conforme aumenta la intensidad de iluminacién
usando luz roja (A>600 run) y disminuye usando luz azul de A= 400-500 nm
(Roenneberg, 1995). En el alga unicelular Chlamidomona, la mayor sensibilidad a
los cambios de fase en ¢l riino de fototaxis se obtiene usando pulsos de luz de 470
y 660 nm al mismo tiempo circadiano (TC), habiendo mayor sensibilidad a la regién

del azul (Hastings et al, 1987).

En el ritmo de eclosidn de Drosophyla, se han reportado importantes cambios
de fase cuando se aplican pulsos de 420 y 480 nm (Frank y Zimmerman, 1969). El
ritmo de actividad locomotora en la cucaracha Periplaneta americana, presenta un
umbral de sincronizacién con luz monocromatica a los 495 nm, indicando

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




1

En el acocil Procambarus bouvierii, la aplicacion pulsos de luz

monocromitica de 465, 565 y 632 nm sobre el ritmo circadiano de amplitud
electrorretinografica (ERG), muestra tres tipos distintos de curva de respuesta de
fase (CRF). Los estimulos con luz azul causan adelantos entre el TC G a TC 9 y
atrasos entre TC 9 a TC 18. La forma de la CRF obtenida con pulsos de luz verde-
amarilla (565 nm) es invertida en relacién a la anterior; mostrando una notable zona
de retrasos desde el tiempo circadiano (TC) 0 a TC 12 y adelantos desde TC 15 a
TC24. La CRF obtenida con pulsos de luz roja, muestra una amplia zona de retrasos
12 y TC 15. La respuesta de fase diferencial a la luz

excepto entre TC
menos dos grupos de fotorreceptores

monocromitica sugiere que existen al
funcionales: uno sensible a Jongitudes de onda corta y otro sensible a la onda larga

(Inclan-Rubio, 1991).

En 1992, Fanjul-Moles et al, reportaron que durante la ontogenia del acocil. el
desarrollo asimétrico de los fotorreceptores retinianos influye sobre las
caracteristicas del ritmo de amplitud del ERG: dichas caracteristicas muestran
notables diferencias cuando el ritmo del ERG es obtenido con estimulos luminosos

de color azul. blanco y rojo. Cuando el ERG es obtenido con pulsos de luz blanca,
manifiesta un ritmo de tipo ultradiano, mientras cuando se obtiene con luz
monocromatica azul o roja. el ritmo circadiano emerge mostrando diferencias de

periodo en una u otra circunstancia. Estos autores proponen la existencia de al
menos dos prupos de fotorreceptores circadianos, relacionados con dos sistemas
independientes (por las caracteristicas de los parametros basicos como periodo,
actividad reposo y amplitud relativa) involucrados en la expresion del ritmo de la
amplitud del ERG. Cuando se aplican pulsos de luz azul directamente en el sexto
ganglio abdominal, el ritmo ERG de acociles juveniles presenta cambios de fase

diferentes a los obtenidos con luz blanca (Bernal-Moreno et al, 1996).
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En el pez Coucsius plumbeus, la sincronizacion del riomo de actividad

locomotora puede llevarse a cabo mediante vias extrarsretinianas usando ciclos LO
de luz roja, (Kavaliers, 1980). En el murciélago Hipposideros speoris, se han
reportado adelantos maximos de fase con pulsos de luz de 520 nm y atrasos
maximos de fase con luz de 430 nm en TC 14 y en TC 18 respectivamente; lo que
sugiere un claro antagonismo entre dos clases de fotorreceptores en la retina que
median los avances y retrasos de fase (Joshi y Chandrasherkaran, 1985).

La actividad locomotora en el conejo silvestre, puede ser sincronizada

de ilumi ion.

mediante la variaciéon en la composicion espectral en un régi
Los incrementos en la intensidad de luz azul son mas efectivos para el avance del
>s en la i idad de luz amarilla

inicio de actividad, asi como los decr

(Nuboer et al, 1983).

luz monocromaitica en los diversos tipos de ritmos

La respuesta a la
os que di las vias de

circadianos de los animales, sugiere que los pi
sincronizacion son diferentes a aquellos que se encuentran en otro tipo de respuestas

a la luz como en la fotosintesis. la fototaxis y la vision. ademas de que al parecer
mas de un pigmento fotorreceptor, o la via que lo incluye afecta a los ritmos
circadianos de manera diferente (Hastings et al, 1992; Foster y Mecnaker, 1993).

Sensibilidad retiniana en el acocil

Para et acocil adulto, se ha reportado que la maxima sensibilidad visual es a
los 570 nm, lo que al parecer es consecuencia de un pigmento parecido a la
rodopsina. Existe también sensibilidad al rojo y el pigmento responsable es al
parecer un tipo de iodopsina (Bruno y Kennedy. 1962). Posteriormente, Wald

(1967) reportd la presencia de receptores al azul con un pico de sensibilidad a los
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445 nm cuando el acocil es previamente adaptado a luz roja. Mediante técnicas
clectrorretinogrificas, las respuestas a 570 y 440 nm son debidas a rodopsinas
(Wald, 1967; Goldsmith y Fernandez, 1968) mientras que una porfirropsina, el
croméforo 3-dehidroretinal, peirmite mayor absercién a 600 nm. Este croméforo
disminuye cuando se manticne al animal en luz constante asi como a temperaturas
mayores a los 25°C (Suzuki et al, 1985).

Fanjul-Moles y Fuentes-Pardo, (1988) han reportado cambios durante al
ontogenia en la sensibilidad retinal en el acocil Procambarus bouvieri, proponiendo
el que existan tres posibles grupos de fotorreceptores en el animal adulto que se
desarrollan de forma asimétrica durante la ontogenia. pues en este trabajo, los
animales de los primeros estadios de desarrollo mostraron mayor sensibilidad a
longitudes de onda corta (azul, UV) y esta sensibilidad cambia a longitudes de onda

larga (verde, rojo) cuando ¢l animal se aproxima a la edad adulta.

Al parecer existe una fuerte influencia de la glindula sinusal sobre la
sensibilidad espectral. En adultos sinusotomizados, la sensibilidad espectral a la luz
azul y la luz voja es semecjante a la mostrada por los organismos juveniles (Fanjul-

Moles et al, 1991).

Fotorreceptores extrarretinianos en el acocil

Ademas de los fotorreceptores responsables de la visidon, se han reportado la
existencia de fotorreceptores extrarretinianos en diversos invertebrados (Wolken,
1988). Para los crustaiceos decapodos, se han descrito: un fotorreceptor
extrarretiniano que consiste en un par de neuronas fotorreceptivas en el sexto
ganglio abdominal (Prosser, 1934; Wilkens y Larimer, 1976). Se ha descrito
fotosensibilidad en motoneuronas del segunde ganglio abdominal (Edwards, 1984)
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y se ha reportado que existe un fotorreceptor extrarretiniano en el ganglio

supraesofagico del acocil australiano Cherax destructor (Sandeman y col, en 1990).

Ha sido muy discutida la funcién del fotorreceptor del sexto ganglio
abdominal del acocil. también llamado fotorreceptor caudal (Wilkens, 1988). La
principal funcion de esta estructura se ha relacionado con la conducta fototactica
negativa, sin embargo se ha estudiado su relacién con los diversos ritmos
circadianos tales como el ritmo de amplitud del ERG (Fuentes-Pardo ¢ Inclan—
Rubio, 1987. Bermal-Moreno et al, 1996) asi como en el ritmo de actividad

locomotora (Page y Larimer, 1976).

La respuesta del fotorreceptor caudal a la luz monocromitica muestra una
sensibilidad espectral desde los 425 a los 600 nm, con una maxima respuesta a los
500 nm; usando una intensidad de 5x10-4 W/cm2. Esta respuesta a la luz
monocromatica difiere de la obtenida por las estructuras retinales. La curva de
sensibilidad de la retina esta desplazada a la zona de onda larga (sensibilidad
maxima a 570 nn) por lo que se sugiere que el pigmento fotorreceptor responsable
sea diferente al de la retina pero semejante a la absorcién de la rodopsina de otros

crusticeos (Bruno y Kennedy, 1962).

En el acocil #. c/arkii ain no se ha descrito ningin fotorreceptor que se
encuentre en el ganglio cerebral; sin embargo como se menciond anteriormente,
Sandeman et al, (1990) reportaron que en ¢l acocil Cherax destructor, existen dos
grupos de células pigmentadas en el margen anterior del ganglio cerebral. Estas
células presentan granulos de opsina tipicas del ojo compuesto y sus membranas
asemejan estructuras en forma de rabdoma. Las células responden a los estimulos
luminosos mediante un potencial de receptor y su sensibilidad espectral abarca
desde los 440 nm hasta los 620 nm con una sensibilidad maxima en los 540 nm. Los
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axones de estas células proyectan hacia el puente protocerebral y a neurdpilos en el
deutero y tritocerebro, donde podrian hacer sinapsis con fibras descendentes a los

centros locomotores.

Ritmo de actividad locomotora en el acocil

El Ritmo de Actividad Locomotora (RALM) en el acocil, es tipico de un
animal nocturno, su periodo en oscilacion espontanea es menor a las 24 horas y
durante la sincronizacidon a un régimen de luz-obscuridad (LO) 12:12 muestra dos
picos de actividad, el primero, corto y de respuesta inmediata al encendido de la luz,
y el segundo mas largo, que aparece poco después del apagado de la luz. Este
segundo pico es el considerado como representativo para la oscilaciéon enddgena,

mientras que el primer pico se considera como una respuesta exdgena a la luz y
desaparece en condiciones de oscuridad constante, asi como en fotoperiodos

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

La sincronizacion del RALM a un fotoperiodo, puede levarse a cabo mediante
vias retinianas y extramretinianas. Se ha reportado que después de la ablacion de la
retina, permanece la capacidad de sincronizacion del ritmo (Page y Larimer, 1976).
La ablacion de los conectivos al sexto ganglio tampoco la evita, mientras que la
ablacién de los conectivos circunesofagicos hace que el ritmo desaparezca
completamente. Por lo anterior se ha propuesto que el marcapaso del RALM en el
acocil esta probablemente ubicado en el ganglio supraesofagico (también conocido

como cerebroide), ¥y que las vias de sincronizacion al fotoperiodo son tanto

retinianas como extrairetinianas. Estas ualtimas no descartan la presencia de
fotorreceptores extrarretinianos en el ganglio supraesofigico (Page y Larimer,

1976).
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Por otra parte, Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio (1981) reportaron que existe

correlacién entre el ritmo de amplitud del ERG y el RALM en el acocil

Procambarus bouvieri. Estos autores sostienen que la ablacion del ganglio

cerebroide no provoca la desaparicién del ritmo locomotor y que posterior a la

ablacién se observan cambios inestables entre la fase del ritmo ERG y el RALM,
di >res para ambos

ccC

por lo que sugieren la posibilidad de diferentes
ritmos que operan bajo una coordinacidon central, probablemente de naturaleza
neuroendoécrina. En este estudio, se propone que al menos dos osciladores diferentes
pero directamente acoplados, son responsables de las variaciones circadianas en el

acocil adulto, es decir que la expresidon del RALM podria ser originada por los

pedinculos oculares y/o por el ganglio cerebroide.

Mediante otro tipo de analisis, se encontré que €l RALM del acocil presenta

variaciones en sus caracteristicas de periodo, actividad-reposo (a/p) y fase ($)

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

evolucidon en su maduracién que el rittho ERG, pues parece estar presente desde la
eclosion, o al menos desde que alcanza motilidad propia (2° estadio), se¢ observa una
tendencia a la estabilizacion hasta aproximadamente las 20 semanas de edad, lo que
demuestra un desarrollo mas lento en comparacion al ritmo ERG. Sin embargo un
bajo porcentaje de los organismos mas jovenes muestran un ritmo circadiano de
actividad locomotora, lo que hace suponer que los sisternas marcapasos
responsables de su generacidon son funcionales desde los primeros dias de eclosion y
lo que varia es el grado de maduracion de las vias que lo manifiestan. Lo anterior ha
sido reportado para orros invertebrados como la cucaracha Lewucophaea maderae

(Page, 1990) y en el grillo Gricus bimaculaius (Yagt y Loher, 1986).

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

elementos neurohumorales que son secretados en el tallo ocular, aunque no son los
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responsables de su origen, las estructuras del tallo ocular (excepto la retina y la
lamina ganglionaris) presentan una influencia importante en los aspectos de
locomocioén. Un ejemplo de ello es que la ablacién del pedunculo ocular provoca en
algunos orgconismos una incapacidad para lograr la sincronizacidon a fotoperiodo,
mientras que otros iostraron una clara sincronizacidén aunque, con caracteristicas
de fase distintas a las de los acociles adultos (Page y Larimer, 1975). La CRF
descrita para el ritmo de actividad de las patas ambulatorias del acocil adulto es
bimodal y muestra poca sensibilidad a los pulsos de luz blanca. Durante la mayor
fraccion del tiempo circadiano se aprecian retrasos y una zona muy estrecha de
adelantos alrededor de TC 17 (considerando como TC 0 al 50% del incremento en
la curva de actividad relativa); los autores sugieren la posibilidad de que el
marcapaso responsable del ritmo del ERG y del RALM sean el mismo (Viccon—Pale

y Fuentes—Pardo. 1994).




II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los trabajos realizados sobre los procesos circadianos del acocil, se ha
reportado que tanto la calidad como la cantidad de la luz, parecen tener efectos
importantes sobre los parametros de los ritimos. El efecto de la luz monocromatica
en la expresion del ritmo de amplitud del ERG durante la ontogenia del acocil,
muestra un efecto diferencial entre 1a longitud de onda corta y la longitud de onda
larga sobre los parametros de este ritmo (Fanjul-Moles et al, 1992), lo que ha
llevado a proponer a los autores la existencia de dos grupos de fotorreceptores
circadianos con una sensibilidad diferencial a estos dos tipos de longitud de onda.
Estos fotorreceptores, ademas de presentar un desarrollo asimétrico durante la

ontogenia estarian incidiendo sobre al menos dos sistemas osciladores distintos.

Por otra parte se ha encontrado que la expresion del RALM durante la
ontogenia, no presenta modificaciones tan importantes €n Sus parametros como
sucede en el ritno de amplitud ERG y sus caracteristicas temporales de maduracion
son diferentes (Fanjul-Moles et al, 1996). Algunos autores han propuesto al ganglio
cerebroide como la estructura en la cual se encontraria un marcapaso comin a los
ritmos de actividad locomotora y de amplitud electrorretinografica en el acocil
adulto (Page y Larimer, 1972, 1975). Sin embargo esta idea ha sido refutada por

otros autores (Fuentes—Pardo e Inclan-Rubio, 1981).

Los estudios sobre la accidén de la luz monocromatica durante la ontogenia de
estos riumos podrian dilucidar estas contradicciones y aclarar algo mas sobre el
desarrollo neural del acocil. Las caracteristicas ontogénicas de la expresiéon de
ambos ritinos y el comportamiento del ritmo ERG ante longitudes de onda

diferentes, abre un campo de estudio y una hipétesis de trabajo:




I HIPOTESIS

Si la luz monocromitica que produce cambios diferenciales sobre los
paramernos de! ritmo de amplitud electrorretinigrafica ERG, y tuviera un efecto
semejante sobre el ritmo de actividad locomotora (RALM) en las edades en que
existe un cambio en Ia manifestacién de las caracteristicas de ambos ritmos,
entonces se aclararia si las vias y centros de sincronizacion para ¢l RALM y el ERG
son semejantes, asi como si en la expresién del RALM estan involucrados
osciladores asociados a fotorreceptores con diferente sensibilidad espectral.

Objetivo general
« El objetivo gencral de esta tesis es el estudio del ritmo de actividad
locoinotora de acocil juvenil Procambarus clarkii, durante la exposicion al

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

roja.

Objetivos particulares
« Analizar la capacidad de sincronizacién del Ritmo de Actividad Locomotora
de acoclies juveniles, mediante vias extrarretinianas asi como la sensibilidad

espectral de las mismas a longitudes de onda corta y onda larga.

» Dilucidar la relacion entre las vias de sincronizacion entre el ritmo ERG y el

Ritmo de Actividad Locomotora en acociles juveniles.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Obtencién y mantenimiento de animales

Se obtuvieron acociles adultos de la especie Procambarus clarkii colectados
en Parral, Chihuahua; se trasladaron al laboratorio y se mantuvieron en acuarios de
70 x 37 x 30 cm. Cada acuario tenia acondicionado un sistema de iluminacién cuyo
fotoperiodo de luz blanca (Intensidad 150 Lux) encendia a las 07:00 hs y apagaba a
las 19:00 hs. El agua de los acuarios se mantuvo a 20°C % 2°C. En cada acuario se

distribuyeron los animales por sexo, con una proporcion de tres hembras por cada

macho.

Los acuarios se construyeron con filtros biolégicos a base de grava y
aireacién, ademas de diversos resguardos donde los animales podian permanecer en
penumbra durante las horas de iluminacién. El burbujeo en todos los acuarios fue
aplicado mediante una bomba de aire Sweetwater mod K-37JXGZ. Bajo estas
condiciones, los animales fueron mantenidos hasta que se llevd a cabo su

reproduccion.

Una vez obtenidas las hembras ovigeras, fueron aisladas en acuarios con las
mismas condiciones. Se observo la fecha de eclosion de los huevecillos la cual se
consideré como el tiempo cero para determinacion de la edad. Los animales
Jjuveniles fueron mantenidos en acuarios similares. Todos los acociles fueron

alimentados tres veces por semana con verduras cocidas y pescado.




21

Diseio experimental

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

Separaron en cuatro grupos:

e Grupo [: Control, incluye acociles juveniles sin lesiones experimentales.
(n=26).

o Grupe 1I: Acociles juveniles con lesién en pedinculo ocular que incluyé

ablacién de Retina y Lamina Ganglionaris (n= 22).

: Acociles juveniles con lesion semejante al grupo Il y ademas

« Grupo 1
ablacion de los conectivos entre el quinto y el sexto ganglio abdominal,
(n=20).

e Grupo IV: Acociles juveniles con lesion electrogénica en el ganglio

supraesofagico, (n=24).

Las lesiones correspondientes a los grupos I al IV se muestran

esquematicamente en la figura 1.
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Figura 1

En (a):Representacion de la distribucién del sistema nervioso en el acocil
P. clarkii . Desde la regién rostral a la region caudal se observa Ia ubicacion del
Ganglio supraesofagico o cerebroide (GC), Ganglio subesofigico (Gse), Ganglios
tordcicos I al V (TI-TV). En la region abdominal-caudal se presentan seis ganglios
(Al al AVI). La linca negra que presenta una tijera, indica la lesién en los
conectivos entre el 5° y 6° ganglio abdominal.

En (L) se esquematizan el pedanculo ocular y el Ganglio cerebroide de arriba
hacia abajo: Retina (R), Lamina Ganglionaris (Lg), Médula externa (Me), Médula
interna (Mi), Médula terminalis (Mt). La linea negra que presenta una tijera, indica

la lesion entre Lg y Me.

En el Ganglio cerebroide se aprecian regiones como: Tracto olfatorio-globular
(Og) Neurépilos épticos (Opt). Puente protocerebral (Ppe), Nervio antenular (Anl),
Lébulo olfatorio (O1) Loébulo accesorio (Ac), conectivos esofagicos (Oes), 16bulo
paraolfatorio (Pa) Tomado de Sandeman et al 1988.
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Los organismos de cada grupo se colocaron individualmente en acuarios de
registro y se sometiecron durante 10 dias a condiciones constantes de oscuridad
(OO1); posteriormente s¢ les aplicé un FE implementado por un pulso de luz de 30
min alas 07:00 h y un segundo pulso a las 19:00 h. Finalmente se regresd a cada
uno de los animales durante 10 dias a oscuridad constante (OO2). Cada grupo
experimental, se dividié en dos tratamientos, uno se sometié a FE simétrico 12:12
con luz monocromitica azul (25 Wm=2, A= 460 nm) y otro a FE con luz
monocromatica roja (25 Wm-? A= 640 nm). La luz fue aplicada mediante fibra
Optica (Dolan Jenner, mod 170.2) cuya fuente de iluminaciéon (lampara de halégeno)
estuvo fuera del sistema de aislamiento como se muestra en la figura 2. La luz
monocromatica azul fue obtenida con el uso de filtros Schott mod BC28 y los de luz
roja con filtros de gelatina Kodak Wratten (cat 1494178). La intensidad de la luz,
fue calibrada con la ayuda de un Cuantémetro-Radidémetro-Fotémetro Li-Cor
modelo LI 180; y con un piranémetro como sensor Li-Cor modelo PY-17197.

Los acuarios de registro fueron elaborados con vidrio de 0.5 cm de espesor, y
las dimensiones coivespondientes fueron de 20 x 8 x 10 cm. Cada uno presentaba en
su base cuatro diodos emisores de luz infrarroja (A=900 nm) y sus respectivos
sensores del lado opuesto, con una separacién lateral de 3 cm entre cada uno. Los
animales colocados dentro de estos acuarios se pudieron mover libremente de tal
manera que cada intenrupcion del circuito era considerada como un evento de
actividad locomotora el cual se almacenaba en una computadora. En un extremo del
acuario, se¢ puso comida adherida al fondo con cera, en el extremo opuesto, el
acuario presentaba un resguardo de plastico opaco.
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Figura 2.
Diagrama general del sistema de registro de actividad locomotora.

En (a) se muestra el disefio del gabinete en el que se encontraban los acuarios
de registro (AC), Ventilacion del gabinete (VENT)., Sistema programable de
encendido y apagado de la luz (T). Fibras opticas (FOP), Fuente de iluminacion
externa (FIE), Aireacién del acuario (Al), Conexion a la computadora de captura

(COMP).

En (b) se muestran las caracteristicas del acuario de registro. Sensores
infrarrojos (SIR), Guarida (G). Comida (C) Nivel del agua (Nv) Cubierta de vidrio

(CV).




25

de registro fueron colocados por pares en cubiculos

independientes hechos de madera de 2 cm de espesor y con el interior negro como

se muestra en la figura 2. Cada cubiculo presentaba una fuente de aireacion, y un
conexion a un sistema analégico-digital de captura, un par

Los acuarios

sistema de ventilacion,
de fibras opticas con los filtros de luz correspondientes (se usé unicamente un tipo

de filiro para cada cubiculo). Los cubiculos se mantuvieron en un cuarto oscuro con

ventilacién y temperatura controlada (20°C # 1°C).

Obtencién de datos y anilisis correspondientes

Los acociles fueron monitoreados individualmente médiante el sistema de

registro previamente descrito. La actividad locomotora fue colectada a manera de la

suma total de interrupciones a los circuitos durante cada wveinte minutos
(bin=20 min) y colectada y almacenada por una microcomputadora XT Printaform
para su andlisis posterior. Los valores de actividad se graficaron mediante un
actograma convencional de doble grafica con la ayuda del programa TAU
(Minimiter Co. Inc.). El analisis de la actividad locomotora se basé en los grupos

mas claros de actividad, discriminando aquellos cuya amplitud era mayor a la media

mas la desviacion estandar.

El ritmo de actividad locomotora del acocil no es tan claro como el de otras
especies de animales, por lo que se¢ usaron métodos estadisticos para determinar si el
ritmo era significativamente estadistico. Los datos de cada 10 dias de actividad se
graficaron en unidades de 20 minutos y se analizaron mediante el periodograma de
X2 a intervalos de 10 a 30 horas. Unicamente se consideraron los registros que
rebasaron nivel de significancia p<0.01 (Sokolove y Bushell, 1978). Las diferencias
de los valores de periodo entre la oscilacion espontinea inicial y la final en

oscuridad constante (OO) se analizaron mediante estadistica no paramétrica con la
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prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para determinar el punto de referencia de fase en
cada actograma, se usé el valor maximo de actividad de cada ciclo. Para la
determinacion del TC se considers la curva promedio de los tres altimos dias para
cada condiciéon. La referencia del inicio de actividad fue considerado a partir del
momento en que la curva rebasa la media de cada ciclo, lo que representé el TC 12.
E!l periodo obtenido por el periodograma, se comparé con el obtenido mediante el
uso de regresion lineal por minimos cuadrados. tomando como la referencia la fase
de maxima actividad en cada ciclo. Las fases obtenidas durante el FE fueron

analizadas mediante estadistica circular con las prucbas de Rayleigh y Rao para no

aleatoriedad (Batchelet, 1981).

Lesiones e Histologia.

Todas las lesiones se hicieron en anirmales anestesiados con frio (4°C) bajo un
microscopio estereoscopico Olympus modelo SZ-STB1. La ablacion de retina se
llevé a cabo con una tijera oftalmolégica, eliminando la zona retinular y la lamina
ganglionaris; la ablacién de los conectivos al sexto ganglio abdominal se llevé a
cabo mediante un corte entre el quinto y sexto segmento ventral (Figura 1),

Posteriormente, para disminuir la pérdida de hemolinfa, los animales se enfriaron a
10°C durante 10 minutos mas.

Para lesionar el ganglio cerebroide se utilizé una referencia estereotaxica
previamente establecida y mediante una serie de disecciones se elaboro el diagrama

de referencia mostrado en la figura 3.
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Referencia para lesi6n

placa subentenal
Placa interantenal

placs del epistomo

Figura 3.

Referencia anatéomica de la region rostral del acocil. Se muestra la ubicacién
del ganglio supraesofagico en referencia a las estructuras externas. En (a) se muestra
la posicién anatémica del ganglio cerebroide en la cara interna del réstrum y en (b)
las estructuras de referencia anatémica externa y la region en que se insertd el
electrodo para lesién electrolitica, en los dibujos superiores a cada esquema se
muestra la referencia lateral y las lineas representan el corte al que se presenta el
plano. Ganglio supraesofagico (Gc), Conectivos circumesofagicos (Oes), Antenas
(Ant), Anténulas (Anl), Pedinculo ocular (Po). Réstrum (Ro), Boveda antenal (Ba).
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El protocerebro se encuentra entre la base de la conexiéon de los pedunculos
oculares y el tope superior de la insercion antenular. La lesion al ganglio
supraesofigico, se hizo mediante el corte del rostrum a nivel de la base de los
pedianculos oculares. Una vez referido, se inserté un electrodo de acero con una
punta de 50 um de espesor, con la ayuda de un soporte con micromanipulador
Narishigue, modelo 11902, para después pasar una corriente de 10 mA durante S

segundos mediante un estimulador Hewlett Packard modelo 6217-A.

Después de la lesién, los animales se mantuvieron en recuperacion durante una
semana antes de pasar al sistema de registro. Al final de cada experimento se llevé a
cabo el control histolégico. Los animales lesionados fueron fijados en formaldehido
al 10% y disecados los pedanculos oculares y el cerebro para verificar la lesiéon. Las
muestras fueron incluidas en paraplast y cortadas con un microtomo a 10 mun de
espesor. Los cortes fueron teilidos con azul de tolouidina y fueron observados y

fotografiados con el uso de un microscopio de luz Nikkon Labophot 2.
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V. RESULTADOS

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

Fotoperiodo esqueleto con luz azul

La actividad locomotora de los acociles sin lesiones durante la oscilacion
espontinea, muestra las caracteristicas descritas en trabajos anteriores para los
animales de este intervalo de edad. El ritmo frecuentemente es unimodal y los

niveles de actividad son variables (Fanjul-Moles et al, 1996).

La figura 4 muestra un actograma representativo de un acocil juvenil. Durante
los 9 primeros dias de registro en la condicién inicial de oscuridad constante, el
animal manifiesta un ritimo con un valor de periodo de 1 = 24.6 horas. La actividad
esta presente durante éasi todo el dia, de tal manera que los periodos de reposo (p)
son muy cortos. Los picos de maxima actividad permiten apreciar la oscilacién del
ritmo. La linea de regresion muestra para esta condicion un valor de periodo de
T =24.4 hs. Cuando pasa a FE con luz azul del dia 10 al dia 20, el RALM se
sincroniza y muestra dos grupos de actividad, uno de corta duracion y baja amplitud
que se presenta simultaneo al primmer pulso de luz (07:00 hs) y un segundo grupo de
actividad que se sincroniza con el segundo pulso de luz (19:00 hs). El ajuste al

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

El periodograma correspondiente muestra dos picos significativos de 12 y 23.8
horas, ¢l valor del periodo calculado por la linea de regresiéon mostrd un valor igual
al obtenido mediante el andlisis del periodograia. Durante los Gltimos cinco dias de
registro en oscuridad constante, se observa un ritmo unimodal en oscilacién
espontanea con un valor de periodo de t = 24.8 hs, la linea de regresion representa

un t=25.2 hs.
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Figura 4

Actograma de doble grafica que muestra el ritmo de actividad locomotora de
un acocil juvenil sin lesiones. Del dia 1 al 9 en condiciones de OO, se observa un
T = 24.6 hs, del dia 10 al 20 en condiciones de FE con luz azul y del dia 21 al 26 en
OO2. A la derecha del actograma se presentan jos periodogramas correspondientes.
En el actograma se presenta la linea de regresién en tono gris correspondiente a
cada condicién.
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Fotoperiodo esqueleto con luz roja

La figura 5 muestra el RALM de un animal juvenil que durante los 10
primeros dias oscila con un periodo de Tt = 23.0 hs (p<0.01%%): el ritmo ¢s unimodal
y la intensidad de la actividad es variable. En este registro se aprecia que los
intervalos entre a y p son claros. La linea de regresién dio un valor de periodo de
T = 22.8 hs. Desde el dia 11, cuando se aplica el FE con luz roja sc observa que la
actividad se sincroniza al pulso de las 19:00 hs. En el primer dia en FE, el primer
pulso coincide con TC 7 y mediante retrasos se sincroniza al segundo pulso de luz.
El ritmo locomotor presenta dos grupos de actividad, el primero de corta duraciéon y
amplitud aparece simultdneo al pulso de luz correspondiente a las 07:00 hs. y el
segundo de mayor amplitud y duracidn esta sincronizado alrededor del segundo
pulso de luz. El periodograma correspondiente muestra picos de 12 y 23.7 hs, la
linea de regresion equivale a un periodo de 24.1 hs. A partir del dia 23 de registro,
el animal se mantuvo nuevamente en oscuridad constante, el rittmo presenta una
oscilacién unimodal con un valor de periodo de t = 23.5 hs. En la condicién post-
sincronizacidn se aprecia claramente el control de fase a partir del aitimo dia en FE,

la linea de regresion representa un periodo de t = 23.45 hs.

La tabla 1, muestra ¢l resumen de los resultados para este grupo experimental.
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Periodo (h)
20 24 28
23 Qp
Qp
237
235 Qe

Hora del dia

Figura S.

Actograma de un acocil juvenil sometido a condiciones constantes de
oscuridad y a FE con luz roja. El actograma muestra claramente que durante el FE
aparece un pico de actividad que coincide con el pulso de las 07:00 hs y otro que se
presenta alrededor del pulso de las 19 hs.El periodograma muestra dos picos

significativos en esta parte del registro.
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TFabla 1
Respucstaa| n | 1 OOI<24 [tenFE| 1002 TO0!1>24 |tenFE| t0O02 | #Ci
FE () ) Trans.

FE azul Sincroniza 9 22.68+£0.75 24.04 24.74 27.13 £0.3 24.03 26.7 4.25
6) +0.25 *]1.72 3) +0.23 =1.4 =1.8

n=1i3 No <4 22.46x1.8 253 24.1 25.00 2255 22.8 -

Sincroniza (3) *1.5 +3.7 1) +0.38

FE rojo, | Sincromizan | I3 22708 24.05 26.93 24.2 20.81 23.96 234 4.0

n= 13 7) +0.39 +1.5 {6) +036 +0.32 *=0.4
Variaciones en periodo promedio obtenido en los diferentes

tratamientos con

animales sin

lesiones.

Se muestra el

periodo en

oscuridad constante, antes (OO1) y después (O0O2) del FE. En esta tabla
se muestran agrupados, segun el valor promedio del periodo. La Gltima
columna (# Ci. Trans) representa el numero de ciclos transitorios para la

sincronizacion al FE.

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

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

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

expuestos a FE azul, solamente 9 lograron sincronizarse, lo que sugiere una mayor

sensibilidad de los fototreceptores circadianos a la longitud de onda larga.
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El periodo del ritmo en oscilacién espontanea, puede ser afectado por las
condiciones de fotoperiodo previas a las que estuvo sujcto el animal, este fendmeno
ha sido definido por Pittendrigh y Daan (1976a) como “post-efecto™. En el caso de
los acociles del grupo 1. se observé que el periodo previo al tratamiento con FE fue
diferente al obtenido después de la sincronizacién. La figura 6 muestra la variacion
en el periodo en los dos tratamientos recibidos por cada animal que fueron
mencionados en la Tabla 1. Cuando en oscuridad constante inicial (OO1) t <24 h,
después del FE, el valor de t aumenta y cuando el ritmo tiene un periodo inicial
mayor a 24 horas, el valor de 1 posterior al FE parece disminuir en ambos
Los asteriscos en la grafica representan que existen diferencias

tratamientos.
significativas mediante el analisis de Kolmogorov-Smimov (p = 0.043 para luz roja

y p< 0.03 para luz azul, D = [ en ambos casos).

La capacidad de sincronizacion del RALM es similar para las dos longitudes
los animales que mostraron

La dismribuciéon de fases de
ia

de onda utilizadas.
la figura 7. En ambos tratamientos,

sincronizacion esta representada en
distribucion de la fase puede presentarse en cualquiera de los dos pulsos de luz

representados con las flechas en cada circulo. En ambos tratamientos la fase del
ritmo se encuentra sincronizada a uno de los dos pulisos de luz, agrupandose con una
distribucién bimodal. La prueba de Rao mostré que la distribucién bimodal es

significativa (U=186.8 con luz azul y U=259 con luz roja, p<0.05%%).
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Figura 6

Cambios en el valor de t previo y posterior a la sincronizacién al FE con luz
monocromatica. En (a) se presentan Jos casos con un valor inicial de periodo
promedio menor a 24 hs y en (b) mayor a 24 hs. Las barras claras representan los
casos en FE con luz roja y las oscuras en FE con luz azul. Se presenta la dcswacton
estandar correspondiente a cada grupo y los asteriscos repr 1 difer
significativas entre los grupos.

Figura 7.

Fases estimadas del ritmo de actividad en los acociles que sincronizaron al

FE. Las flechas representan el inomento en que se aplica cada pulso. Es clara la
tendencia bimodal en ambos grupos. El valor de U es el comrespondiente a la preba

de Rao para doble tendencia.
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Grupo ll. Ritmo de actividad locomotora en acociles juveniles con
ablacion de retina-Limina ganglionaris (R-Lg).

Histologia

La figura 8a, muestra la fotomicrografia de un corte de 10 um de espesor,
correspondiente a un peduanculo ocular de un acocil juvenil sin lesién. Se pueden
observar las estructuras tipicas como la Retina, la Lamina ganglionaris (Lg), la
Médula externa (Me), la Médula intema (Mi) y la Médula terminalis (Mt). La lesién
correspondiente en este grupo experimental se puede observar en la fotomicrografia
8b. en que tnicamente se eliminan Ry Lg. Después de 30 dias de la lesion, el tejido

daiiado muestra cicatrizacién en la zona de lesion sin haber regeneracion de los

fotorreceptores.

Fotoperiodo esqueleto con luz azul

La ablacion de R-Lg no evita la capacidad de expresion del RALM. En la figura 9
se presenta el actograma tipico de un acocil juvenil de este grupo experimental. Desde el
dia [ al 10, el rnitmo oscila espontaneamente con un periodo de 25.1 hs, a partir del dia 8
se acorta ¢l periodo y disminuye el nivel de actividad. Durante los siguientes 10 dias en
que es sommetido a FE con luz azul, el primer pulso cae cerca de TC 12 y mediante
avances sincroniza al pulso (19:00 hs) mediante 2 ciclos transitorios. Durante este
tratamiento, el valor del periodo fue t = 23.9 hs y con un inicio de actividad 5 horas
antes del pulso de las 19:00 hs. El breve bloque de actividad que se relaciona con el
encendido de la luz no aparece. Durante los Gltimos dias en OO2 el ritmo muestra un
control de fase respecto al ultimo dia en sincronizacion y oscila con un periodo de 26
hs; sin embargo aparecen otros picos significativos que no estuvieron presentes en la
condicién inicial de oscuridad. Los periodos calculados mediante regresion lineal para

cada condicion son: OO1 Tt =24.53, FEt=24.18 y OO2 t = 26.0 hs.
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(a) (b)

Figura 8

Fotomicrografias de un pedinculo ocular de un acocil sin lesion (a) en el cual
se aprecian claramente los neurdpilos: Lamina ganglionaris (Lg) Médula externa
(Me), Médula interna (Mi) y Médula terminalis (Mt). La lesién en R-Lg se observa
aumentada en (b), no parece haber regeneracién de las células retinulares.
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Periodo (h)
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Figura 9

Ritmo de actividad locomotora correspondiente a un animal sin retina ni
lamina ganglionaris. A pesar de la lesién, se manticne la capacidad de
sincronizacion al FE con luz azul. A la derecha se muestran los periodogramas
correspondicentes a cada condicidn.
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Fotoperiodo esqueleto con luz roja

La figura 10 muestra el actograma de un acocil juvenil sin R-Lg, que durante
los primeros 9 dias en OO, presenta un ritmo claramente unimodal con un periodo
de 25.8 hs. La actividad es variable entre cada ciclo, de tal manera que se observan
dias con muy poca actividad, sin embargo se mantiecne la fase de la oscilacion.
Durante el FE con luz roja. el primer pulso de luz cae aproximadamente en TC 3 y
mediante avances el ritmo se sincroniza al segundo pulso de luz. Durante esta
condicién, un segundo pico aparece con periodo variable y al final se acopla al FE,
sincronizandose al pulso de las 19:00 hs. El periodograma correspondiente muestra
un pico a las 23.9 hs (p<0.01%). En la condicién final en OO2, el ritmo mantiene
un control de fase y oscila con un periodo de 25.2 horas, los niveles de actividad
varian nuevamente de tal manera que la maxima actividad presenta el periodo
circadiano significativo y ademas aparece un pico de 15 hs. Los valores de los
periodos calculados mediante regresion lineal para cada condicién son: OOl

1t =26.25, FE 1= 23.74 y OO2 t = 25.87 hs.

En este grupo fucron usados 22 acociles, de los cuales 11 fueron sometidos a
FE con luz azul y 11 a FE con luz roja. De los expuestos a FE roja el 73 %
sincronizaron (t =23.95, = 0.05 hs). mediante una serie de 3.88 * 2.6 ciclos
transitorios; mientras que de los expuestos a FE azul, solamente 9 (80%) lograron
un ajuste de periodo muy cercano a las 24 horas (r = 24.06 + 0.17 hs) mediante

3.7 = 2.4 ciclos transitorios.
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Figura 10

Actograma que muestra el rittno de actividad locomotora de un acocil con
lesién en R-LG. En condiciones de FE con luz roja, la actividad se sincroniza al
pulso de las 19:00 hs y que después del fotoperiodo, el rittmo oscila con un periodo
menor al mostrado en OO1.
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L.a variabilidad en el periodo anterior y posterior al FE se observa en la
figura 11. Los animales con periodo corto en OO1, después del FE presentan un
1t >24 hs, mientras que aquellos que presentaron inicialmente t >24 hs mostraron un
decremento en el periodo tnicamente bajo luz azul. Las diferencias en el periodo de

cstos grupos no fueron significativas.

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

experimental.

La fase de maxima actividad para cada uno de los animales que sincronizaron
en ambas condiciones se representa en la figura 12, Al igual que en los animales
intactos, las fases se distribuyen en cualquiera de los dos pulsos de luz, excepto para
los sometidos a FE con luz roja en que existe preferencia por ¢l pulso de las 19:00
horas (U= 254.9 y U = 173.35 respectivamente).
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Tabla 2.
Respuestaa| n | tOOl<24 [ten FE| TO02 |t 001>24| tenFE | TOO2 | #Ci
FE (n) (n) Tran
FE azul Sincroniza 9 22.81 24.09 25.63 26.5 x1.4 24.06 24.06 3.7
n=11 +0.31 (1) +0.47 +2.32 (5) +0.17 *1.36 +*2.4
No 2 23.07 (1) 2598 268 28.8(1) 25.7 1.7 290 ——
Sincroniza +2.9
FE rojo, | Sincronizan | 8 | 23.5£0.08 23.81 25.0 27307 23.95 275 3.88
n=1l1 3) +0.38 +0.71 5) +0.05 %x1.59 *2.6
No 3 ——— ———— ——— 27.42 27.02 27.43 ——
Sincroniza *#0.91 (3) +0.62 *1.61

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

La ablacién de R-Lg, reduce la capacidad de sincronizacion de los acociles
expuestos a luz roja, mientras que con luz azul, la proporcion de acociles que
sincronizan al FE, es similar al grupo 1. En los animales sin retina ni Lg, no se
observa la tendencia del post-efecto en ie valor del periodo promedio, observada el

grupo [.
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Figura 11,

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

24 24
21 3 2 3
—~— T ——
18 6 18 6
15 ° 15 1
12 12
Figura 12,

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




43

Grupo III. Ritmo de actividad locomotora en acociles con lesién a nivel de
R-Lg y ablacién de los conectivos entre el V y VI ganglio abdominal

La ablacién de la retina y de los conectivos correspondientes no modifica la
capacidad de expresion del rittmo de actividad locomotora durante la condicién de

oscuridad constante. El periodo del ritmo en oscilacién espontanea es variable y

frecuentemente mayor de 24 hs (t =26.28 *+ 1.8 hs).

Fotoperiodo esqueleto con luz monocromdtica azul

En la figura 13 se muestra un actograma del RALM obtenido de un acocil
juvenil, que durante los primeros 9 dias estuvo en oscuridad constante. EI
periodograma correspondiente muestra tres picos entre las 24 y la 27.5 hs, la
tendencia general de la fase esta seiialada con la lineca de regresion (t = 26.55 hs), el
analisis espectral para esta condiciéon presenté valores de 20.6 y 29.52 hs. Desde el
dia 10 al 19 el ntmo presenta de manera mas clara dos componentes, uno de los
cuales se sincroniza al pulso de las 19:00 hs y otro componente de! ritmo sc
mantiene en oscilacién espontinea. El periodograma muestra para esta condicion
dos picos en 24.2 y 29.0 hs. La linea de regresion representa un periodo de

pico exdgeno

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

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

aproximadamente en TC 11 y mediante retrasos se sincroniza al FE a través de 2
ciclos transitorios. El periodograma muestra ademas tres picos ultradianos de baja
amplitud que pueden estar relacionados con los episodios de alta frecuencia que
aparecen durante los Gltimos dias en FE, el anilisis espectral presenté como
periodos relevantes de 29.52 y 7.94 hs. Durante la condicién final en oscuridad

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

regresion representa un periodo de 27.1 hs.
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Figura 13.

Actograma de doble grafica que muestra el RALM de un acocil juvenil sin
retina ni conexion al sexto ganglio abdominal. Durante el FE con luz azul se ve que
parte de la actividad se sincroniza al pulso de las 19:00 hs y otra parte parece
continuar con el periodo inicial de oscilacion.
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Fotoperiodo esqueleto con luz roja

La figura 14 muestra un actograma representativo de un acocil juvenil que
durante los primeros 10 dias en oscuridad constante presenta actividad dispersa, la
linea de regresiéon considera los picos de maxima actividad asociados a bloques de

larga duracién (v = 26.42 hs). El periodograma muestra un periodo de 25.6 hs.

En FE con luz roja, la actividad locomotora se fracciona en un grupo que
sincroniza al pulso de las 07:00 (t = 24.2), mientras que Otro grupo sc mantiene cn
oscilacidon espontanea con un periodo de 26 hs; la linca de regresion muestra un
periodo de 24.17 hs, el periodograma muestra ademas un pico ultradiano de 13 hs.
Esta tendencia es mas clara que la observada en animales sometidos a luz azul.

Durante fa condicién final desde el dia 26 al 35, los periodos de los
componentes circadianos cambian respecto a la condicion inicial. El periodograma
muestra picos de 24.6, 25.4 y 26.2 hs, lo que posiblemente representa un post-
efecto. La linca de regresion trazada en el diagrama representa un periodo de

24.6 hs.

El analisis espectral mostré para la condicién inicial un periodo de 25.8 hs
ademas de uno de 13.7 hs, durante el FE presenté periodos de 24.67 y 10.46 hs y en

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

47

Actograma del RALM presentado por un acocil sin retina y con ablacién en
los conectivos al sexto ganglio. El FE con luz roja, permite la expresién de un pico
de actividad que sincroniza al pulso de las 07:00 hs mientras que otro continia

oscilando libremente.
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De los 20 animales de este grupo, 12 fueron registrados bajo FE con luz roja y
8 bajo FE con luz azul. Al compararlo con los dos grupos anteriores, la capacidad
de sincronizaciéon en este grupo es menor (58.3 y 62.5 % respectivamente). En
algunos registros, a pesar de que el rittmo en OO es unimodal, durante el FE el
ritmo se¢ fracciona en diversos componentes con periodos variables, es posible
observar al menos un pico de actividad se sincroniza al fotoperiodo, pero que otros

componentes mantienen un periodo de oscilacion diferente a 24 hs.

La tabla 3, muestra las principales caracteristicas de los registros observados

en este grupo experimental.

En la Figura [5a se muestra el promedio del valor del periodo de los ritmos

que mostraron sincronizaciéon al FE, las barras que representan la desviacion
estindar en cada caso muestran la variabilidad del ritmo y no hay diferencias

significativas en el periodo posterior al FE (p= 0.7 y p= 0.8). La Figura 15b indica
el periodo promedio en los animales que no sincronizaron. En estos casos se
observo que a pesar de no sincronizar a 24 hs, el FE provocé cierto cambio en el

periodo de! ritino. Ninguno de los casos de esta figura mostraron diferencias

significativas entre el periodo previo y el posterior al FE.

La figura 16 muestra la distribucién de la fase de aquellos animales que
sincronizaron al FE. El nimero de casos es bajo por lo que ambos tratamientos se
agrupan en la misma grafica. No existen tendencias significativas por las fases
presentadas tanto en el traramiento con luz roja (circulos rellenos) como en el de luz

azul (circulos vacios), U=128.87 y U=136.58 respectivamente.
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Tabla 3.
Respuesta at Ten OO1 ten FE x fi i ! T itorio a Tt en Q02
FE (n). FE
(n)
FE azul, Sincroniza | 26.35 £2.15 (5) 24.24 28.0 4.8 24.85
n=8 +=0.43 +1.64
Q) +1.6
No 28.33£0.67(3)| 26.13 _— R 265
sincroniza +0.70
FE roja Sincroniza 247£1.61(7) 24.12 26.77 +1.23 (4) 3.2 24.17 2.3
n=12 +0.28
=1.4
No 2596 £0 71 2548 —————— ——— 24.15 £1.21
sincroniza ) *2.33

Variacion en los periodos observados en los acociles del grupo 111, sin R-
Lg ni concctivos al 6° ganglio abdominal. La columna referente a
“t fraccionados™. representa  aquellos periodos significativos que
aparecian ademas del correspondiente a 24 horas, lo que implica
componentes de actividad locomotora que no sincronizaron al FE.

De los resultados obtenidos en este grupo, se considera que tanto la retina y la
lamina ganglionaris asi como ¢l fotorreceptor caudal juegan un papel sino exclusivo,
si importante en la sincronizacién del ritmo de actividad locomotora. A pesar de que
en ambos tratamicntos con luz monocromatica se presentaron pocos casos de
sincronizacién, no parecen  existicr diferencias entre el efecto de la luz

monocromatica azul y roja aplicadas mediante FE.
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Figura 1S,

Promedio del periodo observado en los animales con lesion en retina y en:
lamina ganglionaris, asi como en los conectivos al 6° ganglio abdominal. En (a)
estan los casos en que se observa sincronizacion de la actividad locomotora al FE y
en (b) de aquellos que no sincronizaron. Las barras oscurasrepresenta los casos en

FE azul y las claras en FE rojo.

O U=13658
® U-12887

Figura 16.

Distribucion de la fase del ritmo durante FE en animales con lesiéon R-LG y
conectivos al 6° ganglio. Los circulos rellenos representan la fase obtenida en la
sincronizacion a luz roja y los vacios a la obtenida con luz azul.
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iles con lesién en ganglio

Grupo IV, Ritmo de actividad | otora de ac
cerebroide.

imales de los les solo 18

Para este grupo experimental se lesionaron 24
mostraron un ritmo circadiano significativo (64.3%, t =24.7 + 1.78 hs). De estos
animales solamente 9 lograron la sincronizacién al FE (x = 24.0 = 0.21 hs). El resto,

presento periodos variables durante la condicion de FE (t = 25.94 + 2.28 hs).

Los 9 animales lesionados que mostraron ritmo y sincronizaron al FE,
presentaron un patron de atividad locomotora semejante al de los animales intactos.
El control histologico mostro que en los animales que presentd esta expresion del

no alcanzd al ganglio cerebroide y las estructuras afectadas
17a se presenta una

ritmo, la lesién
corresponden a la glandula subantenal. En la figura
micrografia.correspondiente al control histologico de este caso. De todos los casos
analizados para este subgrupo el registro histologico no se completd, sin embargo,
de los casos en que hubo ritmo y sincronizé al FE, se observé que la histologia

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

La figura 17b muestra el actograma representativo de un acocil lesionado en
formna ineficiente, el cual muestra un rittno en oscilacién espontanea con un periodo
de 23.4 hs. Es notable que a comparacion de los registros de los animales intactos,
el nivel de actividad de baja amplitud se distribuye a lo largo de todo el ciclo.
Después del dia 10 es sometido a condiciones de fotoperiodo esqueleto con luz roja
y se observa un decretnento general en los niveles de actividad., manifestandose dos
grupos, uno de los cuales es simultaneo al pulso de las 07:00 hs y el otro muy
cercano al pulso de las 19 hs. El periodograma correspondiente muestra dos picos
claros de 12 y 24 hs. Finalmente en la oscuridad constante a partir del dia 21, el

ritmo gradualmente picrde amplitud, el periodo de actividad no es claro sin embargo
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parte de la fase corvesponde al pulso de las 19:00 hs, por lo que no se considera
como enmascaramiento. El periodograma para la condicion final en OO2 no fue

significativo.

Figura 17a

Fotomicrografia de un corte de ganglio cerebroide en el que la lesiéon no fué
exitosa. Tracto olfatorio-globular (Og), Lébulo paraolfatério (Pa), Lébulo accesorio
(La), Camulo celular anterior (Cca) Neurdpilo optico (Opt) Neurdpilo olfatorio
(O1). El recuadro incluido en la figura superior derecha muestra el area que incluye
la fotografia respecto al todo ¢l ganglio.
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Figura 17b.

Actograma de un acocil juvenil, en el cual la lesion no alcanzd el ganglio
supraesofagico. Las caracteristicas del ritmo son semejantes a las observadas en los

animales intactos, ya que durante el FE, en este caso con luz roja, la actividad es
bimodal y el pico exXdgeno s claro.
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De estos 9 animales, 5 animales se registraron bajo FE rojo y 4 bajo FE con

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

experimental.
‘Tabla 4.
Tipode | tenOO1 | Ten FE | Ten OO2
luz en FE

Casos con FE con 23.7 23.94 25.5
ritmo y luz roja +0.96 +0.14 +1.4
sincronizan a n=5 (n=3)

FE (n=9) FE con 253 24.07

fuz azul +0.7 +0.2

n=4

Periodo promedio obtenido en los acociles del grupo I'V que mostraron
rittmo circadiano de actividad locomotora en OO1 y en el que el control
histolégico mostrd una lesion falsa.

Como muestra la tabla, danicamente 3 de estos animales fueron capaces de ser
registrados durante todo el experimento y durante la condicion final se obtuvo el
periodo de (x = 25.5 = 1.4 hs) ya que el resto, o bien mostré falta de actividad o no

sobrevivieron al registro completo (figura 19a).

La fase del ritmo durante la sincronizaciéon se muestra en la figura 20. En
ninguno de los tratamientos con luz monocromatica se observé una tendencia

unimodal o bimodal significativa (U=31.2 con FE roja y U= 30 con FE azul).
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Un segundo subgrupo esta conformado por animales que presentaron ritmo en
oscilacion espontanea, pero que no sincronizaron al FE De este subgrupo solamente
se pudieron observar dos en cotroles histologico, en los cuales la lesion se presenté

en en la region posterior del protocerebro, al nivel del cuerpo central como se

muestra en la micrografia 18a.

Figura 18a

Fotomicrografia de un corte de longitudinal de un ganglio cerebroide en el que
la lesion se ubica en la region posterior del protocerebro. Cuerpo central (Cc),
Lébulo olfatorio (Ol) Lébulo paraolfatorio (Pa), Lobulo accesorio (La), Puente
protocerebral (Ppc). El recuadro incluido en la figura muestra el area que incluye la
fotografia respecto al todo el ganglio y el circulo gris, el drea aproximada de lesion.
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El actograma de la figura 18b es un registro tipico del grupo de animales que

mostraron ritmo circadiano en condiciones constantes de oscuridad y que no

sincronizaron al FE (n=9). En oscuridad constante inicial muestra un ritmo

circadiano de 21.0 hs, el cual esta definido claramente a partir del quinto dia de
registro, durante el FE con luz roja a partir del dia 10, el ritmo cambia su periodo a

26 horas y la actividad se fragmenta en bloques de mayor amplitud, el periodograma
diano ionado, hay un pico

correspondiente muestra que, ademas del valor cir
a las 18 hs. El analisis espectral presenté un pico a las 15.5 hs. Finaimente durante
la condicion de oscuridad constante a partir del dia 20, aumenta la amplitud de la
actividad. E! periodourama correspondiente muestra picos de 1S5, 20 y 28 hs. La

tabla 5 muestra los resultados para este subgrupo de animales.

Tabla S.
Tipode luz | ten OO1| ten FE |t en OO2
en FE
Casos con FE con luz 24.57 25.28 26.2
vitno y no roja n=4 +2.65 +1.67 n=2
sincronizan a
FEE
FE con luz 25.28 25.9 258
azul n=3 *1.67 +2.5 n=2

La variabilidad en el periodo obtenido en los animales que presentaron
ritmo en oscilacion espontinea pero que no fue clara la sincronizacién

en FE.

Durante la condicion final solo cuatro animales mostraron un ritino circadiano

(t= 26.2 = 0.8, Figura 21b) el resto de animales no mostraron ritmo significativo o

no completaron el registro.
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Actograma del RALM de un animal con lesién en la region media del ganglio
supraesofagico. Se¢ presenta un ritmo de periodo corto (1= 21 hs) y durante ¢l FE

con luz roja, el ritmo cambia su periodo a 26 hs sin poder sincronizarse.
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Figura 19.

Cambios en el periodo previo y posterior al FE en animales que sincronizaron
(a) y en los que no hubo sincronizacién (b).

o U=31.2
O u=30

Figura 20.

Distribucion de Ias fases en los animales que sincronizaron al FE. Los circulos
rellenos representan los sometidos a FE con luz roja y los circulos vacios a los

sometidos con luz azul.
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Un tercer subgrupo esta formado por animales que no mostraron un patrén
locomotor circadiano, pues la actividad locomotora se manifesto en episodios
ultradianos, debido a lo cual el analisis estadistico se 5 a 30 horas. Sin embargo

solamente en uno de los cinco registros se pudo obtener ¢l control histolégico.

La fotomicrografia de la figura 2 la muestra este caso, donde se puede observar
que la lesién se encuentra en el borde anterior del protocerebro posterior, entre los
neurdpilos 6pticos ¥ eliminando la region del puente protocerebral. Se nota

claramente que las estructuras del cuerpo central estan completas asi como los

neurépilos olfatorio y accesorio.

Figura 21a

Fotomicrografia de un corte de ganglio cerebroide en el que la lesién se
presenta en la region anterior del protocerebro. Neurdpilo éptico (Opt), Lébulo
olfatorio (OI), Cucipo central (Cc). Lébulo paraolfatério (Pa), Lébulo accesorio
(La). El recuadro incluido en la figura muestra el area que incluye la fotografia
respecto al todo el ganglio, y el circulo gris, el area aproximada de lesion.
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El actograma correspndiente se muestra en la figura 21b, presenta ausencia de
actividad circadiana en QO1 y la amplitud de la actividad es variable. El periodo no

es claro y el periodograma presenta varios picos entre las 18 vy las 29 hs.

Durante la condicion de FE con luz azul se observa que aparece un ritmo que
se fragmenta en varios componentes. Dos de los bloques de actividad de alta
frecuencia son sincronizados por los dos pulsos de luz; se observa ademas que en el
periodograma aparecen con claridad picos maltiplos de 6. Este valor de periodo es
constante incluso en analisis espectral mostrado en la parte inferior del actograma.

Se presenta de izquierda a derecha para QOI1, FE y OO2.
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Figura 21.

Actograma de un acocil juvenil con lesién en la regiéon medial del
protocerebro. Se observa que no hay un ritmo circadiano manifiesto en oscilacién
espontanea y que dutrante ¢l FE con luz azul, aparece actividad ultradiana con
periodo de 6 hs. El analisis espectral correspondiente (b) confirmna este periodo.
Finalmente en O02, la actividad presenta un periodo de 17 hs.
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Vi. DISCUSION

El ritmo de actividad locomotora en el acocil juvenil Procambarus clarkii
muestra el patrén tipico descrito para animales de la misma especie en diferentes
etapas del desarrollo (Fanjul-Moles y col, 1996). En esta tesis, la edad de los
animales en todos los experimentos fue entre 8 y 12 semanas. En este intervalo de
edad la proporcion de animales que muestran ritmo de inanera espontinea es mayor

al 80 % (Miranda-Anaya, 1994).

Los resultados demostraron que el ritmo locomotor en condiciones de
oscilacion espontanea presenta un periodo variable (t=23.69 % 2.5 hs). Se ha
descrito que en el acocil adulto, el periodo del ritmo presenta valores de © <24 hs
(Chaple, 1960; Page y Larimer, 1972) y caracteristico de las especies nocturnas
(Aschoff, 1981). E! acocil muestra cambios importantes en las caracteristicas del
ritmo de actividad locomotora durante la ontogenia, parte de esto es el cambio en el
periodo de 1= 25 +2.13 hs en animales de las primeras cuatro semanas hasta

Tt=24.3 %+ 1.7 hs en animales de 20 semanas de edad (Fanjul-Moles et-al, 1996).

La variacion inter individual de t en organismos de la misma especie ha sido
reportada en diversos animales y esto parece ser una caracteristica comin en el
estudio de los ritmos en oscilacion espontanea (Pittendrigh y Daan, 1976 a y b). En
el caso del acocil juvenil, la variabilidad del periodo puede ser consecuencia de la
maduracion y acoplamiento con las vias efectoras que permiten la expresion del

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

El ritmo de actividad locomotora en ¢l acocil juvenil integro puede ser
sincronizado mediante un fotoperiodo esqueleto simétrico que simula un

fotoperiodo completo 12:12.
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La sincronizacién discreta produce cambios de fase simultaneos del
marcapaso, los cuales se expresan como avances o retrasos hasta lograr la
sincronizacion del rinmo. El marcapaso se estabiliza e¢n una fase con relacién al
fotoperiodo esqueleto, de tal manera que el avance producido por un pulso de luz es
compensado por un retraso de fase producido por ¢l otro pulso (Pittendrigh y Minis,
1964; Pittendrigh y Daan, 1976 b y ¢).

Al aplicar el FE con luz azul o roja en animales intactos (grupo I), el ritmo de
actividad locomotora muestra un caracter bimodal. Los componentes de actividad
observados corresponden a uno de corta duracion v baja amplitud que aparece de
manera simultanea a uno de los pulsos de luz y el segundo de mayor duracion y
amplitud que en general se sincroniza con ¢l siguiente pulso. El componente de
actividad simultanco al pulso de luz, es similar al componente descrito por otros
autores para el acocil adulto bajo condiciones de fotoperiodo complecto y es definido
comno una respuesta exogena al encendido de la luz (Chaple, 1960, Page y Larimer,
1972, 1976). En esta tesis se observdé que en animales sin lesiones, el componente
exdgeno esta presente en la sincronizacién del ritmo de actividad locomotora al
fotoperiodo esqueieto, tanto con luz monocromatica roja como con azul; sin
embargo es mas claro observarlo con pulsos de luz voja (figura 5). La manera de
comprobar que el componente simultaneo al pulso de luz es de naturaleza exdgena
es mediante la eliminacion de las vias retinianas. La ablacion de la retina y de la
lamina ganglionaris en acociles juveniles, cvita la expresion del componente
simultAneo al encendido de la luz, lo que hace suponer que es el mismo que se ha
descrito en el adulto; después de la lesion, el componente enddgeno que caracteriza
al ritmo en oscilacién espontanea. se mantiene y es el que manifiesta la respuesta de

sincronizacion.
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Los resultados de este trabajo indican que los cambios de fase que resultan en
adelantos o retrasos en el ritmo, estan relacionados las caracteristicas de la curva de
respuesta de fase comrespondiente. De manera general se ha considerado que en
animales nocturnos, la noche subjetiva (considerada en este trabajo como el
intervalo entre TC 12 y TC 24) es la zona de mayor sensibilidad. Para una gran
diversidad de animales nocturnos la sensibilidad cn la noche subjetiva temprana
provoca retrasos de fase mientras que en la noche subjetiva tardia provoca avances;
durante ¢l dia subjetivo se muestra una minima respuesta a la luz (Pittendrigh y
Minnis, 1964; Pittendrigh y Daan 1976 b).

La figura 22a muestra la CRF del ritmo de actividad locomotora del acocil
adulto en condiciones restringidas (Viccon-Pale y Fuentes-Pardo, 1994). La curva
ha sido modificada al TC usado en este trabajo y muestra una zona de avances en la
noche subjctiva temprana, el resto del tiempo circadiano presenta variabilidad entre
zonas de insensibilidad y zonas dec retraso. Con base cn esta curva y en los
diferentes TC en que incidian cada uno de los pulsos de luz del FE en los animales
intactos estudiados, sc observo que para luz azul se producia sincronizacién
mediante avances en la noche subjetiva tardia y dia subjetivo temprano y mediante
retrasos en el dia subjetivo (figura 22b). La incidencia de pulsos de luz roja causé
un ajuste del ritmo mediante avances en la noche subjetiva temprana y por retrasos
en 1a noche subjetiva tardia (figura 22¢). Al parecer, los cambios de fase observados
con luz roja coinciden con las zonas de adelanto y retraso de la CRF del adulio,
mientras que los obtenidos con luz azul presentan fundamentalmente adelantos. Lo
anterior podria indicar una sensibilidad espectral diferencial para la luz
monocromatica azul, en donde una CRF obtenida sélo con pulsos de esta longitud
de onda seria diferente a la reportada para el adulto con pulsos de luz blanca; sin

embargo lo anterior requiere de mas experimentos con un diseflo diferente.
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Figura 22.

Cambios de fase del ritino locomotor en el acocil adulto bajo pulsos de luz
blanca (a). modificado de Viccon-Pale y Fuentes Pardo, 1994. El ajuste al FE con
luz monocromatica en los animales juveniles sin lesidn esta representado en (b) para
luz azul y en (c) para luz roja.
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La fase de maxima actividad en el ritmo de actividad locomotora durante la
sincronizacion al FE en los acociles sin retina, al igual que en los acociles sin
lesién, puede ubicarse en cualquiera de los dos pulsos que forman el FE. Lo anterior
puede ser consecuencia por una parte de la cercania de la fase con el pulso de luz y
por otra parte por el tiempo circadiano que incida sobre ella. Sin embargo, bajo FE
con luz azul, las fases del ritmo presentan menor dispersién que con luz roja
respecto al pulso de las 19:00 (X3 p<0.05), lo que parece indicar que la luz azul
puede lograr un acoplamicento de fase mas cercana a la seiial sincronizadora cuando
s6lo hay entrada de luz via fotorreceptores extrarretinianos. La inestabilidad de la
fase en el RALM en los animales adultos sincronizados a un fotoperiodo completo
también se observa después de eliminar la retina (Page y Larimer, 1975); por lo que
esta estructura parece estar involucrada en el mantenimiento de la relacion de fase

con el sincronizador.

Los fotorreceptores extrarretinianos han sido descritos en una gran variedad de
invertcbrados (Wolken, 1988, Horme y Renninger, 1988; Hanna et al, 1988;
Page 1982) y en vertebrados (Underwood y Groos, 1982; Foster y Menaker, 1993).
Para el acocil Procambarus clarkii se han descrito fotorreceptores extrarretinianos
en el sexto ganglio abdominal (Prosser, 1934; Wilkens, 1988) los cuales pueden
funcionar como fotorreceptores circadianos, ya que mediante su estimulacién con
luz pueden producirse cambios de fase en el rittmo de actividad locomotora asi como
en el de amplitud de electrorretinograma (Bernal-Moreno et al, 1996; Inclan-Rubio
y Fuentes-Pardo 1987, Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio 1987). Los diversos trabajos
realizados en el estudio de los mecanismos de sincronizacién en el acocil indican
que estos fotorreceptores son capaces de mediar la sincronizacion a un fotoperiodo
completo en el acocil adulto; sin embargo en el acocil adulto la ablaciéon de los
conectivos al sexto ganglio abdominal no parece evitar la sincronizacion (Page y

Larimer, 1975, 1976).
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En algunos animales, la falta de retina y el corte de los conectivos al 6° ganglio
abdominal no evita la sincronizacion al FE con luz monocromatica: mientras que en
otros acociles no se observa sincronizacién. Esta variacién podria ser debida a grado
de madurez y tamafio de los animales, ya que su crecimiento puede ser muy
diferente a pesar de tener la misma edad. Se ha reportado que las caracteristicas del
ritmo asi como su capacidad de sincronizacion son mas claras conforme aumenta la
edad de los acociles (Fanjul et al, 1996).

Durante el fotoperiodo esqueleto se observa que un componente del ritmo
sincroniza mientras que otro oscila libremente (figura 13 y 14). La capacidad de
sincronizacién en estos animales indica que otras vias extrarretinianas estén
involucradas en este mecanismo. Se ha propuesto que para el acocil adulto, los
fotorreceptores extrarretinianos en ¢l ganglio supracsofagico pueden mediar la
sincronizacidn en ausencia de rctina y de conectivos al fotorreceptor caudal (Page y
Larimer, 1976). Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con estos
autores. Este tipo de fotorreceptores han sido descritos detalladamente en el acocil
australiano Cherax destructor, (Sandeman y col 1990), sin embargo no existen

reportes semejantes para el acocil Procambarus clarkii.

La capacidad de sincronizacion de un ritmo esta en funcién a la magnitud de
los cambios de fase producidos por la luz y cn el caso de invertebrados como el
xiphosuro Linulus poliphemus y en el escorpion Androctorus australis, la
estimulacién de diferentes fotorreceptores causa cambios de fasc de diferente
magnitud en el riimo de amplitud del ERG (Home y Renninger, 1988; Hanna et al,
1988; Fleissner, 1977). En cl caso del RALM en ¢! acocil 2. clarkii, la capacidad de
sincronizacion podria estar en funcién de la cantidad de vias fotorreceptoras
circadianas, tanto retinianas como extrarretinianas que inciden sobre el marcapaso,

sin embargo se requiere de un disefio experimental diferente para comprobarlo.
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En animales invertebrados y vertebrados, el sistema circadiano puede ser
descrito de mejor manera si se consideran dos o mas osciladores auto sostenidos
(Pittendrigh, 1960; Moore-Ede et al, 1982). En el caso de los mamiferos, la
evidencia de los osciladores que controlan el ritmo de actividad locomotora se
observa durante la particiéon del ritmo (“splitting™) el cual se presenta cuando existe
un cambio en la iluminacién de un régimen de luz constante, asi como también en
algunas lesiones del niacleo supraquiasmatico (Moore-Ede et al, 1982). En el caso
del ritmo locomotor del acocil sin retina ni comunicacién neural con el sexto
ganglio abdominal, la presencia de dos grupos de actividad con periodos diferentes:
sugiere que la expresion del ritmo es cor ia de un

multioscilatorio
con desacoplamiento interno. Este fenomeno no se relaciona con el de splitting ya
que no se observaron estados meta estables, posiblemmente por que el tiempo de

registro durante FE no fue suficientemente largo para alcanzar a manifestar et
fenémeno.

Se ha discutido la ubicacién del o los osciladores responsables de la
generacién del ritmo de actividad locomotora. Por una parte Page y Larimer (1976)
han propuesto que el marcapaso que controla el RALM se ubica en el ganglio
cerebroide. Por otra parte Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio (1981) proponen que el
ganglio cerebroide no es necesario para la expresion de los ritmos locomotor y

ERG, y que esta estructura neural solo les permite un acoplamiento de fase.

Diversos estudios sefialan que tanto el ritmo ERG como el RALM son
generados y regulados por estructuras de los pedinculos oculares y el ganglio
cerebroide (Barrera~-Mera, 1976; Larimer y Smith, 1980). En este trabajo se presenta
un caso en el quec al lesionar el area del protocerebro donde se encuentran
terminaciones de axones procedentes de los fotorreceptores extrarretinianos

cerebrales para el acocil Cherax (Sandeman y col, 1990) desaparece el RALM y la
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presencia de ritmos ultradianos durante ¢l FE con luz monocromatica indica que las
estructuras responsables de la generacion circadiana de la actividad se han lesionado
o bien estructuras intermedias involucradas en su expresién, pero no asi aquellas
estructuras neurales que son necesarias para la expresiéon de una actividad
ultradiana. Sin embargo se requiere mas experimentos con animales lesionados en la
region anterior del protocerebro para confirmar esta observacién. Un fenémeno
semejante ha sido descrito por Gekerma et al (1990) en el roedor Microtus arvalis,
en el que la lesién del Nicleo Supraquiasmatico evita la expresion circadiana pero

no elimina al ritmo ultradiano de actividad locomotora.

Lo anterior nos lleva a proponer por una parte que el RALM en el acocil
juvenil, podria ser consecuencia de un sistema miultiple de osciladores acoplados y
ubicados en el ganglio cerebroide; entre los cuales se encontraria la capacidad de
generar ritmos ultradianos. Las estructuras fotorreceptoras, tanto retinianas como
extrarretinianas requieren de las estructuras involucradas en el area media
protocerebral para manifestar de manera clara la sincronizacién al fotoperiodo
esqueleto ¥y que la luz monocromatica puede ser un mecanismo que facilite la
sincronizacion, sin embargo este es un campo que debe explorarse con nuevos

experimentos.

Un posible modelo del control circadiano de actividad locomotora en el acocil
se muestra en la figura 23, y comprende al menos un par de osciladores en el
ganglio cerebroide (posiblemente ubicados en protocerebro) acoplados entre si y al
menos tres vias de fotorrecepcién circadiana. La respuesta locomotora del acocil es
compleja y diversos factores independientes del oscilador pueden meodificar la
actividad locomotora. Los elementos ncuroendécrinos de los pedanculos oculares
pueden afectar directamente la expresion de la locomocién, como la respucsta al

encendido de la luz en un protocolo de fotoperiodo completo (Page y Larimer.
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1967; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997). El fotorreceptor extrarretiniano
posiblemente ubicado en protocerebro podria presentar dos tipos de fotorreceptores

circadianos con sensibilidad espectral diferencial, los cuales influyen en la
sincronizaciéon dependiendo del tipo de luz reciben. Finalmente el fotorreceptor
caudal puede influir sobre el reflejo de escape mediante la retraccién del pleén
(Wilkens, 1988; Aréchiga y Rodriguez-Sosa, 1997) y cambios de fase mediante
pulsos de luz unicamente en el sexto ganglio abdominal (Fuentes-Pardo e Inclan

Rubio, 1987).

La luz monocromitica de A corta y de A larga. pueden ser muy importantes
como sefiales se sincronizacién si consideramos que estas tienen una fuerte
variacién durante el amanecer y el atardecer (Nuboer et al, 1983: Smith, 1982), y
que durante la aurora y el ocaso diversos osciladores con sensibilidad espectral
diferencial permitan un mecanismo de sincronizacion asi como de plasticidad en los

cambios de fotoperiodo que suceden a lo largo de las estaciones del afio.
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Modelo de la posible integracion de fotorrecepcion circadiana en el rimo de
actividad locomotora en cl acocil juvenil (ver texto).
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VII. CONCLUSIONES

« El Ritmo circadiano de actividad locomotora en acociles juveniles intactos
puede ser sincronizado mediante fotoperiodo esqueleto con luz

monocromatica de A corta y A larga.

e La ausencia de las vias retinianas no evita la sincronizacién del RALM en

acociles juveniles.

« La luz monocromaitica de A larga y de A corta no parecen gjercer efectos
diferenciales en la expresion del RALM como sucede en le ritmo ERG en el

acocil juvenil Procambarus clarkii.
« El RALM en el acocil juvenil puede ser consecuencia del acoplamiento de

dos o mas osciladores y es posible que entre estos exista diferente

capacidad de respuesta a diferentes tipos de luz.

La sincronizacién mediante los fotorreceptores en ¢l ganglio supraesofagico,

propuestos por Page y Larimer (1976) pueden sincronizar solo a un
componente del ritmo.

« El ganglio cerebroide y en particular el protocerebro posterior parece ser la
region en donde se integra las vias de control de {a expresiéon circadiana de

actividad locomotora.
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ABSTRACT

The current study was carried out to test the influence of blue and red
monochromatic light upon the motor activity rhythm of juvenile crayfish as
well as determine whether this effect involves extraretinal photoreception.
Two groups of 46 juvenile instars were used: (1) intact control animals and
(2) animals lacking retina and lamina ganglionaris. All animals were individ-
uvally monitored with a motor activity recording system for 30 days. For the
first 10 days the animals were maintained and kept in constant darkness (DD)
and then submitted to 24-h skeleton photoperiod cycles (SP) consisting of 30
min red or blue light signals calibrated to the same irradiance (25 Wm™)
during the next 10 days. Afterwards, they were left in DD for the last 10
days of the experiment. Activity was quantitatively and qualitatively ana-
Iyzed. Results show that all control intact animals synchronized to blue or
red light exhibited shift advances or delays. These results indicate that both
circadian responses to monochromatic light investigated in this study are
mediaied by extraretinal pholoreceptors. (Chronobiology International, 14(1),
25-33, 1997

Key Words: Circadian rhythm—Crayfish—Locomotor activity—Skeleton
photoperiod—NMonochromatic light.

Submitted July 17, 1996; returned for revision Avgust 27, 1996; accepted Sepiember 26,
1996.

*To whom ali correspondence should be sent.

- 25



26 E - MIRANDA-ANAYA AND FANJUL-MOLES

INTRODUCTION |

Light has been recognized as the primary entraining agent for circadian rhythms,
but relatively few studies have examined the effect of its spectral composition on circa-
dian processes (1). In some unicel organisms as well as invertebrates a detailed action
spectrum for phase advances and delays has been measured (2—1). In crayfish, the iden-
tity of photoreceptors that transduce light input to the circadian pacemaker has not been
elucidated. Some authors have proposed that photoreceptors that entrain the locomotor
and clectroretinographic (ERG) amplitude rhythms in adult crayfish reside in the supra-
cosophageal ganglion (5) and both rhythms can be cnirained by extrarctinal pathways.
Other studies on the development of crayfish circadian system (6—8) have proposed the
existence of two kinds of circadian photoreceptors participating in the ERG amplitude
rhythm resetling, a short and a long wavelength photoreceptor system, that could interact
with the pacemaker system by means of retinal and extraretinal inputs. This study was
carried out to test the influence of the different wavelengths on the synchronization of
the motor activity rhythm in juvenile crayfish as well as to determine whether this effect
involves extrarctinal photoreception. When maintained in 12: 12 LD cycles under com-
pletc photoperiod, crayfish exhibils masking effects on the activity rhythm, making the
synchronization process difficult to evaluate (9). Syminetrical skeleton photoperiods (SP)
can successfully entrain the locomotor activity rhythm of some animals in the same way
as thc corresponding complete photoperiod. (10). Hence the motor activity rhythm of
uvnrestrained, intact, and retina and lamina ganglionaris—deprived juvenile crayfish was
recorded to evaluate their ability to entrain to monochromatic red and blue SP. The
results show the crayfish is able to synchronize to red and blue monochromatic SP even
in the abscence of the retina and lamina ganglionaris.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Procedure

Foriy-six young crayfish Procambarus clarkii instars, 16—20 weeks old, were used.
All were bom in our laboratory from ficld-collected animals, acelimatized to laboratory
conditions, and mated here. Animals were divided into two groups: (1) intact control
animals and (2) animals with retina and lamina ablation. During the experiment all organ-
isms were placed individually in small double-compartment aquaria made of black
acrylic plastic. One end of the aquariumn was sealed by glueing a picce of wax containing
fish and vegetables serving as food during the experiment. One of the compartments was
a tunnel simulating a burrow and the other was a wide chamber (9). Temperature was
kept constant at 20 = 1°C. Light pulses were provided by an optic fiber (Dolan-Jenner
mod 170.2) placed 15 cm from the chamber and conuolled by a programmable timer.
Light intensity was adjusted by ncutral density filters: monochromatic light was provided
by Kodak Wratten narrow band interference filters with peak transmittance wavelengths
of 460 and 630 nm. The intensity of the stimulus was calibrated with respect 1o the
crayfish position using a Li-Cor guantum-radiometer-photometer with a Li-Cor pyrano-
meter. mod PY-17197. Irradiance was fixed at a value of 25 watts m™%. All the crayfish
were placed in light-dark cycles (LD 12: 12) from eclosion to the beginning of the exper-
iment. The cxperiment always started at 15:00 h, during the photophase of the cycle.
Each crayfish was transferred 1o its home cage and placed in complete darkness during
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the first 10 days of the experiment. From the cleventh 1o twentieth day of the experiment,
the crayfish were submmitted to a 30 min blue or red light SP simulating a complete LD
12:12 photoperiod (lights on at 07:00 and 19:00 h). On the twentieth day of stimulation,
the lights were turned off and the animals were mantained in darkness (DD) for a mini-
mum of 10 days.

Data Recording and Analysis

Animals were individually monitored with a motor activity recording system as
previously described (9). The activity during the 23-h periods was conventionally dou-
bled-plotted as actograms (Tau program, Minimiter Co., Inc.). Analysis of the motor
activity was based on the ocurrence of major bursts of movement. To define activity
peaks, the levels of locomotor activity had to be larger than the mean = standard devia-
tion: i.e., small movements such as from antenae were filtered out. The motor rhythm of
crayfish is not very prominent and sometimes not present (11). Hence, quantitative statis-
tical methods had to be used to determine if a rhythm existed or not and to estimate its
parameters. To determine the prescnce or lack of rhythmic patterns objectively, the data
of 10 consecutive days wcre plotied in 20-min bins and analyzed according to Sokolove
and Bushell s (12) chi-square periodogram at 10-30-h intervals. All animals showing
significant periodograms, i.e.. spikes above a confidence interval of p < 0.01, were con-
sidered rhythmic. Period differences between free running in preentrained and posten-
trained conditions of the two groups of animals were tested using a nonparametric Kol-
mogorov-Smimov test. The phase reference point for measuring the possible advances
or delays inducced by the light pulses was either the maximal peak of activity (mode) or
the onset of activity. Activity time was ascertained from the moment when the amplitude
of a cycle reached 50% of its maximum until it had returned 10 this value. Hence, circa-
dian time (CT) 12 denotes the onset of activity. To estimate this phase reference point,
we calculated the onset of activity from the estimated rhythm in cach 23-h period. This
was projected to the first recording day by means of a regression line calculated by the
least-squares method in which the day in the sequence was the independent variable and
the onsct of activity was the dependent variable. The slope of the regression line was
used to verify the period value (13). To determine the rhythm phase under LD, the onset
of activity. occurring rclative to whether the lights were on or off. was chosen as a
reference point. Average phases for both groups of anitnals under blue or red SP were
determined using Rao's and Rayleigh circular statistic tests for nonrandomness (13).

Surgery and Histology

Surgical lesions were performed on animals anesthetized with ice. Under a dissect-
ing microscope the retina and lamina ganglionaris of the eye complex were bilaterally
removed using a razor knife. The wounds were scaled with small amounts of melted wax
and the animal was left 10 recover before continuing the experiment. At the end of the
experiment, the eyestalk was dissected 10 verify the surgical lesion. Afterwards, it was
fixed in formaldehyde, included in paraplast. and cut with a microtome. Slices were dyed
with toluidine blue and observed and photographed using a Nikkon Labophot 2 light
MICIOSCONe.
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RESULTS

Figure 1 shows the effect of blue light upon the locomotor activity of two juvenile
crayfish: (a) intact and (b) retina-ablated. a) The actogram and the corresponding period-
ograms show a clear unimodal circadian rhyithm that depicis a significant period of 24.6
h (p <0.01) under DD. This rhythm changes to a bimodal pattern during the exposure 10
the blue SP cycle. The rhythm synchronyzes to this cycle throughout a phase jump
advancing 2.3 h, changing to a bimodal panern and shortening 10 T = 23.8 h. The periodo-
gram depicts a significant peak at 12 h. This bimodal pattern changes to an unimodal
one during the last 10 recording days in darkness. Under these postentrainment condi-
tions, the free-running rhythm lengthens, T=24.8 h. b) The actogram shows the effect
of blue light on the activity of one animal lacking retina and lamina ganglionaris. The
unimodal circadian rhythm shown by this animal under the DD condition (t=25.1 h)
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FIGURE 1. Locomotor activity rhythms of two juvenile crayfish that were cach maintzained in
DD for 10 days and afterwards exposed to blue SP (two 30-min pulses of 360 nm and 25 W m™%,
at 07:00 and 19:00 h). Data are presented in the double-plotted format with the activity of succesive
days stacked vertically. (a) Intact crayfish, (b) retina-ablated crayfish. (Left) Actogram for 10 days
of recording in DD, SP, and DD again. (Right) Corresponding periodograms for 20-min bins of
the activity record computed for 10 days under each condition. In (a) 19:00 h pulsed light occurring
at CT 16 in the 10th day seems to evoke a phase advance. (b) 19:00 h pulsed light occurring at
CT 22 produces a phasc advance. Regression line periods are in (a) 24.4 and 23.8 h and in (b)
25.2 and 28 01 h recnectivelv Qee teaxt far Aurthar avnlanatinn
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persists in the SP cycles after some days of apparent arrhythmia. The rhythm synchro-
nizes to SP after 2 days of apparent lack of rhythmicity advancing 2 h and shortening
its period value (Tt =239 h). During the DD postentrainment condition this animal's
rhythm seems to fragment with emergence of three circadian peaks and one significant
ultradian peak.

Figure 2 shows the effect of the red SP cycles on the activity rhythm of 1wo
young crayfish: (a) intact and (b) retina-ablated. Figure 2a depicts a clear and statistically
significant unimodal rhythm in DD as shown in the corresponding periodogram. This
rhythm seems to synchronize 1o the red SP cycles after 5 days of transients, with a phase
delay of 9.0 h, showing the absolute peak about 20:00 h and a second peak at the 07:00
h lighis-on time. Postentrainment DD shows the conurol phase and disappearance of the
lights-on peak. Under this condition, the rhythm shortens its period value 1o 23.5 h.
During the 35 days of recording, some changes in the activity level were observed as
previously described for this rhythm during development (9). In Figure 2b, the actogram
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FIGURE 2. Locomotor activity record and its associate periodograms of two juvenile cray-
fish~—(a) intact and (b) rctina-ablated—that were exposcd 10 red SP (1wo 30-min pulses of 620 nm
and 25 W m™). Note the “'lights-on™ peak during the entrainment condition in the intact crayfish
is not present in retina-deprived crayfish. Note the rhythm splinting as well as the change of the
rhythm period value during the DD posientrainment. in (a) 19:00 h pulse light occurming at CT 14
during the 111h day evokes a phase delay. (b) 19:00 h light pulse occurring at CT 13 produces an

advance. Regression line periods are in (a) 22.8 and 24.1 h, and in (b) 25.3 and 23.88 h, respec-
tively. See text for details.



30 MIRANDA-ANAYA AND FANJUL-MOLES

depicts the circadian unimodal activity rhythm of a young animal lacking retina and
tamina. This rhythm is able to synchronize to the red SP cycle by means of a phase
advance of about 1.83 h and by displaying an unimodal circadian rhythm (t=23.9 h.).
Afterwards, during the DD postentrainment. this rhythm lengthens to T=25.2 h, and
several ultradian bouts emerge; only one of these peaks shows a significant value in the
periodogram.

Based on the rhythmicity criterion established. i.e., at the p <0.01 level in the
periodogram, 90% (1 =22) of all the intact animals showed a statistically significant
circadian activity rhythm; 805 (n = 17) of the animals lacking retina and lamina showed
a statistically significant circadian rhythm. The period of the rhythm showed great vari-
ability in both intact and retina-ablated animals. Generally, two kinds of young crayfish
were found, a group exhibiting a shorter t than 24.0 h and another one having a longer
T of over 24.0 h. All animals showed fres-running activity rhythms that entrained to blue
or red SP by mcans of phase advances or delays. Figure 3 shows the mean of the
rhythm's period value in DD, SP. and postentrainment DD conditions in animals with
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FIGURE 3.

Changes in the free-running rhythm period value afier rhythm entrainment 10 blue
and red SP in intact and retina-ablated juvenile crayfish. Note all crayfish of both intact and
deprived retina groups entrain 10 blue and red SP. Each bar indicates the average and the vertical
lines standard deviation. *p < 0.05. See teat for explanation.
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short and long period values submitied 10 blue and red SP cycles. In general, intact
animals had a shorter period than retina-ablaied ones when recorded under DD prior to
the SP cycles. Both groups of animals synchronized equally well 1o bluc or red SP
cycles. Considerable lengthening or shortening of the rhythm period value during the
postentrainment DD condition can be obsenved in both groups of animals. Statistical
testing showed significant differences (p < 0.05) between the rhythm's free-running pe-
riod in intact animals before and after being submitted to red and blue SP. Both groups
of animals under blue or red light conditions showed no significant differences in the
number of transients required 1o synchronize to the blue or red SP.

The distribution of phases among the animals belonging to both groups, intact and
retina-ablated resetting to blue and red SP. is shown in Figure 4. Groups | and 2 recorded
under blue SP and group 1 recorded under red SP exhibited reserting to the moming and
evening pulse. Rao’s test revealed a significant (» < 0.01) nonrandom bimodal clustering
in these groups. Group 2 recorded under red SP shows an unimodal resetting 1o the
evening pulse; Rao’s test demonstrated a statistical significant unimodal nonrandom dis-
tribution. Rayleigh's test indicated a nonsignificant unimodal distribution in all the cases

(p > 0.05).
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FIGURE 4. Estimated phases of the activity rhythm for the two groups of crayfish recorded
under bluc or red SP. The times of the two pulses forming the SP are indicated by filled arrows.
Bimodal and unimodal Rao’s 1est and unimodal Raleigh’s test showed p < 0.01 and p > 0.05. re-

speciively. Sec text for explanation.
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DISCUSSION

These results show that the activity rhythm of young P. clarkii can be synchronized
with skeleton photoperiod regimes simulating a complete photoperiod of LD 12: 12. The
discrete entrainment involves abrupt phase shifts of the pacemaker caused by the two
pulses defining the skeleton photoperiod which allows the circadian responses to the
light, including the delay and advance shifts involved in rhythm resetting, to be observed
(15). When animals were placed under red or blue light, the locomotor activity of intact
animals exhibited a bimodal activity rhythm with two peaks—the shorter duration one
immediately resetting at the first pulse of light (07:00 h) and the second longer burst of
activity occurring near the second pulse in the evening (Figs. 1a and 2a). The shorter
burst of activity seems similar to the “lights-on™ peak that has been described for adult
crayfish and which has been proven 1o be exogenously driven (5,11,16). This peak seems
clecarer when recorded under red light, appearing at each cycle. When the crayfish is
recorded under blue light, this first burst of activity waxes and wanes throughout the
different recording days (Fig. 1a). Removal of ommatidia and Jamina abolishes this peak
(Figs. 1b and 2b) in adult crayfish as reported by some authors (11). The aforementioned
could indicate the influence of rctinal photoreceprors with a differential spectral sensitiv-
ity during development upon the walking leg activity responsible for this peak (17). The
longer burst of activity corresponds to the endogenously driven “lights-off’ peak of the
adult crayfish (18). This longer burst of activity synchronizes to both blue and red mono-
chromatic light even in the absence of retina and lamina indicating the presence of extra-
retinal circadian photorecceptors that are able 10 detect short and Jong wavelengths.

Both in the intact and retina-ablated animals, Jong and short-wavelength monochro-
matic light pulses evoked phase advances or delays on the rhythm according to when the
light occurred during the subjective day or night of the free-ruaning rhythm. The phase-
response curve of the circadian oscillator conuolling the locomotor activity in the re-
strained adult crayfish seems to show a type O curve, displaying a large fraction of delays
from 20 10 12 h CT and a peak advance at about CT 17 h (19). During the first day of
the entrainment, moming or evening pulses during the free-running rhythm originated
either a phase advance or delay based on the animal s CT (Figs. 1 and 2). Afterwards,
the successive phase shifts caused by the two light pulses stabilized the rhythm during
entrainment as it was proposed elsewhere for other noctumnal animals (15).

Both in intact and retina-ablated animals, no differences in the number of wansients
required to synchronize to the LD cycle were found; nor were phase relations between
the light pulse and the rhythm phase disturbed. The afore-mentioned findings indicate
that the synchronization mechanism to light irradiance is extraretinal. Although synchro-
nization persists in animals lacking retina and lamina, the level of activity increases
suggesting that retina and Jamina could be involved in its regulation. Comparision of the
free-running period value of control and experimental animals previous 10 entraining
with that calculated in the postentrainment DD reveals aftereffects in 1 resulting from
phase shifts. These aftereffects are more frequent in the intact groups, suggesting that
this phenomenon could be associated with the retina. The bimodal pattern shown by the
intact and retina-ablated animals under blue light as well as the intact crayfish under red
light could indicate bistability (10). These groups of animals are able to exhibit two
behavioral patterns, some young crayfish selecting the first and the others the second
dark interval in which 1o express their main activity. This phenomenon suggests the nced
to carry out new experiments 1o investigate the surategies used by this noctumal species
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1o adapt to a changing photoperiod. The results of this study indicate that both circadian
responses 1o monochromatic light examined herein are mediated by extraretinal photore-
ceptors, as has been proposed for other invertebrates (20). Further studies must investi-
gate the characteristics and location of this photoreceptor, its influence on other parame-
ters of this rhythm, as well as its relation 10 the circadian photoreceptors proposed for
the ERG amplitude rhythm during crayfish development.
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