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1 RESUMEN

Con el objeto de cuantificar y comparar ¢l efecto de la variacion en ¢l fotoperiodo y
la irradiancia sobre los cambios diarios en la frecuencia cardiaca y respiratoria del acocil
Procambarus clarkii se registraron 15 animales adullos en periodo de intermuda. divididos
en cinco grupos: uno en condicion centrol (n=3), otro en fotoperiodo LO 12:12 alta
irradiancia (n=3). dos grupos en fotoperiodo LO 20:4 uno en baja (n=3) ¥ otro en alta
irradiancia (n=3) y uno en oscuridad constante (n=3); todos estos animales se registraron
cada hora de las 10:00 a las 18:00 h durante tres dias. Otros dos animalies se registraron cada
hora durante cincuenta horas bajo las condiciones de los grupos 2 y 5. Los datos obtenidos
se analizaron mediante un ANOVA de una via y LSD post hoe, asi como por correlacion y
Cosinor simple. Ef ANOVA reveld diferencias significativas entre la condicion LO 20:4 baja
intcnsidad v el resto de las condiciones en ambas variables. Los resultados obtenidos
mediante et Cosinor sugieren ritmos circadianos en oscilacion esponténea (Fe v =22.6 hy I
1=24.1 h) y T=24 h en condicién LO 12:12 alta intensidad para ambas variables. Se observa
una correlacion de los dos sistemas en todos los fotoperiodos. excepto en oscuridad
constante. Lo anterior confirma la existencia de un ritmo circadiano de frecuencia cardiaca y

demuestra la existencia de un ritmo circadiano de frecuencia respiratoria.




2 INTRODUCCION

2.1 GENERALIDADES Y CLASIFICACION DEL ACOCIL

Los acociles son los fnicos crustaceos decapodos de agua dulce pertenecientes al
grupo Macrura-Reptantia. Estos se clasifican dentro del grupo maés grande de los crustaceos.
¢l Orden Decapoda, el cual cuenta con 1,200 géneros y 10.000 especies (Holdich y Lowery.
1988). Los acociles se dividen en dos grupos, el Astacoidea con dos familias y el
Parastacoidea con una familia. De las tres familias, Astacidae y Cambaridae (a la que
pertenece el género Procambarus) se distribuyen en el hemisferio Norte, coincidiendo en
algunas regiones. En algunos casos es dificil distinpuir entre especies naturales e
introducidas, tal es el caso de Procambarus clarkii, una especic introducida capaz de
sobrevivir fuera de sus rangos normales (Holdich y Lowery, 1988) la cual se ha reportado en
el Norte de México (Hobbs, 1962) desplazando al acocil Procambarus digueti (Fanjul-
Moles et al., 1998). A conlinuacién se presenta la clasificacién segin Holdich y Lowery
(1988);

Subphylam Crustacca
Clase Malacostraca
Orden Decapoda
Infraorden Astacidea
Superfamilia Astacoidea
Familia Cambaridae
Subfamilia Cambarinac
Género Procambarus

Especie Procambarus (Cambarus) clarkii (Girard. 1852:91}
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La especie Procambarus clarkii se encuentra en aguas con salinidades gue van desde
10 ups hasta agua casi pura. La distribucion nativa estd en el Noreste de México y cl Sur-
centro de Estados Unidos. Procambarus elarkii habita los cuerpos de agua como lagos y
estanques, se caracieriza por ser cavernicola y tener habitos nocturnos. En latitudes menores
es activo durante los meses frios vy estiva durante los cdlidos. esle comportamiento se

invierte en latitudes mayores.
2.1.1 Morfologia Externa

El plan corporal de los acociles es tipico de crustaceos superiores presentando
veinte segmentos corporales (Holdich y Lowery, 1988). Ll cuerpo esta encapsulado en un
exocsqueleto rigido (excepto en las articulaciones donde la cuticula es delgada y flexible) el
cual es cambiado para permitir el crecimiento del animal. El exoesqueleto esta constituido
por dos capas: la epicuticula (superficial} y la procuticula (interna). La primera esla
compuesta principalmente de sales de calcio. proleinas y calcio; la quitina s¢ encuentra en la
segunda capa junto con sales de calcio y proteinas; esta capa se subdivide en exocuticula,
endocuticula y una capa membranosa, sin embargo, la exocuticula estd ausente en las
membranas articulares ( Thorp y Covich, 1991: Holdich y L.owery. 1988).

Los adultos maduros son ovalados en seccién transversal. de cuerpe clongado y
rostro en forma de V. presentan arcolas obliteradas y abdomen relativamente angosto. Son

de ¢olor rojizo en la regién lateral y muy oscuros, casi negros en la dorsal.
2.1.2 Tagmosis

l.os acociles son poco comprimidos lateralmente. una segmeniacion extensiva del
cuerpo v la presencia de apéndices en todos los metdmeros le dan una apariencia primitiva
(Therp y Cavich, 1991). En vista dorsal se pueden distinguir dos regiones del cuerpo: el
cefalotorax (anterior) y el abdomen (posterior) (figura 1). El cefalotorax esta compucste por
sels segmentos anteriores (cefalon con partes bucales) v ocho scgmentos torcicos (torax
con apéndices locomotores). Luncionalmente el cefalotorax se puede dividir en dos lagma:

1) una cabeza (protocefaln) de donde se originan las antenulas. antenas. ojos pedunculados y
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labrum y 2) gnatotérax donde se ubican las partes bucales. El caparazon es una placa que
recubre el cefalotérax v encierra las camaras branquiales, se fusiona en la parte dorsal del
tdrax y se extiende por las superficies laterales como el branquiosteguito.

l.os ocho segmentos toracicos incluyen tres pares de toracopodos desarrollados
como maxilipedos, estos ayudan en la manipulacion del alimento. Los otros cinco pares de
ioracopodoé son unirramosos {1-3), estan adaptados como pereidpodos estenopodiales (en
forma de tubo) y consisten de un par de quelipedos y cuatro pares de patas ambulatorias
(Holdich y Lowery, 1988).

El abdomen esta claramente segmentade v compucsto de seis tubos calcificados
conectadas por membranas articulares. Cada anillo estd compuesto de cuatro escleritas, un
tergum dorsal ancho, otro mas delgado y un esternum ventral que esta conectado a un lado
por una pleura lateral. En hembras, los segmentos abdominales 2-5 originan cada uno un par
de pledpodos plumosos. En machos. los pleopodos 1 y 2 estan medificados con propdsitos
copulatorios en gonopodios vy estiletes.

El abdomen termina en un telson aplanado que estd dividido por una ranura
transversa bajo la cual se sitta el ano. Los apéndices del sexto segmento abdominal
modificados como un urépodo birramoso, junto con el telson forman una cola en forma de

abanico de 4rea prande que permite un movimiento natatorio rapido (Holdich y Lowery.

1988}




Caparazén

Poal

Abdomen

Amenula

Figura L. Tagmosis del acocil Procambarus en vista dorsolateral. Al largo de la areola: Aw ancho de
la areola; B base. Bs espina branquiosiegal; C carpo: Cs espina cervical: D dactilo: Hs espina
hepética; | isquium; Lru rama lateral del uropodo: M metacarpo; Ms espina marginal: P propadio:
Ple pleuron: Pocl largo det caparacho postorbital: R rostro; Ter tergum: pledpodos en el lado ventral
del abdomen. {Modificado de Holdich y Lowery, 1988}

2.1.3 Ecdisis

l.a muda o ecdisis es un proceso critico para el crecimicnto de los acociles. La vida
de los decapodos consiste de periddos de premuda. muda, postmuda ¢ intermuda. todas
estas controladas endodcrinamente. Las células neurosecretoras que regulan la ecdisis se
encuentran en las papilas sensoriales v el érgano-X (O-X) de la medudu rerminalis. ambas
estructuras se sitian en el peddnculo ocular junto con la glandula sinusal. Esta Gltima recibe
scereciones del O-X v entonces se producen hormonas que inhiben o estimulan ja ccdisis
regulando la longitud de periodo de intermuda. Las secreciones de Ja glandula sinusal ticnen

como blanco ¢l organo-Y (O-Y) quicn seereta la hormona iniciadora de la muda para




comenzar la premuda. En esta ctapa las reservas de glucdgeno aumentan y los minerales son
reabsorbidos y almacenados. Una enzima suaviza la cuticula provocando el desprendimiento
de las células epidérmicas, lo que estimula la formacion de una epicuticula que es
impermeable a dicha enzima. A continuacion. el cuerpo acumula liguidos aumentando el
volumen para que la cuticula vieja se desprenda del cuerpo. Los tejidos se desarrollan
rapidamente durantc un periodo corto de postmuda, mientras que la nueva capa se hace
rigida por la depositacion de minerales en la cuticula, Después de la postmuda entra el
periodo de intermuda (Holdich y Lowery, 1988: Thorp ¥ Covich, 1991). A continuacion se
describen algunos sistemas fisiologicos fundamentales que se requieren para la expresion del

ritmo respiratorio y cardiaco.
2.1.4 Sistema Endocrino

Muchos de los procesos fisiologicos y de desarrollo en los crustaceos estan bajo cl
control hormonal (Cooke, 1982; Highnam y Hill, 1969; Lockwood, 1968). Tres tipos
principales de hormonas se producen en el sislema endocrino de los acociles: 1)
neurohormonas, 2) hormonas y 3) feromonas.

Existen tres organos neurohemales involucrados principalmente en el
almacenamiento y liberacidén de hormenas a la hemolinfa: la gléndula sinusal situada en ¢l
pediineulo ocular; el 6rgano postcomisural ubicado detrds de la comisura tritocerebral y fos
drganos pericardicos cercanos al corazén. Las hormonas controlan procesos a largo plazo y
mas lentos que los del sistema nervioso. Fl sitio principal de produccién de neurohormonas
(polipéptidos) es el pedinculo ocular. la ablacion de esta estructura tiene un marcado efecto
en muchos aspectos fisioldgicos y de comportamiente en los acociles. En el pedinculo
ocular un grupo de neuronas estrechamente unidas. lamadas drgano-X (6rgano-X de la
médula terminalis), secreta neurohormonas que migran 4 lo largo de los axones para ser
almacenados en la glandula sinusal, y después ser liberadas a la hemolinfa, 1as hormonas del
complejo O-X regulan varios procesos como la migracién de cromatéforos, concentracion
de azicares en la sangre, niveles de agua en el cuerpo, metabolismo ¢ inhibicion de la muda.

Hormonas relacionadas a este proceso son producidas en los complejos supra-, cireum- y
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subesofigicos (Holdich y Lowery, 1988).

E]1 O-Y. ubicado en la base de cada maxila, también cs necesario para el desarrollo
del ovario. ya que las hormonas de éste determinan caracteristicas sexuales temporales y
permanentes en las hembras. Los testiculos y los ovarios producen hormonas sexuales
esteroideas que regulan el ciclo reproductivo. Los machos poseen también una glandula
androgénica localizada en los vasos deferentes, sus hormonas controlan el desarrollo de
caracteristicas sexuales primarias v sccundarias, y se cree que son responsables del cambio a
la forma sexualmente activa en Procambarus clarkii.

Por dltimo. las feromonas son usadas en comunicacion intraespecifica. aunque su
origen es incierto. Ln algunos casos las feromonas son especie especificas, por lo menos las
encontradas en Procambarus clarkii, Orconectes sanborni y Cambarys virilis (Holdich y

Lowery, 1988}).
2.1.5 Sistema Circulatorio

El sistema circulatorio de los acociles es abierto, [as arterias salen del corazén y
llegan dircctamente a senos y lagunas. pero no existen venas que lieven la hemolinfa de
regreso al corazon (Maynard. 1960; McLaughlin, 1983). El corazén es un saco muscular
corto de forma hexagonal constituido por una sola camara, se sitia debajo de la division
cardiaca del caparazon, suspendido en un seno pericrdico y unido a seis ligamentos. las
alae cordis. Ll seno pericardico es una cxtension del hemoceloma y no constituye una
cavidad celomica verdadera como en los vertebrados (McMahon y Wilkens., 1983).
Internamente el corarén esta dividido por musculos transversos y otros que corren de la
pared anterodorsal a la posteroventral (Maynard. 1960). Ll corazon esta controlado
neuropénicamente pot un ganglio cardiaco dorsal alargado que tiene funcion de marcapaso.
E] bombeo esta regulado por un nervio inhibitorio y dos exitatorios. 1.a hemolinfa entra en ¢l
seno pericardico via el seno branquiocdrdico. pasando por los organos pericardicos que
contienen grénulos neurosecretores que al ser liberados incrementan ¢l bombeo cardiaco
{Cooke. 1982).

La hemolinfa entra al corazon para ser llenado en la didstole. a través de pares de
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hostias dorsales, ventrales v laterales, para luego ser distribuida durante la sistole desde las
arterias a los senos y lagunas a varias partes del cuerpo. Las vilvulas presentes en las
hostias, arterias y senos previenen el contraflujo de la hemolinfa que es bombeada
anteriormente por la arteria oftalmica media y las arterias laterales pareadas antenulares y
hepaticas. Una bomba accesoria al carazon, la cor fromtale gue se presenta como una
distension de la arteria media se cncarga de mandar la hemolinta a la parte anterior del
cuerpo. El movimiento de un par de musculos causa una contraccion ritmica que provoca la
circulacion de la hemolinfa al ganglio cerebral, localizado anteriormente (Maynard, 1960}

J:l bombeo de 1a hemolinfa al abdomen se lleva a cabo por medic de la arteria dorsal
que surge del bulhus arteriosus, el cual se encuentra en la cavidad pericardica; aqui una
arteria esternal pasa ventralmente por el lado derecho del intestino y cruza el cordén
nervioso ventral entre el tercer y cuarto ganglio toracico, este a su vez se conecta con las
arterias ventral lordcica (rostral subneural) y ventral abdominal (caudal subneural). Después
de varias subdivisiones, todas las arterias se abren a los espacios hemocélicos que rodean a
todos los drganos (figura 2). [.a hemolinfa se colecta eventualmente en un seno esternal,
localizado debajo del sistema endofragmal toracico. Después ¢s llevada al corazon por los
canales aferentes localizados en las branquias, una vez realizado el intercambio gascoso la
hemelinfa es expulsada por los canales deferentes v distribuida a seis senos branquiocardiales
continuando al seno pericirdico. l.a contraccion del corazon y el movimiento del musculo
alado en el seno pericardico impulsa a la hemolinfa hacia las artcrias. esto reduce la presion
en ¢l seno pericardice impulsando Ia hemolinfa de los senos branquiales eferentes (Holdich y
Lowery, 1988).

El intercambio gascoso requiere de la actividad coordinada del corazoén y el
escafognatito. que responden directamente a la presion parcial de exigeno en la hemolinfa.
Parece haber un flujo de contracorriente entre el agua branquial ¥ la hemolinfa en ¢l canal
eferente del tilamento branquial. el cual acoplado con esta estructura provee un polencial

alto para el intercambio de gas (Burggren et al., 1974: McMabon, 1986).
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Figura 2. Morfologia intema del acocil. En ¢l esquema se pucden observar las distintas
arterias que distribuyen Ja hemolinfa del corazén hacia el resto del cuerpo (Medificado de
Holdich y Lowery. 1988).

2.1.6 Sistema Respiratorio

Coma ¢n todos los organismos aerdbicos pluricelulares. el término “respiracion”
puede dividirse en varios procesos. Ll proceso comienza con la ventilacion o transporte de
oxigeno del medic al drea de intercambio gaseoso, continda con la toma de oxigeno del
ambiente a través del drea de intercambio para después llevarse a cabo la perfusion. o
remocion de oxigeno del drea de intercambio. Posteriormente se lleva a cabo ¢l transportc de
oxigeno a los tejidos por medio de los liquidos extracelulares. en este caso la hemolinfa. el
metabolismo aerébico o utilizacion del oxigeno por los tejidos es ¢l Gltimo paso de este
proceso (Varnberg v Varnberg. 1983).

12l caparazén de estos animales es abultado y alargado por el incremento del plang
cefilico caudal de los branquiosteguitos. (Holdich v Lowery. 19881 El branquiosteguito se
proyecta haciz adelanie en cada lado. formando entre éste v la pared del cuerpo, la camara
branquial. esta encierra y pratege las branguias gue son bafiadas constantemente por uin flujo
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de agua lo que permite el intercambio gaseoso. La corriente respiratoria es creada por cl
batido de los exopoditos maxilares. Estas estructuras alargadas y aplanadas se llaman
escafognatitos, se proyeclan en una angosta cdmara prebranquial con el 16bulo posterior
apovado en la concavidad dorsal del epipodito del maxilipedo 1 (figura 3). Cuando el
escafognatito bate, su lébulo posterior es deprimido y el anterior se mueve cerrando la salida
de la cdmara prebranquial, ecste es seguido por un movimiento en reversa. El sistema
sensorial de los escafognatitos consiste de una sensila innervada, receplores epidermales y el
organo oval, este Ultimo es un receptor especializado localizado en la superficie dorsal del
escafognatito, sobre el eje de flexion dorsoventral (Pasztor, 1969, 1979; Young vy
Cover,1979).

En los acociles no es posible un intercambio gaseoso rapido debido a la cubierta
relativamente gruesa del exoesqueleto. El intercambio se lleva a cabo en las branquias que
tienen una amplia area de superficie, un exoesqueleto delgado en comparacion con el del
resto del cuerpo ¥ una irrigacién eficiente. Las branquias individuales (pleurobranquias)
estan unidas a la pared lateral del cuerpo, algunos apéndices y un par de branquias
(artrobranquias) que pueden estar unidas a la membrana articular entre la coxa y la pared del
cuerpo (figura 3). Las branquias de los acociles son tricobranquias formadas por filamentos
branguiales en varios lados del eje central, presentan placas epipoedales. En los acociles
pueden haber solo 200 filamentos por tricobranquia en comparacion con jos 10,000 que
presentan las langostas (Kaestner, 1979). Sin embargo, las branquias de los primeros pueden
extragr hasta el 70% del oxigeno, en tanto ¢l flujo de hemolinfa a través de las
podobranquias asegura una maxima oxigenacion en la superficie epitelial. Ademéds, la
superficie epitelial basal adyacente a este abastecimiento de hemolinfa es plegada y esta
mejor adaptada para el transporte activo de iones acoplados con un fluje pasivo de agua.

F.a mayoria de las especies de acociles pueden vivir fuera del agua por periodos
largos, debido a que las cdmaras branquiales acumulan aire humedo lo cual les permite
extraer suficiente oxigeno para sobrevivir. Esta caracteristica es importante para especies
cavadoras como Procambarus clarkii. quien puede sobrevivir por varios meses en cuevas

con niveles bajos de oxigeno (Holdich y Lowery. 1988).
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Figura 3. Sistema respiratorio del acocil. A) diagrama de la corriente que bafia las branquias
Sc escafognatito; Ec corriente exhalante; ¢ corriente inhatante. B) la corriente de agua
transporta oxigeno disuelto que es difundido por el exoesqueleto deigado de las branguias
hacia la hemolinfa que corre en el interior de estas (modificado de Bliss. 1983) C) branquias
expuestas cn posicién normal por remocion del branquiosteguito en D) se removieron las
podobranqguias y se observan las artrobranquias (las anteriores se movieron hacia abajo). 1
pedinculo acular; 2 antenula; 3 antena; 4 mandibula; 6 escalognatito; 7 primer maxilipedo; &

segundo maxilipedo; 9 tercer maxilipedo: 10 forceps: 14 cuarta pata ambulatoria: 15 primer.

apéndice abdominal; XV primera y XVI segunda somita abdominal; arb.8. arb 9. v arb. 13
artrobranquia  posterior del segundo v tercerce maxilipedo v de la tercer pata ambulatoria
arb.’9 v arb." 3 artrobranquia anterios de! tercer maxilipedo v de la tercer pata ambultatoria:
pdb. 8 podobranquia del segundo maxilipedo. plb pleurobranguias {modificado de Huxiey.
1973).




2.1.7 Sistema Nervioso

El sistema nervioso de los crusticeos consistc en ganglios formados por pares
embrionarios unidos a lo largo de la linea media por comisuras y longitudinalmente por
conectivos. En los decapodos éste consiste de un corddn ventral doble y series de ganglios
(Sandeman. 1982): un ganglic cerebral, conectivos circumesofigicos, un ganglio
subesofagico, 5 ganglios tordcicos y 6 ganglios abdominales (figura 4). De la mayoria de los
ganglios surgen tres pares de nervios, los dos primeros contienen elementos motores y
scnsoriales, mientras et tercero solo contiene fibras motoras (Huges v Wiersa, 1960). La
fusion medial resulta en el ganglio de cada segmento dando la apariencia de una unidad
sencilla con conectivos longitudinales unidos estrechamente. La arteria esternal pasa entre
las comisuras en los segmentos tordcicos tres y cuatro, a este nivel el cordon nervioso yace
en el seno esternal del sistema endofragmal. Debajo del esdfago hay un ganglio subesofigico
formado por seis ganglios cefalotoracicos fusionados que innervan las partes bucales. Los
decapodos macruros poseen un nimero grande de ganglios ventrales no fusionados, cinco
tordcicos y seis abdominales. Soio los tres primeros ganglios toracicos estdn fusionados con
el ganglio subesofigico. El primer ganglio tordcico inerva los quelipedos, mientras que del
segundo al quinto inervan las patas ambulatorias. Los ganglios abdominales 1-5 incrvan los
musculos extensores y flexores asi como a los pledpodos. El sexto inerva les uropodos,
telson y la region anal del intestino. El ganglio subesofagico v el supraesofigico (ganglio
cerebral o cerebro) se conectan mediante conectivos circumesofagicos. El cerebro se puede
dividir en tres regiones: protocerebro, deuterocerebro y tritocercbro. El protocerebro
innerva la region optica, las del deuterocerebro las antenulas v las del tritocerebro las
antenas y ¢l intestino. La comisura del tritocerebro es postoral (Holdich y Lowery, 1988).

Ademas del sistema nervioso central, en el acocil hay un sistema nervioso periférico
el cual surge de un ganglio en cada uno de los conectivos circumesofagicos; éste controla
mecanismos viscerales como el latido del corazdén y la funcion intestinal. De cada panglio
surge un nervig sencillo que se fusiona con el del otro lado para formar un ganglio anterior.

De este ganglio anterior un nervio conecta al ganglio estomatogastrico en la pared dorsal del
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proventriculo y se ramifica al hepatopancreas y otra rama inctrva al corazén haciendo

sinapsis en el panglio cardiaco.
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Figura 4. Sistema nervioso central del acocil. CT. Cefalotorax; AB abdomen; GC ganglio
circumesofigico; CC  conectivos circumesofdgicos; GS ganglio subesofigico; TI1-TS
ganglios tordcicos; A1-A6 ganglios abdominales. (Modificado de Sandeman, 1982).

2.1.7.1 Control central del corazon v el escafognatito

En respuesta a estimulos ambientales ¢l acocil responde en torma simultdnea tanto en
el latido cardiaco como en el del escalognatite (Larimer, 1964). Larimer y Tindel (1966)
encontraron cambios en la frecuencia cardiaca del acocil en respuesta a estimulos tictiles y
quimicos. Por otra parte. McMahon vy Wilkens (1972} reportaron periodes simultancos de
apnes (suspension del batido del escafognatito). pare cardiaco en la langosta ante estimulos
eléctricos a distintos niveles del sistema nervioso.

En los decdpodos el corazdn recibe un par de nervios mhibitorios v dos pares de
excitatorios del sistema nervioso central. Estos controladores se localizan en la region

tordcica posterior y surgen de segmentos homélogos del cordon ncrvioso ventral., Los
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axones viajan hacia las paredes laterales del toréx pasando por los 6rganos pericardicos y se
unen como netvios dorsales. Los nervios dorsales viajan a través de los ligamentos alados
posterodorsales entrando a la pared dorsal del corazén y haciendo sindpsis en el ganglio
cardiaco (Wilkens, 1999} (figura 5).

Las fibras comando de los conectivos circumesofigicos inervan al corazon y a los
osciladores respiratorios. estas son las vias por las cuales sc median las respuestas reflejo
antes mencionadas. Las observaciones en la langosta sugieren que muchas de estas fibras
nerviosas centrales afectan tanto al corazdn como al escafognatito. Wilkens y cols. (1974)
observaron en el cangreio Cuncer magister que ¢l 68 % de las fibras comando de los
conectivos del ganglio circumesofigico son bisinapticas, ¢s decir, hacen sinapsis tanto en el
sistema cardiaco como en el respiratorio. 29% de estas fibras modulan tnicamente al
escafognatito y 3% solo al corazon. Este hecho sugiere una interdependencia de los sistemas
circulatorio v respiratorio, pues las fibras comando parecen controlar dos lipos de funciones,
una separando diferentes tipos de respuestas del corazon y de los escafognatitos, y otra
causando un tipo de respuestas simultaneas y no variables cn todas las frecuencias de

estimulacion (Wilkens et al., 1974).
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Figura 5. A) Diagrama del sistema nervioso periferico del acocil Procambarus clarkii. De
cada ganglio de los conectivos circumesofigicos surgen nervios de cada lado que se
fusionan para formar un ganglio anterior, de este ganglio un nervio conecta al ganglio
estomatogastrico en la pared dorsal del pronentriculo y se ramifica al hepatopancreas otra

rama llega al corazon haciendo sinapsis en el ganglio cardiaco. B) vista ventral de un
corazon abierto de acocil.

2.1.8 Sistemas sensoriales

Lil exoesqueleto de los crustaceos forma una barrera entre el animal y su medio,
consecuentemente los acociles estan dotados de organos sensoriales internos y externos.
Uno de los mas importantes v estudiados son los ojos compuestos, estos son moviles y
pedunculados, se sitian a cada lado del rostrum. El control fino del pedunculo ocular se
debe a los musculos oculares. En Astacus astgeus cady 0jo cstda subdividido en 2.500

omatidias. 1.a superficic externa de cada omatidia esté cubierta por una cornea. ésta forma
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el limite dptico entre el medio liquido o gaseoso y el acueso que constituye el cristalino, éste
cono es la estructura optica que conduce la luz a las célulus fotorreceptoras. Los
rabdomeros estan formados por miles de invaginaciones de la membrana de las células
retinulares conocidas con ¢l nombre de microvellosidades. Cada omatida esta formada por
ocho de aquellas células; las microvellosidades de siete de ellas forman un rabdomo central
constituido por la unidn de los rabddémeros individuales, la octava célula retinular no
contribuye al rabdomo principal, sino que forma un rabdome pequefio, que probablemente
actia como un filtro de luz antes de gue esta llegue at rabdomo principal. Los axones de las
células retinulares que estdn rodeadas de senos venoso, se extienden a la membrana basal.
por debajo de la cual se encuentra la ldmina ganglionaris. En cada omatidia se encuentran
células pigmentarias que contienen los pigmentos de blindaje, estes son pigmentos oscuros
que en los crustaceos, al parecer estdn formados por omocromos y pterinas. Entre estos
pigmentos se encuentran: ¢l pigmento distal, el proximal y uno reflector. Las células
pigmentales rodean cada cono cristaline, ¢! pigmento s¢ mueve dependiendo del grado de
adaptacién a la luz. En luz intensa el pigmento se extiende y separa de cada omatidia de su
vecina creando una imagen en mosaico. Un pequefio ajuste en la posicidén de un objeto
estimulara otra omatidia v el ojo percibe movimiento. En niveles de baja intensidad de luz el
pigmento se retira de la zona clara y los rayos de luz provenientes de varias omatidias
pueden superponerse por reflexion en un solo rabdomo originando una imagen superpuesta.
Cada omatidia descansa proximalmente en la membrana basal, la cual es penctrada por
axones que viajan desde las células retinulares proveyendo conexiones nerviosas por cuatro
vias de} ganglio dptico. hacia el nervio éptico y ademas al ganglio supracsofagico (figura 6).
I:1 nervio optico en el acocil contiene ccrea de 17.000 axones (Holdich y Lowery, 1988).

La fotorrecepeion en acociles ha sido muy estudiada (Shaw y Stowe, 1982} por su
integracion neural en el sistema optico. En Procamborus un sistema de busqueda
optocinética sigue objetos en movimiento en el campo visual, mientras un sisterna de control
estabiliza la posicién del ojo relativa al marco espacial de referencia (Neil. 1982). Los
movimientas del cuerpo con respecto al medio son detectados por los ojos, estatocistos y

propiorreceptores de las extremidades y la integracion de eslos inician movimientos
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compensatorios apropiados.

Por otra parte, se ha demostrado la existencia de un sistema receptor caudal ubicado
en ¢l sexto ganglio caudal, Welsh (1934} fue el primero en estudiarlo en Orconectes virilis y
Procambarus clarkii al observar que la frecuencia de movimiento de las patas era afectada
por la iluminacién de esta region. Ademas, se observd que los acociles sin ojos evadian la luz
de igual forma que aguellos con ojos. Posteriormente se mostré que respuestas cléetricas a
la iluminacién del ganglio caudal podian ser obtenidas en la region abdominal v toracica del
cordén nervioso ventral, en las comisuras faringeas y ademds que se podian obtener de un
solo lado a la vez (Prosser, 1934). kn 1976 Wilkens y Larimer revelaron una respuesta de
neuronas fotorreceptoras abdominales, sugiriendo que su posible relacion con reflejos del
comportamiento no puede ser menos importante que el sistema fotorreceptor mayor. El
sistema receptor caudal consiste solo de dos neuronas, ¢l axén de cada una de ellas se alarga
rostralmente con cambios considerables en su didmetro. El soma no parece intervenir en la
transduccion de sefiales foticas, se ha demostrado que el drea ganglidnica scnsible a la luz
corresponde estrechamente al drbol dendritico originado en fa célula contralateral del cuerpo
{Holdich y Lowery, 1988). La respuesta espectral de estos fotorreceptores indica que cl
fotopigmento involucrado es una rodopsina muy parecida a la que regula la recepeion fotica
en el ojo del acocil (Bruno y Kennedy. 1962; Larimer y Tindel, 1966).

Fl exoesqueleto de los acociles tiene numerosas proyecciones, algunas como las
espinas son solidas v se eriginan en la cuticula, otras como las setas son flexibles y se forman
desde la epidermis. Algunas de estas son sensibles (sensilas) (Dennell, 1960) y se localizan
en casi toda la superficic corporal. principalmente en las antenas, el caparazon anterior.
quelipedos, apéndices orales, la region ventral del abdomen y el borde det telson. Receptores
en las depresiones cuticulares de los pelos estdn presentes en Procambarus. estos responden
a deflexiones de setas tdctiles por movimientos del agua cerca del cucrpo, ademas. sensilas
quimiorreceptoras s¢ concentran en las anténulas, apéndices orales y peredpedes. Por otra
parte. receplores internos {propiorreceptores) controlan lu tension muscular ¢ informan al
Sistema Nervioso Central de las posiciones relativas de los musculos (Cohen y Dijkgraft.

1G61).




Figura 6. Esquemas de: A) un grupo de omatidias y axones de las células retinulares. RD
region distal (parte distal de los rabdomos. células de! cono cristalino v raiz del cono ). RM
regidn medial (células tapetales v rabdomos), RP region proximal (membrana basal y axones
de las células retinuiares). B) pigmentos bajo oscuridad. C cornea; CC cono cristalino; Ce
células del cono cristalino; CE células corndgenas: P} pigmento distal; PP pigmento
proximal;, cr nicleos de las células retinulares: R rabdomo; T células del tapetum; MB
membrana basal; A axones de las células retinulares. ) tallo ocular del acocil R retina; 1.G
lamina ganglionaris; Me médula externa; M1 médula interna; MT médula terminalis; SG
glandula sinusal; XO-8G tracto Organo-X-glandula sinusal. XO organo-X y TO tracto
optico.




2.2 RITMOS BIOLOGICOS

2.2.1 Definicion, caracteristicas y clasificacion de los ritmos

El ambiente fisico se caracteriza por varias periodicidades que derivan de los
movimientos de la Tierra y la Luna con respecto al Sol. La vida, desde sus origenes hace
varios millones de afios, se ha enfrentado a pronunciados ciclos diarios de luz y temperatura,
estas periodicidades fisicas originaron una seleccion natural. La tnica estabilidad de estos
ciclos basados en la mecanica celestial presentd una clara oportunidad para la seleccion: la
prediccién hace que una programacion anticipadora sea viable. Una de las funciones mas
importantes del sistema circadiano es asegurar que el comportamiento y los ajustes
metaholicos sean programados con respecto a los eventos diarios en el ambiente. Esta
relacion entre los ritmos circadianos v las sefiales ambientales de tiempo probablemente
aumentan la supervivencia de las especies en un mundo donde la provision de alimento y la
actividad depredadora son ciclicas. El resultado se encuentra en una gran cantidad de
sistemas eucaridticos con programa temporal innato (de regulacién genética) para el
metabelismo v el comportamiento durante una fraccion del cambio fisico externo (Aschofl.
1984),

Los marcapasos que dirigen ¢] programa temporal son un grupo de osciladores
caracterizados por varios atributes que le confieren sit funcion de relojes. Los marcapasos
son una entidad Jocalizable, capaz de oscilar autosostenidamente v capaz de detectar ¥
sincronizarse a cambios ritmicos externos. ademas impone el periodo y la fase a los procesos
orgdnices. Los marcapasos son relojes bioldgicos para la medicidn del tiempo ambiental en
dos formas conceptualmente distintas: a) obteniendo del cambio ambiental una fase propia
del programa. es decir, que recenocen ¢l tiempo local y by en dar una secuencia temporal
apropiadamente estable en el evento sucesivo del programa. estos miden el lapso de tiempo
(sidcrai) (Bradv. 1979).

Se considera ritmo biologico a la recurrencia de un fendmeno bioldgico en intervalos

regulares de tiempo. La nocion de ritmoe para describir una variedad de fenomenos que




pueden reflejar diferentes mecanismos puede ser vaga si no es definida en términos fisicos, es
por ello que los ritmos se clasifican y describen de acuerdo a 1) su frecuencia; 2) el sistema
biologico en el que se observa el ritmo (por ejemplo la poblacion); 3) el tipo de procesos que
generan cl ritmo; o 4) la funcidn que desempefia el ritmo (Aschoft, 1984). Existen 4 clases
de ritmos como procesos biolégicos:

a) Un amplio rango de procesos ritmicos de alta frecuencia como ¢l latido del corazén, los
movimientos respiratorios y la generacion de espigas en las neuronas.

b} Ritmos relacionados con los ciclos ambientales como los diarios, marcales. lunares
{mensuales) y anuales.

c) Los fenémenos de fotoperiodismo, como el ajusle de diversas funciones a las estaciones
{como la reproduccion) regulados por los relojes que miden la longitud del dfa.

d) Los intervalos de tiempo de un fendmeno que ocurre cuando la dormancia o diapausa
terminan por una duracion minima establecida.

La frecuencia de los ritmos es la razén para una subdivision del especire en ritmos
ultradianos ¢ infradianos. Los ritmos ultradianos se definen como un fenémeno que se
presenta recurrentemente en periodos menores a 19 horas, por lo que se presentan con una
frecuencia mayor a la de un dia, entre estos se encuentra ¢l suefio MOR (movimiento rapido
de ojos) durante el ciclo suefio-vigilia. Los ritmos infradianos tienen periodos mayores a 29
horas. por lo que su frecuencia es menor a un dia, un ejemplo de estos ritmos es el ¢iclo
menstrual en mamiferos. Los ritmos de diferentes frecuencias pueden estar relacionados de
varias formas, es bien conocida la regulacion del ritmo cardiaco por la respiracion. Existen
observaciones que sugieren un orden jerdrquico de los ritmos, es decir, un ritmo puede ser
esencial para la accion propia de otro ritmo. Los ritmos de alta frecuencia, por o general
regulan y estabilizan ritmos de baja frecuencia; micntras estos ritmos desempefian funciones
importantes cn el organismo, los cuatro circa-ritmos (circadiano, circamareal, circamensual y
circanual) principalmente sirven a la iateraccion del organismo con el medio. Esta es una
adaptacion a nichos de tiempo generados a la estructura temporal del ambiente. Se ha
propuesto que debido a la incorporacion de copias aproximadas del programa temporal

externo, un organismo adquicre un programa temporal endogeno llamados relojes biologicos
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(Pittendrigh, 1984).

L.os conceptos basicos de un oscilador son simples, para esto usemos el ejemplo de
una rueda de bicicleta, si en clla marcamos un punto y la movemos hacia adelante el punto
trazara una onda sinusoidal. Una revolucidn de la rueda ocurre cuando el punto recorre la
distancia desde a hasta @’ con respecto al tiempo, enionces se completa un ciclo de la
oscilacién (figura 7). La amplitud de la oscilacién, que en muchos casos es igual al didmetro
de la rueda, depende del tiempo, el tiempo que se usa para recorrer la distancia de @ hasta ¢

o completar una oscilacion es ¢l periodo, este puede ser constante.
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Figura 7. Represemacion grafica de los conceptos de oscilacion y sus ciclos. La linca
delgada contra tiempo de la onda sinusal desplazados del punto (fase) o hasta ¢ " en la rueda
a través de un ciclo completo de rotacién: Notese que la ordenada es una distancia
verdadera (amplitud de la oscilacion), pero la abscisa representa ¢l tiempoe y no la distancia.
Debido a que los ritmos biologicos generalmente no son simétricos a la linea media, los
bidlogos utilizan generalmenie ¢l termino “amplitud” para definir el pico maximo: sin
embargo, la definicidn fisica es la mitad de. por ejemplo el radio mas que e didmetro de la
rueda en esta figura. (Tomado de Brady, 1979}




La rueda puede cambiar su velocidad alterando su frecuencia, es decir, €l nimero de
oscilaciones (revoluciones) de la rueda por unidad de tiempo. La frecuencia es reciproca del
periodo, al aumentar el periodo de oscilacion la frecuencia disminuye. Un punto o zona
cualguiera en el ciclo de una oscilacién es una fase, en un ritmo bioldgico enddgeno la fase
del ritmo establece un angulo de fase con el ciclo ambiental que lo sincromniza, si el dnguio de
fase es igual a cero ambos ritmos estan en fase, pero si ¢se segmento de un ritmo ocutre

tarde, o se adelanta en respuesta a un cambio ambiental se dice que esta desfasado (Brady,

1979).

2.2.2 Los ritmos circadianos.

Los ritmos circadianos son los ritmos que se presentan con periodos aproximados a
las 24 horas, si sc toman en cuenta los ritmos uliradianos e infradianos podemos decir que
los ritmos circadianos son mayores de 19 horas v menores de 29 horas. Los ritmos
circadianos tienen las siguientes caracteristicas: 1) son endOgenos y programados
genéticamente, 2) son susceptlibles a ser sincronizados, 3) al ser enddgenos persisten en
oscilacion espontanea en ausencia de sefiales externas, 4) en general ¢l periodo es mayor a
24 horas para especies diurnas y menor en especies nocturnas, cuande los organismos estan
expuestos a oscuridad constante, 5) son capaces de compensar cambios de temperatura y 6)
generalmente desaparecen bajo luz intensa constante.

Los ritmos biologicos estdn determinados genéticamente., por lo que se presentan aun
cuando los individuos se encuentran aislados del medio ambiente. Algunas sefiales externas
sineronizan a los organismos vivos con los cambios temporales periddicos, a estas sefales se
les llaman sincronizadores. El sincronizador facilmente observable v el mas estudiado es el
ciclo nictemeral. es decir, ia sucesion de luz y oscuridad provocado por la rotacion de la
tierra en un periodo de 24 horas. Lste ritmo geoldgico, probablemente como una presion de
seleccion, dio lugar en los organismos a ritmos biologicos internos con un periodo similar,
pero no exactamente igual al externo. a este se le conoce como circadiano (del latin circa
que significa “cercano™ v die que quiere deeir “dia™). El prefijo “circa™ fue imroducide por

Halberg {1959) para los ritmos diarios v despuds fue utilizado para los otros tres ciclos
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{circamareales, circalunares y circanuales). Los ritmos circadianos o diarios son primitivos,

uhicuos y fundamentales para la vida, pero no son la Gnica forma de medir ¢l tiempo.
2.2.3  Oscilacion libre o espontinea

Al ser endogenos los ritmos circadianos oscilan en forma ¢spontanea liberandose def
oscilador externo en condiciones constantes como oscilaciones autosostenidas. Estas pueden
ser sincronizadas por faclores periddicos en el ambiente. los zeitgebers (del alemdn que
significa “dador del tiempo™) o sincronizadores. El periodo (1) del ritmo en oscilacion libre
varia segiin la especic, los individuos, su estado fisiologico v la historia experimental.

l.os periodos en oscilacion libre son una evidencia de que los ritmos circadianos
estan dirigidos por un reloj auténomo del arganismo y no son producto de algin estimulo
ambiental no detectado. I.a mayoria de las especies eucariontes tienen periodos en oscilacidn
libre que varian alrededor de las 24 horas. El hecho de que los ciclos no sean de exactamente
24 horas no es un error evolutivo sino todo lo contrario, pues confieren plasticidad al
sistema para ajustarse al ciclo externo (Moore-Ede et al.. 1982). Los ritmos circadianos
pueden diferir ligeramente de las 24 horas, por ejemplo, en las cucarachas se ha observado
una variacion de ©.5 horas, sin embargo se considera que estos ritmos pueden variar en un
rango entre 22 y 28 horas por ciclo, es decir los ritmos circadianos pueden sincronizar a
ciclos de luz-oscitridad (LO) en un intervalo o limite de sincronizacién que varia entre T =
22 hy T =28 h. donde T es ¢l periodo del ciclo externo (Moore-Ede et al., 1982).

En ciclos de luz artificial que no rebasan las 24 horas, los ritmos circadianos pueden
verse por varias horas acelerados o retrasados, pero si las condiciones se manipulan por
tiempos prolongados en frecuencias no naturales pueden haber efectos patologicos. Muchos
organismos muestran oscilacién libre de ritmos circadianos en luz constante asi como en
oscuridad constante, pero si la luz es demasiado brillante {intensa} por lo general sc elimina
cualquier ritmicidad después de algunos ciclos y el reloj suele detenerse. La luz al igual que
la temperatura son factores importantes en la oscilacion de un ritmo.

Lin factor determinante para la longitud del periodo de un reloj circadiano que oscila

en un medio constante. es fa intensidad de luz a Ya que el organismo es expuesto. Al ser mas
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intensa la luz disminuye la longitud del periodo de libre oscilacion en organismos diurnos,
pero se alarga en organismos nocturnos (a este postulado se le conoce como ley de Ascotf)
{Aschoff, 1960).

Por otro parte, cuando es mayor el tiempo de exposicion a luz intensa el tiempo de
actividad de un animal, comparado con el tiempo en reposo, aumenta en las especies
diurnas, pero disminuye en las nocturnas. Aschoff fue mas cuidadoso en cuanto a la tercera
generalizacion, el periodo de oscilacién libre es mas largo de 24 horas para animales diurnos
en oscuridad constante v mas corto de 24 horas para especies nocturnas en las mismas
condiciones.

En la mayoria de las especies el periodo t de un ritmo de oscilacion libre cambia al
exponerse & la luz dependiendo de la intensidad de la iluminacién. En algunas especies
diurnas 1 decrementa al incrementar la intensidad de la luz. el periodo se alarga en las
especies nocturnas, aunque en los artropodos no existe una regla general. (Pittendrigh,
1984).

Los animales y las plantas estan expuestos a cambios de lemperatura que llegan a
fluctuar hasta varias decenas de grados centigrados durante un dia. Debido a que la tasa
metabolica de la mayoria de los procesos fisiologicos se duplican o triplican ante un aumento
de temperatura de 10 grados {como sucede en algunas reacciones quimicas que muestran
Q1;=2.0 o 3.0) esto podria ocasionar severas dificultades para un reloj biologico en el
supuesto de que éste reaccionara de igual forma ante los cambios de temperatura. Pero esto
no sucede asi. pues los ritmos biologicos son capaces de compensar los cambios de
temperatura mostrando un Qe = 1 (Brady. 1979). Varios experimentos han demostrado que
los periodos de todos los ritmos  circadianos resultan poco afectades por cambios de
temperatura. Un incremento o decremento de 10 °C algunas veces causan diferencias de
hasta el 20% en la longitud del periodo. Descrito en ténminos termoquimicos, los
coeficientes de temperatura para los ritmos normalmente varfan entre 0.9 y 1.2, es decir una
variacion significativa con respecto a los coeficientes de otros sistemas quimicos que varian

en intervalos de 2.0 a 4.0 (Brady 1979: Asschof. 1984).




2.2.3.1 Sincronizacién

Es evidente que en condiciones naturales los organismos raras veces se encuentran
bajo condiciones constantes, donde sus ritmos oscilen libremente. Este prerrequisito da una
explicacion general de porqué la seleccion natural ha generado programas en quienes dentro
del marco temporal es un oscilador autosostenido méds que un simple reloj de arena. Un reloj
de arena puede en principio dar una referencia de tiempo programado, pero sélo si el inicio
de su descarga estuviera en fase (diario) con algin marcador externo bien definido del
tiempo local. Un oscilador tiene varias ventajas en este contexto, incluyendo, especialmente
su prevision para ser separado completamente del zeifgeber por varios ciclos y manteniendo
su capacidad para medir la longitud del periodo externo cuando es sincronizado. Por el
contrario, un modelo de reloj de arena funcionaria con un encendido y apagado diario. Para
un ritmo circadiano, el reloj se voltearia cada noche o cada mafiana para disparar o inhibir el
proceso fisiologico que regula {Ashoff, 1984).

Los marcapasos pueden ser ajustados a una periodicidad externa con una [recuencia
razonablemente cercana (Ashoff, 1984). En los casos bioldgicos. el ciclo externo {ambiental)
es llamado zeitgeber o agente sincronizador. En los ciclos circadianos, el ciclo de luz-
oscuridad (LO) que dura 24 horas es virtualmente un zeitgeber universal, cuando el periodo
del marcapasos (1) es sincronizado por un ciclo luz-oscuridad (LO) de periodo T. el periodo
del marcapasos 1 es cambiado a t*=T. Por ejemplo. un ratén muestra un ritmo circadiano
con t= 232 h, én oscuridad constante, pero asume un periodo dc 24 horas cuando cs
expuesto a £.O 12:12 (T=24). En el estado constante de sincronia se establece una relacion
de fase especifica (¢)entre los marcapasos del programa temporal del organismo v el ciclo de
luz externa; esto es en virtud de su sincronizacion estable con el ciclo. ¢l marcapaso se
encarga de la medicion del tiempo. por ejemplo. la sintesis de enzimas digestivas anterior a la

alimentacion durante las primeras horas de la noche (Aschoff. 1984).




2.2.4 Ritmos circadianos en ¢! acocil.

Los crustiaccos son conocidos por exhibir varios ritmos circadianos (Pellard y
Larimer, 1977), por lo que son un modelo para el estudio de mecanismos medidores del
tiempo, por ejemplo: Palmer (1971) reportd riimos de actividad locomotora en varias
especies de cangrejos de tierra; Schalleck (1942) reporté el mismo ritmo para acociles del
género Cambarus; posteriormente Page y Larimer (1972) reportaron ritmos de actividad
locomotora en los acociles del género Procambarus. Se conocen también fluctuaciones
ritmicas en otras funciones fisioldgicas especificas de crustdceos incluyendo la migracion de
los pigmentos filtrantes retinianos en el acocil {(Welsh, 1941), el cambio circadiano de color
{Brown et al. 1953); la toma de oxigeno (Brown 1960; Fingerman y Lago, 1957), asi como
el ritmo circadiano de la amplitud del electroretinograma (ERG) (Arechiga, 1974; Page y
Larimer 1975) v el ritmo de la fracuencia cardiaca (Pollard y Lartmer, 1977).

Se ha sugerido que el cerebro del acocil aloja importantes osciladores circadianos
que se comportan como marcapasos de diferentes ritmos. Ademds se han descrito
fotorreceptores circadianos para los ritmos locomotor v de  ERG (Fanjul-Moles et al.,
1992; Fanjul-Moles y Prieto-Sagredo, 1996; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles, 1997; 1998;
Bernal-Moreno et al., 1996). Existe la hipdtesis de que los mecanismos de acoplamientc de
estos ritmos son principalmente neurales (Page y Larimer, 1975 a y b: Barrera-Mera y
Block. 1990). Otros autores enfatizan la participacion de hormonas circulantes en el
acoplamiento de varios ritmos como el de actividad del ERG (Arechiga v Naylor, 1976) v el

cardiaco (Pollard y Larimer, 1977}




23 ESTRES

2.3.1 Definicion de estrés

Un estresor puede ser definide como un perturbador del medio exterior que altera la
homeostasis (Moeberg, 1983), la respuesta al estrés es el conjunte de adaptaciones neurales
y endocrinas que avudan a restablecerla. 8i un organismo es sometido a un estresor fisico
agudo y la respuesta a éste no es la adecuada, las condiciones suelen ser fatales. pero si la
respuesia es activada cn forma tonica o cronica puede causar varias patologias.

Un adelanto importante en la comprension biologica de Ya teorfa del estrés se debe a
Selye (1950) quien enfatizaba que una variedad de estimulos externos o internos (estresores)
como el miedo, lac sustancias toxicas, el frio, el calor, etcétera, producen cambios
fisiologicos (estrés) que se relacionan con el estado patologico en los animales. Selye
observo que las respuestas fisiologicas de un animal estresado eran similares, dependiendo
de la naturaleza del factor estresante. Este autor propuso el Sindrome General de
Adaptacién come un mecanismo para sobrevivir al estrés, el cual constituye un conjunto de
respuestas bioldgicas no especificas que se pueden clasificar en tres fases: en la primera ¢l
individuo responde al estimulo estresante con una reaccion de alarma o emergencia, estd ¢s
seguida por una fase de resistencia. cuando el individuo es bioldgicamente capaz de resistir
las demandas fisiolégicas del estrés, pero si el estrés continua el individuo experiments una

fatiga del sistema biologico de defensa que lo puede llevar a la muerte (Moberg, 1985).
2.3.2 Estrésy Luz

2.3.2.1 Adaptacioncs de los arganismos a la luz.

La actividad de muchos animales es regulada por la presencia o ausencia de luz vias
caracteristicas de su espectro. pero la luz ha sido poco estudiada como un factor limitante de
la distribucion animal (Prosser. 1954 Fanjul-Moles et al., 1998). Una respuesta a la luz
sugiere la participacion de pigmentos que absorben la energia luminica. Las formas bénticas

son frecuentemente luminosas v pueden ser no pigmentadas, las especics diurnas y nocturnas
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a menudo difieren, pero parece no haber animales en transicién diurna-nocturna, sin
embargo, es poco conocida la fisiologia relacionada con la luz

L.os casos mas conocidos de adaptacion racial y especifica con respecto a la luz son
los animales excavadores. Breder (1942, 1943 y 1953) estudio el pez cavador de México
Anoptichthys jordani que convive con otro pez de rio en la entrada de la cueva. Estos peces
cavadores prosperan donde el alimento ¢s abundante y la seleccion es asumida por la fuerza
de las razas ciegas dentro de las cuevas. El pez cavador de Sudamérica Pimellodella kronei
desarrolla pigmentos al permanecer en la luz del dia por varias semanas, pero no muestra
corrol algune de los pigmentos en correspondencia con su historia ¢ alguna fototaxia
(Pavan, 1946). Esto es de particular importancia para comparar la respuesta de los
pigmentos, la fototaxia y losritmos diurnos en algunos peces caracinidos intermediarios
reportados (Breder, 1942).

La pigmentacién obscura de los insectos esta asociada con el cambio de color como
proteccidn ante la pérdida de agua, la entrada de sustancias toxicas o la irradiancia de onda
corta (Kalmus, 1941). Otro efecto de la luz que tiene un valor aparte es el fotoperiodismo,
donde las diferencias ante el estrés a la luz pueden establecer tiempos de reproduccién
diferentes entre depredadores y depredados como sucede en las aves.

2.3.2.2  Adaptaciones respiratorias a estrés por luz en crusticeos.

La sensibilidad a la energia electromagnética de longitudes de onda que van desde et
ultravioleta hasta el infrarrojo es una funcién adaptativa de los crustaceos y cn general de
todos los organismos.

El decipodo Hemigrapsus oregonensis colectado en el verano v sometido a un
fotoperiodo LO 8:16 muestra un consumo de oxigeno mayor al presentado por cangrejos de
la misma especie semetidos a la misma temperatura y salinidad pero con fotoperiodos de
LO 16:8 u oscuridad constante. Poblaciones de cangrejos /1. nudus colectados en verano
muestran el mismo incremento en el consumo de oxigeno al mantenerlos en el mismo
fotoperiodo de dia corto O 8:16 en comparacion con uno dc dia larpo LO 16:8 u
oscuridad constante, pere las diferencias no son tan pronunciadas como en /1, aregonenesis.
La respuesta es evidente después de una semana y persiste durante semanas subsecuentes
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{Vanberg v Vamberg, 1983).

De acuerdo con Dahnel (1958), el incremento en el volumen de oxigeno consumido
por los cangrejos expuestos a un fotoperiodo de dia corto puede significar un ajuste en su
tasa metabdlica como una preparacion para las condiciones de luz invernal. Si es asi.
entonces el valor adaptativo de este mecanismo seria preparar a los animales para operar a
bajas temperaturas.

La longitud del fotoperiodo no afecta ¢l nivel de metabolismo en el acocil
Orconectes nais (Rice y Armitage, 1974). Ln contraste con un copépodo plancténico
Calanus finmarchicus que responde a la luz incrementando ligeramente su tasa de
respiracion (Marshall et al., 1935). El efecto de la luz en el metabolismo de animales que
migran verticalmente en la columna de agua ha sido cuestionado, por ejemplo, Buikema
{1972,1975) correlaciono las intensidades de luz (nueve intensidades, luz polarizada y cuatro
intervalos de longitud de onda) con Ja energia del cladocero de agua dulce Daphnia pulex
(conocido por su migracion vertical). La eficiencia de la respiracion fue menor para
intensidades menores a 28 fifcd. En 1.7 fi/ed este valor fue 9.8 %, pero para 110 fi/ed este
file de 50%, sin embargo, los valores entre 20 y 30% fueron tipicos en intensidades de luz
intermedias. Generalmente el efecto de la luz polarizada fue inscparable del efecto de la
intensidad de la luz. Este autor también reportd que la tasa metabélica s¢ redujo después de
una aclimatacién a diferentes longitudes de onda. Para especies marinas Small y Hebard
(1967), Bishop (1968) v Teal (1971) encontraron un efecto notable en la respiracion de
cTustaceos que migran verticalmente.

Por otra parte. la variacion de) fotoperiodo y la irradiancia influyen en parametros
metlabolicos y de comportamiente en /. clarkii y P. digueti, Fotoperiodos extremes de alia
irradiancia provocan un incremento en la concentracion de lactato en la hemohnfa ¥ un
decremento en ¢l consumo de oxigeno en ambas especies. lo que sefiala la existencia de un
metabolismo anacrobico bajo estrés foto-oxidativo, ademds se inhibe la actividad locomotora
{(Fanjul-Moles et al.. 1998). Ambas especies muestran distinias respuestas metabolicas asi
como tolerancia ante el estrés oxidativo producido por luz. que se refleja en un aumento en

la reactividad v en el estado de glutation en la hemolita (Pricto-Sagredo et al.. 2000}

32




3  JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En ¢l acocil Procambarus clarkii el incremento en la irradiancia y en la longitud del
fotoperiodo produce un aumento en los niveles de lactato en la hemolinfa, una disminucion
en el consumo de oxigeno y un decremento en la actividad locomotora. (Fanjul-Moles et al,
1998). Este efecto es similar al producido por el ejercicio y otros factores de estrés en los
crustaceos. Los resultados del trabajo anterior sugieren que P. clarkii en condiciones de
estrés luminico puede aumentar la concentracion de lactato. incrementando la ghicolisis
anaerobia, remplazando las vias acrébicas por anaerdbicas y disminuyendo por lo tanto sus
requerimicntos energéticos. Lo anterior se traduce en cambios de comportamiento (Fanjul-
Moles et al., 1998). Varios estimulos ambientales (14ctiles y quimicos) producen respuestas
reflejas simultaneas en los escafognatitos y el corazén del acocil (Larimer, 1964) asi como
para cardiaco y apnea simultineos en langosta (Wilkens y MacMahon, 1972). Los resultados
los trabajos anteriores sugieren que la luz podria tener un efecto similar al de otros estimulos
ambientales, en las estructuras neurales y endécrinas responsables en el control de funciones
metabolicas y de comportamiento. Por otra parte se ha demostrado el control nervioso de la
frecuencia cardiaca y respiratoria {Varnberg y Vamberg, 1983) asi como los ritmos
circadianos en la ingesta de oxigeno (Fingerman y Lago, 1955). la frecuencia cardiacu
(Pollard y Larimer, 1977) y la actividad locomotora (Page y Larimer. 1972).

Varios autores han propuesto uma relacion estrecha entre los cambios en la
frecuencia cardiaca v las fluctuaciones circadicas en la locomocion, debido a los cambios
diarios en Ia demanda de oxigeno y el transporte de gas. lo gue debe afectar al sisterna
respiratorio (Fingerman y Lago, 1957, McMahon y Wilkens. 1983).

Este trabajo pretende esclarecer algunos de los mecanismos subyacentes a la
respuesta de la actividad cardiaca y respiratoria ante las situaciones de estrés producidas por
cambios en la irradiancia y longitud del fotoperiodo, asi como su relacién con la hora del dia

en el acocil Procambarus clarkii.
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4 HIPOTESIS

4.1 GENERAL

La modificacion de la irradiancia y la longitud del fotoperiodo es una condicién
estresante para el acocil que inducird cambios en Ia frecuencia respiratoria (Fr) y cardiaca
{Fc). Si estas dos variables tienen ritmos circadianos los efectos tendran correlacién con

la hora del dia.

42 PARTICULARES

1. Los acociles Procambarus clarkii tienen habitos nocturnos y habitan lugares de baja
irradiancia en altas latitudes, por lo que la condicion de fotoperiodo largo vy alta
intensidad serd un factor de estrés que modificara tanto la Fc como la Fr de estes
OTgarsmos.

2. Las frecuencias cardiaca y respiratoria se encuentran reguladas por el Sistema
Nervioso Central, el cuat las coordina. por lo que se espera que respondan
simultaneamente a los efectos de la irradiancia y la longitud del fotoperiodo.

3. 8e espera que en la condicion control se observe un ritmo circadiano tanto en la
frecuencia cardiaca como en la respiratoria. Estos seran allerados en las condiciones

experimentales como efecto del fotoperiodo v la irradiancia.




5 OBJETIVOS

5.1 GLNERAL

El objetivo de este trabajo fue cuantificar y comparar el efecto de la variacién en el
fotoperiodo y la irradiancia sobre los cambios diarios en la frecuencia cardiaca y respiratoria

del acocil Procambarus clarkii.

5.2 PARTICULARES

1. Someter acociles Procambarus clarkii adultos a distintos fotoperiedos e intensidades
de luz.

2. Registrar la frecuencia cardiaca y respiratoria mediante téenicas electrofisioldgicas y
determinar estos parametros en condiciones constantes y bajo la influencia de
distintos fotoperiodos ¢ irradiancias a distintas horas del dia.

3. Observar cual de los parametros lumninicos experimentales {fotoperiedo e irradiancia)
tiene un efecto significativo sobre la frecuencia respiratoria y cardiaca del acocil
Procambarus clarkii.

4. Mediante diferentes protocolos experimentales determinar si la frecuencia cardiaca y
respiratoria estin sincronizados tanto en la condicidn control como en las

cxperimentales.




6 METODOLOGIA

6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron acociles P. ¢larkii cn estado adulio y periodo de intermuda escogidos
aleatoriamente sin importar el sexo (n=30). Los animales se cscogieron teniendo un peso
homoagéneo (18.5+.0.60). Los acociles fueren colectados en Ciudad Jiménez, Chihuahua al
Norte de la Republica Mexicana, a una latitud 28° N.

Los animales se aclimataron en acuarios de aproximadamente 60 litros por lo menos
durante un mes. Cada acuario contenia un mdximo 6 animales para evitar el estrés por
sobrepoblacién. Cada acuario tenia un filtro bioldgico y era aireado constantemente por una
bomba manteniendo una concentracion de oxigeno de 5.6 mg/l; la temperatura se mantuvo a
20° Cy el pH en 7. La alimentacion era cada tercer dia por la tarde v consistia de verduras
(zanahoria, calabaza y chayote) picadas y precocidas,

Durante el periodo de aclimatacion los animales fueron sometidos a un fotoperiodo
LO 12:12 (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad), para lo que se utilizaron lamparas
fluorescentes reguladas con un timer; el encendido era a las 7:00. La irradiancia durante la
fotofase fue ajustada a una intensidad de 0.02- 0.03 luxes (8.4-12.6X10-5 Wm™) para lo que

se utilizé un fotorradiometro con cuantdmetro (Li-Cor Mods. L1189 y LI93SA).

6.2 DISENO EXPERIMENTAL

6.2.1 Condiciones luminicas

Despucs del periodo de aclimatacion los animales fucron separados al azar para
formar 5 grupos, Cada uno se sometio a un fotoperiodo diferente; 1) Fotoperiodo LO12:12
v baja irradiancia (0.022 Wm-2) (condicion control); 11) Fotoperiodo LO 12:12 alta
irradiancia (6.50 Wm-2); I11) v 1V) S¢ someticron a un fotoperiodo 1.0 20:4 a baja y alta
irradiancia respectivamente y por Gltimo V) Se sometié a un régimen OO (figura ).

Se hicieron 2 grupos de animales a partir de los grupos antes mencionados (figura ).
grup p grup
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1) De cada acuario se tomaron tres animales para ser registrados cada hora desde las
10:00 a las 18:00. Durante el registro los animales se sometieron al mismo
fotoperiodo e irradiancia a los que estaban sometidos en sus respectivos acuarios.

2) Un animal en fotoperiodo 1.0 12:12 alta intensidad y uno en OO, Estos animales se

registraron continuarmente cada hora por cincuenta horas consecutivas,
6.2.2 Preparacién parz el registro.

Los animales permanecieron en estos acuarios durante al menos una semana después
de la cual se tomaba un animal al azar para trasladarlo a una camara de registro. Antes del
registro todos los animales se anestesiaron sometiéndolos a una temperatura de 4° C por
aproximadamente 15 minutos. Después de la anestesia cada animal era pesado y sexado,
rapidamente se le fijaba a un tapén de goma adherido dorsalmente al caparazon utilizando
acrilico para dentista y se sujetaba con hilo. Lo anterior impedia el desplazamiento de los
animales pero permitia el movimiento de todas las extremidades.

Posteriormente, sobre el margen lateral derecho del branquiosteguito se adherfa un
electrodo de tungsteno con cera de Campeche. La punta del electrodo estaba doblada en
forma de gancho de tal forma que se introdujera en el canal branquial del escafognatito.
Otros dos electrodos se implementaron en la parte posterior dorsal del branquiosteguito, en
la region cardiaca, estos se introducian superficialmente en pequefios orificios hechos con la
punta de un bisturi, a ambos lados de la sutura media cuidando no lesionar el corazon.

Una vez implantados los electrodos se sostenia al animal en un soporte universal, se
utilizd una extension y una pinza para permitir que el animal fuera sumergido en un
recipiente con agua constantemente aereada (5.7 mg/l de oxigeno disuelto y pH 7). Este
dispositivo se coclocé dentro de una caja de Faraday para evitar interferencia, la caja estaba
recubierta con papel negro para climinar Ja filtracién de luz.

En el interior de la caja, el dispositive se iluminé con una lampara de nedn (luz
blanca) calibrada a la irradiancia correspondiente a cada protocolo y regulada por un timer.
Ll encendido de la luz en tedos los casos fue a las 07:00 a.m. Ls importante mencionar que

los animales eran montados por la tarde siempre a la misma hora {aproximadamente 17:00).
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un dia antes de comenzar el registro para eliminar el estrés producido por la manipulacion. A
partir de ese momento los animales no eran alimentados. Se realizaron lecturas simultaneas
de ambos organes por dos minutos cada hora, en el grupe uno las lecturas correspondicron
al intervalo entre las 9:00 y las 18:00 h, mientras que cn el segundo grupo las lecturas se
tomaron consecutivamente por cincuenta horas. Al final del experimento se retiraban los
elecirodos y se regresaban los animales a acuarios del laboratorio para registrar al animal

sigwiente de igual forma (figura 8).
6.2.3 Técnicas de registro

Las técnicas electrofisiolégicas (Hoggart y Trueman, 1967) han sido usadas para el
moenitoreo de la actividad cardiaca y respiratoria en varios crusticeos (Blatchford, 1971;
Uglow, 1973; Ansell, 1973). Estas técnicas requieren de la implantacion v adhesion de un
par de clectrodos para cada Organo a investigar, Las técnicas de registro de la frecuencia
respiratoria y cardiaca realizadas en este trabajo se basaron en las reportadas por Dver y
Uglow (1977) con algunas modificaciones.

6.2.3.1 Registro de la frecuencia respiratoria

La frecuencia respiratoria (Fr) se evaludé mediante el registro de la frecuencia de
batido de! escafofiatito (Dyver y Uglow, 1977). para lo que se utilizaron dos electrodos. el
primero o electrodo activo se enganchd en el margen lateral del branguiosteguito como se
explica antes, mientras ¢l segundo o indiferente se sumerge en ¢l recipiente. Ambos
electrodos se concctaron a un convertidor de impedancia {UFT mod. 2991) en serie con un
amplificador (Grass, mod. 7P122) mediante una sonda de baja impedancia. El convertider de
impedancia produce una peguefia corriente oscilante entre los dos electrodos de tal forma
quc cualquier cambio de impedancia entre los electrodos. como el que crea la corriente de
agua saliente de la cdmara branquial. produce un cambio proporcional de voltaje el cual es
amplificado y registrado pormedio de un poligrafo Grass mod. 79 (fipura 9).

6.2.3.2 Registro de la frecuencia cardiaca

En el caso de la frecuencia cardiaca (Fc) se utilizaron dos cleetrodos implantados en




la cdmara cardiaca para hacer un registro monopolar de la actividad eléctrica del corazén
(ECG). Se utiliz6 un amplificador (Grass, mod. 7P51 1) y una sonda de alta impedancia
(Grass, mod. 7THIP5G). Entre los dos electrodos se establece una diferencia de potencial
debida a la actividad cardiaca, dicho potencial era amplificado y registrado en el mismo

poligrafo Grass mod. 79 (figura ).
6.2.4  Anilisis de datos.

De cada lectura (de dos minutos) se midieron sobre el registro en papel 10 ondas
utilizando un vernier {pie de rey), para esta medicién se considerd la distancia entre un punto
de méxima deflexion de voltaje y el siguiente. Sc obtuvieron los promedios y errores
estandar de la longitud de las ondas. Posteriormente se obtuvo el promedio y error estindar
de la Fe (latidos por minuto) y de la Fr (batidos por minute) a cada hora y estas se
graficaron contra el tiempo externo. Las frecuencias promedio por hora de todos los
animales bajo una misma condicién luminica se promediaron y graficaron tanto la Fe
promedio como la Fr promedio por condicién (+ e.e.).

Posteriormente, se realizaron pruebas estadisticas (ANOVA dc una via y LSD post
hoc a los datos de los registros del grupo 1 (en el intervalo de las 10:00 a las 18:00 h). De
igual forma estos datos se analizaron en grupos de tres horas: 10:00-12:00. 13:00-15:00 y
16:06-18:00 para evaluar si habia cambios significativos entre cada grupo inducidos por las
distintas condiciones luminicas. Fstos resultados también fueron graficados con su
respectivo error estandar, Para evaluar las relaciones entre los cambios de Fe y Fr se
establecieron pruebas de correlacion de Pearson (figura 8).

Los registros del grupo 2 (los tomados consecutivamente por 50 horas) fueron
analizados mediante la prucba estadistica Cosinor (Dispac. IFC, UNAM) para oblener el

periodo v el porcentaje de cada ritmo bajo condicidn LO 12:12 alta intensidad y £n Q0.
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Aclimatacion al laboratorio.
LO 12:12 baja irradiancia
(1 mes)

alimentacion.

e 00 (n=06)

Condiciones experimentales (7 dias) con

s LO 12:12 baja iradiancia (n=6)*
s LO 12:12 alta irradincia (n=6)
e LO 20:4 baja irradiancia (n=6)
* LO 20:4 alta irradiancia (n=6)

1l

Se suspende alimentacion.
Anestesia  por 20

dos minutos cada hora.

Implantacion de electrodos.
Registros (E v ECG) durante

min

Grupo 1: registro cada hora de las 10:00
a las 18:00 h por tres dias.

o [0 12:12 baja iradiancia (n=3)*

o L0 12:12 alta irradincia (n=3})

e LO 20:4 baja irradiancia (n=3)

e [0 20:4 alta wradiancia (n=3)

o (O (m=3)

1l

ANOVA de una via v post hoc
LSD.
Correlacién de Pearson

Grupo 2: registro continuo cada
hora por 50 horas.

LO 12:12 alta irradiancia (n=1)}
00 (n=1)

Cosinor

Figura 8. Disefio experimental. Los animales en los acuario sc mantuvicron acreados
constantemente a 20 °C y pH 7. * representa al grupo control.
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Figura 9. Diagrama del animal durante el registro de la actividad cardiaca y respiratoria en el
acocil. Explicacién en el texto.
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7 RESULTADOS

7.1 MORTALIDAD

Del total de animales utilizados, 13 animales (cl 44 %) murieron durante el
experimento. Dos animales murieron algunas horas después de finalizar el registro, uno de
ellos bajo la condicién OO v el otro bajo la condicion 1.020:4 alta irradiancia. Por otro lado.
4 animales murieron algunas horas después de la implantacion de los electrodos; los 7
animales restantes murieron entre ¢l segundo y tercer dia, uno de ellos bajo la condicion OO,
otro bajo 1.012:12 alta irradiancia, 2 en 1.020:4 alta y 3 en LO 20:4 baja irradiancia.

Del total de animales muertos 10 fueron machos y 3 hembras, cabe sefialar que la
proporcion de sexos entre los animales bajo experimento fue de 3 machos por cada hernbra,

no se encontraron diferencias significativas de mortalidad entre los sexos.
7.2 ANALISIS LLECTROFISIOLOGICO

Tanto en la Fc como en la Fr sc observd una variacion en la forma y la amplitud de
onda a lo largo del dia en ambos registros, aunque en general la forma de onda del E vario
poco en cada animal sin importar la condicién y la hora del dia. En el caso del ECG se
encontré una mayor variacion en todos los animales regisirados, sin embargo se encontré
una forma tipica para cada onda.

La onda resultante de los cambios de impedancia en el E se caracterizd por ser
monomodal y de forma en general tipica por presentarse en la mayoria de los animales sin
importar la hora del dia. En pocos registros se observaron ondas bimodales y solo bajo las
condiciones de oscuridad constante y LO 20:4 baja irradiancia.

Ul ECG se caracterizo por una onda tipica bimodal. aunque se observd una mayor
variacion en cuanto a la forma y amplitud de la onda entre los individuos. Fn la figura 10 se
ilustran las formas de onda tipicas para el ECG y el E. En este caso se trata de un animal
bajo Ja condicion 1.0 12:12 baja irradiancia. como en muchos etros casos las formas de onda

del registro de} escafognatito y del corazon permanccieron constantes durante las cincuenta
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horas de registro, aunque se observé variacion en la amplitud de onda a lo largo del dia.
Como se puede observar en esta figura tanto el periodo como la amplitud y Ia forma de onda
son muy homogeéneos a lo largo de la lectura.

En la figura 11 se muestran registros de un dia realizados cada hora a lo largo de 50
horas a un animal bajo condicidn LO 12:12 alta irradiancia. Se puede observar una mayor
variaciéon en la forma, amplitud y periodo de las ondas de ambos registros. El E muestra
cambios en la amplitud y duracion de la onda relacionada con el encendido y apagado de la
luz, después del encendido de la luz el periodo y la duracidn de las ondas disminuyen cada
vez mas hasta el apagado de esta, momento en el cual se observa un aumento considerable
en la amplitud de la onda mientras el periodo continua disminuido hasta el encendido de la
luz. En el caso del ECG la amplitud parece ser mayor durante las horas de oscuridad y
permanecer disminuida durante las horas de luz, la forma es un poco parecida, aunque en

algunos momentos algunos picos menores se modifican aumentando o disminuvendo su

amplitud.

7.2.1.1 Analisis del efecto de las condiciones de luz.

En la figura 12a se presentan los promedios de la frecuencia cardiaca y de batido del
escafofiatito de los tres animales registrados por cada condicidn a distintas horas durante 3
dias; cada condicion ¢std cn un panel y el fotoperiodo y la intensidad de luz estan
representados por franjas en la parte superior de cada panel. En la ordenada al origen se
presenta la hora consecutiva, mientras que en la abscisa se represenia la frecuencia
expresada en ciclos por minuto. Al observar los errores estandar se puede interpretar que
existe una amplia variacion individual de los organismos.

Otra observacion general es que el promedio de frecuencia cardiaca es mayor quc ¢l
de la frecuencia de batido del escafognatito, aunque en la mayoria de los casos se observa
que estos valores se cruzan unas horas después del encendido de la luz.

En cuanto a la Fe. en el fotoperiode LO 12:12 se obtuvieron 114 + 12 latidos por

minuto. para baja irradiancia 123.6 + 10.8 para alta irradiancia. En el caso del fotoperiodo
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latgo sé obtuvo un promedio de 81.6 = 9.6 para baja irradiancia y este se incremento a
92.4 + 6.6 al aumentar la irradiancia. Para la condicion OO el promedio obtenido fue 124.8
+ 7.2 (figura 13a). Los promedios obtenidos en la frecuencia de batido del escafognatito
bajo fotoperiodo LO 12:12 baja y alta irradiancia fueron 136.2 + 19.8 latidos por minuto y
163.8 + 19.2 repectivamente; 97.2 £ 12 y 112.8 + 11.4 paracella condicion LO 20:4 baja y
alta irradiancia y 105.6 + 9 para la condicién OO (grafica 14a). El aumento y disminucion
de las variables ante cada condicion luminica fue muy parecida excepto bajo la condicién
00. Al aumentar la irradiancia en ambos fotoperiodos (LO 12:12 y LO 20:4) tanto la
frecuencia cardiaca como la de batido del escafognatito aumentan. Sin embargo. los
promedios de las dos variables mantienen este comportamiento en el fotoperiodo LO 20:4
pero con valores menores a los del fotoperiodo LO1 2:12. Por et contrario. bajo la condicion
00 la frecuencia cardiaca aumenta afcanzando el valor maximo mientras la frecuencia de
batido del escafognatito permanece en valores intermedios. Los promedios totales obtenidos
resultaron semejantes a aquellos obtenidos en cada bloque de hora (grafica 13 y 14).

Al comparar los resultados totales de la Fc mediante la prueba estadistica ANOVA
gencralizada de una sola via (p<0.001 ¥ F=11.93) y la prueba 1.8D post hoc (p< 0.05) se
observa que existen diferencias significativas entre el grupo control y Ia condicion LO 12:12
alta intensidad con las condiciones LO 20:4 baja irradiancia y LO 20:4 alta irradiancia:
ademas muestra diferencias significativas entre ¢stas dos ultimas y la condicién OO (gréfica
13a).

La misma prucba realizada a los promedios obtenidos en el bloque de las 10:00 a fas
12:00 arroja diferencias entre el grupo bajo la condicién [0 12:12 alta irradiancia ¥ fas
condiciones LO 20:4 baja v alta irradiancia. asi como entrc cstas dos y la condicion OO
(p=0.005 y F=4.31) (p < 0.05 para LSD)(grafica 13b). La prueba en el bloque de las 13:00a
las 15:00 muestra diferencias entre el grupo control y la condicion LG 12:12 alta con el
grupo bajo la condicién L0 20:4 baja irradiancia y entre las condiciones LO 20:4 baja v alta
irradiancia con la condicién QO (p=0.01 v F=3.74)(P<0.05 para LSD) (grafica 13¢). En el
fitimo bloque. el de las 16:00 a las 18:00. se ohservan diferencias significativas (p=0.007 y

F=4.09) (p <0.05 para 1.512) enire la condicion contrel y las condiciones 1O 20:4 haja v alla
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irradiancia; entre la condicién 1O 12:12 alta irradiancia ¥ las condicioncs LO 20:4 baja y alta
irradiancia (como sucede en el primer blogue) y entre estas dos ultimas condiciones y la
condicion OO (como sucede en los tres bloques) {graficas 13b, 13¢ y 13d).

El ANOVA para el caso de los promedios totales de la frecuencia de batido del
escafognatito derecho del acocil Procambarus clarkii (p<0.001 y F=10.59) y la prueba LSD
post hoc muestran que existen diferencias sipnificativas (p<0.03) del grupo control con las
condiciones LO 12:12 alta irradiancia. LO 20:4 baja irradiancia y OO. Ademas, se
encontraron diferencias significativas entre la condicion LO 12:12 alta irradiancia y las
condiciones LO 20:4 baja, LO 20:4 aita irradiancia y OO (grafica 14a). Después de realizar
la misma prueba estadistica para los bloques de horas se obtiene que en el bloque de 1(:00 a
12:00 hay diferencias significativas (p<0.001 y F=1.749 P<0.05 para LSD) entre la
condicién LO12:12 alta irradiancia y las condiciones LO 20:4 alta iradiancia y OO (gréfica
14b). Las diferencias obtenidas en el bloque de las 13:00 a las 15:00 fueron entre el grupo
control y la condicion LO 20:4 baja irradiancia y entre la condicién LO 12:12 alta irradiancia
y las condiciones LO 20:4 baja y alta irradiancia y QO (p<0.001 y F=4.49) (p <0.05 para
LSD) (grafica 14c). Por Gltimo en el bloque de las 16:00 a 18:00 se obtienen diferencias
significativas (p=0.00026 y F=7.00) (p<0.05 para LSD) entre la condicion control y la
condicion LO 20:4 baja irradiancia como en el caso del bloque anterior: y entre la condicion
LO 12:12 alta irradiancia y las condiciones L.O 20:4 baja irradiancia. LO 20:4 alta irradiancia

y OO0 (grafica 14d) de igual forma que sucede en la comparacion de promedios totales.
7.3 CORRELACION

En la grifica 15 se muestra la correlacion de la frecuencia respiratoria (¥r en batidos
por minuto con respecto a la frecuencia cardiaca (Fo en latidos por minuto) para cada
condicion. En esta grafica se puede observar que en las condiciones 1LO 12:12 baja
irradiancia y LO 12:12 alta irradiancia los coeficientes son mayores a los de las condiciones
LO 20:4 baja (donde se encuentra el valor menor de 1) v alta uradiancia, asi como en
oscuridad constante. Esto pucde deberse a la dispersion de los puntos en cada condicion.

pero tambi¢n al efecto de la longitud del fotoperiodo y la irradiancia sobre el
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comportamiento de la Fc y Fr de manera conjunta. El andlisis de correlacion entre las dos
variables bajo estudio sugieren una correlacion del sistema cardiaco con el sistema
circulatorio.

Los coeficientes de correlacion para las distintas condiciones fueron los siguientes:
para 1O 12:12 baja irradiancia r=0.530 (F=19.78; p<0.01); LO 12:12 alta irradiancia
r=0.654 (F=18.72; p<0.01); LO 20:4 baja iirradiancia r=0.660 (F=19.3i; p<0.01); LO 20:4
alta rradiancia r=0.294 (F=2.36; p=0.136) y para 00, r=0.404 (F=4.89; p<0.05).

7.3.1.1 Analisis de los ritmes

En el registro bajo condicién LO 12:12 alta irradiancia se observa que los picos de
méxima frecuencia son casi a la misma hora en los dos casos, el primer pico mas alto para la
frecuencia de batido del escafognatito es a las 18:00 horas. solo una hora antes del apagado
de la luz; mientras que el del corazon se presenta a las 20:00 horas (figura 16). Una hora
después del apagado de la luz. El segundo pico de ambas variables se presenta a las 10:00,
es decir, tres horas después del encendido de la luz. En el siguiente ciclo el primer pico en
ambos casos se presenta a las 20:00, una hora después del apagado de la luz y se repite el
segundo pico a las 10:00 en ambos casos.

Obsérvese (figura 16) que los valores de la Fr son mayores durante las horas de
oscuridad {entre 130 y190 batidos por minuto) rebasando a los de la Fe (cercanos a 120
latidos por minuto), pero durante tas horas de luz esto se invierte: la Fr alcanza valores de
50 batidos por minute, mientras el corazon late casi 100 veces por minuto. Este fendmeno
probablemente se asocie a la actividad nocturna de estos crustaceos.

UUn compertamiento parecido se observa en cl registro bajo OO. solo que en este
caso los valores de Fr alcanzan valores de aproximadamente 250 batidos por minuto. 131
primer dia hasta las 23:00 h la Fr es mayor que la I'c. a partir de ese momento la Fr se
mantiene por debajo de la Fe hasta las 07:00. Después de esta hora el comportamiento ya no
es uniforme. en algunos momentos la Fr rebasa a la cardiaca y en otros es menor. l.a Fr de
este registro presenta un comportamiento circadico muy parecido a la del registro de la
condicion LO 12:12 alta intensidad, solo que cn el de OO se retrasa aproximadamente 5
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horas. Para la Fc esto no es tan evidente, pues en algunos momentos se alecanzan valores
muy altos, de hecho, en este registro se alcanzan los valores mas altos para la Fc de todo el
experimento, ¢l valor més alto es a las 17:00 horas con 390 latidos por minute (figura 16).

Parece haber una coordinacion entre Fr y la Fe. Esta relacion se puede establecer al
observar los picos y valles de ambas ondas en la condicién Q0. Aunque el primer ciclo no es
tan claro se ve que al aumentar la Fe también aumenta la Fr, en este segmento parece un
poco confuso por el comportamiento del escafognatito. Sin embargo, en el siguiente
scgmento la coordinacion es mucho mas visible; se pueden observar dos ondas sobrelapadas,
una con mayor amplitud que la otra, en el momento que una aumenta la otra también o hace
{(figura 16).

La prueba estadistica Cosinor muestra periodos muy cercanos a las 24 horas. En el
caso de la Fe, el periodo es de 24 horas en la condicion 1.O12:12 alta intensidad y 22.6 horas
para la condicioén OO (oscilacion libre}, con porcentajes de ritmo no significativos de 26.8 y
25.2 respectivamente. Para el primer caso el mesor fue de 1.738 + 0.28, la amplitud de
0.110, la acrofase resultante fue de 17.394 y F=3.780 (no significativa). Para la condicién
00, el mesor resultd en 1.705, la amplitud de 0.607 v la acrofase de 4.546 (no
significativo). La Fr presentd periodos de 23.9 y 24.1, con porcentajes de ritmo de 60.7 v
64.9 para LO12.12 y OO respectivamente. En el primero la amplitud fue de (.623. la
acrofase igual a 12.740 (no significativo) mientras que para OO ¢l mesor resultante fuc

1.705, amplitud de 0.607 y acrofase de 4.546 (no significativo).
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Figura 10. Registro de un electrocardiograma (ECG) y del escafognatito derecho mediante

técnica impedanciométrica (E) de un acocil Procambarus clarkii bajo la condicién LO 12:12
alta irradiancia. El registro fue tomado a las 15:00. Ver texto.
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Figura 11. Registro continuo de la frecuencia cardiaca (ECQ) y respiratoria (E) de un acocil
Procambarus clarkii, las lecturas se realizaron cada hora bajo la condicion LO12:12 alta
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irradiancia. Notense los cambios ¢n la amplitud v longitud de las ondas a las distintas horas
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Figura 12 Registros de frecuencia cardiaca (Fe) y de batido del escalognatito derecho (Fr)
del acocil Procambarus clarkii bajo distintos fotoperiodos. lLa abscisa representa batidos
por minuto v la ordenada el tiempo externo de registro. @ representa la frecuencia de batido
del escafognatito y 0 la frecuencia cardiaca. Ver explicacidn en el texto.
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Figura 14. Irecuencia de batido del escafognatito derecho del acocil Procambarus clarkii
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bajo condicion OO. ® representa la frecuencia de batido del escafofatito (Fr) y 0 la
frecuencia cardiaca (F¢). Ver explicacion en el texto.
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8 DISCUSION

Las téenicas electrofisiologicas son ampliamente utilizadas en el registro de la actividad
ventilatoria {impedanciométrica) (Ansell, 1973; Uglow, 1973; Rose et ak., 1998} y cardiaca
{mediante ECG) {Wilkens y et al., 1974; McDonald et al.. 1977; McMahon y Wilkens, 1977
Pollard 'y Larimer, 1977; Hernandez-Falcon y Ramén, 1998) en varias especies de
crustaceos. Las ventajas de estas técnicas es que se pueden monitorear varios Organos
simultdneamente, en este caso un escafognatito y el corazon, sin interferir un registro en el
otro (Dyer y Uglow,1977).

Ademds los registros pueden ser prolongados y en general los electrodos se
mantienen en su lugar durante el tiempo de registro. Una desventaja de la técnica utilizada es
que se limita el desplazamiento del animal, sin embargo, durante este experimento se
permitié el movimiento libre de todas las extremidades. En pocos casos los electrodos se
movieron de su lugar, todos ellos como resultado de movimientos bruscos del animal.
Probablemente la mayor desventaja del ECG es que es un tanto invasiva ¢ involucra a un
organo vital, por o que este hecho pudo haber sido una causa importante de muertes
durante el experimento. Sin embargo, la practica ofrece una habilidad mayor para la
implantacién de los electrodos disminuyendo el riesgo de muerte y el estrés por la
manipulacion de los animales.

El andlisis de los registros muestra que las ondas de la Fr son mas homogéneas en
cuanto a la forma y amplitud en comparacion con las de la I'c (Figura 10 y 11). Esto puede
deberse a que el electrodo activo en el E siempre se implanta en ¢l canal del escafognatito y
durante ¢l registro permanece a la misma distancia del electrodo de referencia, en cambio en
el ECG la distancia entre los electrodos y su ubicacion variaba un poco entre cada
organismo. Lo anterior no descarta también pueda existir una variacion propia entre cada
amimal y cada hora de registro, esto tambicn sc refleja en los cambios de frecuencia de las
variables al ebservar los crrores estandar en las graficas (graficas 12-14),

El efecto de las baja irradiancias combinada con ¢l aumento en la longitud del
fotoperiodo en ka Fo y Pr inducen un mayor nivel de estrés en los organismos de este
experimento. En la condicidén LO 20:4 baja irradiancia se observan los promedios mas bajos
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tanto en la Fe como en fa Fr con diferencias significativas con respecto al control. Esto
sugiere que como respuesta al estrés el consumo de oxigeno disminuye y los animales toman
una ruta metabolica anaerobia, produciendo niveles mayores de lactato en la  hemolinfa
como se propone anteriormente (Fanjul-Moles et al., 1998) como sucede bajo hipoxia en
otras especies de crusticeos (Truchot, 1980; Wheatly v Taylor, 1981; y McMahon et al.,
1974) y aumentando en la reactividad y en el estado de glutatién en la hemolita (Pricto-
Sagredo et al, 2000). Los valores mas altos se observan en la condicién LO 12:12 alta
irradiancia y OO en ambas variables, sélo que en la Fc este promedio es muy cercano al
obtenido en la condicion 1O 12:12 alta irradiancia indicando un efecto de la irradiancia y el
fotoperiodo en la funcion cardiaca y respiratoria (graficas 13 y 14).

Bajo una variedad de estimulos naturales o experimentales se ha observado que
existe un comportamiento coordinado entre el corazén y los escafognatitos de varios
crustaceos, (Wilkens y et al, 1974; McDonald et al., 1977; McMahen y Wilkens, 1977;
Rose et al,, 1998; y McMahon, 1999). Este comportamiento ha sido reportado en Homarus
americaus {Young y Coyer, 1979) mostrando una coordinacion mas déhil que la observada
entre los dos escafognatitos. La coordinacién en ambos sistemas debe tener una importancia
fundamental en la eficiencia de intercambio gaseoso a través de las branquias.

Otra evidencia de esta coordinacion se observa cn las graficas 13 y 14 que muestran
comportamientos muy parecidos en las cuatro condiciones de LO. pero no en la de OO, en
esta (ltima la Fc se manticne por encima de la obtenida en Ja condicion control (sin ser
significativa) mientras que la Fr disminuye significativamente (grafica [4a). Ll acoplamicnto
de ambas funciones se refleja también en los resultados obtenidos en las correlaciones, donde
¢l indice mas bajo se presenta ent la condicion 1.O 20:4 alta intensidad (r=0.294), seguido por
la condicién OO (r=0.404). Los indices de mayor correlacion se observan en las condiciones
LO 20:4 baja intensidad (r=0.660) ¥ LO 12:12 alta irradiancia (r=0.654). La condicion
control muestra un indice de correlacion intermedio (r=0.530}.

Estos resultados hacen pensar que existe una sincronia entre ambos sistemas, el
respiratorio y el cardiaco. dicha sincronia cs afectada por el fotoperiodo largo con baja

irradiancia, donde se observa una disociacion de las dos variables (figura 15). las
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observaciones bajo condicién OO en el cual el ritmo de Fe oscila con periodo T = 22.6 h yel
de Frt =24.1 (figura 16) perdiendo el control de fase de forma temporal sugicren una
posible participacién de al menos dos marcapasos uno cardiaco y otro respiratorio, pues en
esta condicidn se observa un comportamiento distinto al observado en condiciones con luz
(LO 12:12 alta irradiancia) donde ambas variables se sincronizan al zeirgeber-.

Tanto la Fe como la Fr sugieren la presencia de ritmos circadianos bajo los dos
fotoperiodos probados (1O 12:12 alta irradiancia y 00). Es importante remarcar que los
registros son de solo un animal por condicidn, esto da una idea del comportamiento ritmico.
sin embargo se requieren repeticiones para obtener una mayor validez estadistica, Fl periodo
de la Fc en oscilacion libre fue de t=22.6 hy fue sincronizado por la luz en la condicion 1.0
12:12 alta irradiancia donde T = 24 h (figura 16). Estos resultados son comparables a los
obtenidos por Pollard y Larimer (1977) y Hernandez-Falcon y Ramén (1998) para la misma
especic utilizada en este trabajo.

En ¢l caso de la Fr en OO t = 24.1 h, muy cercano al obtenido en la condicién LO
12:12 alta irradiancia con T = 23.9 h. Para estc parametro solo existia un reporte donde se
menciona la presencia de un ritmo circadiano en el metabolismo de Orconectes nais bajo
distintos fotoperiodos (Rice y Armitage, 1974), pero no habla de ninguna relacion con la Fe.
Los aumentos y descensos de la Fr de este experimento coinciden con los del metabolisma
reportados en el trabajo mencionado.

Los periodos de oscilacién libre indican que las actividades cardiaca y respiratoria
estdn dirigidas por un reloj enddgeno del organisme. En cl registro continuo se observan dos
picos (grafica 16). descrites también por Pollard y Larimer (1977). guienes mencionan que
¢l pico observade durante ¢l encendido de las luces es de cardcter exdgeno o reflexivo.
mientras que el pico cercano al apagado es endégeno. Los periodos  obtenidos bajo
condiciones de luz artificial sugieren que los posibles ritmes se sincronizan con el zeitpeber.

en el caso de la Fe atrasandose y en la Fr adelantandose




9 CONCLUSIONES.

En este trabajo se concluye que: 1) i.a condicién de fotoperiodo largo y baja
irradiancia produce una disminucién significativa en la frecuencia respiratoria y cardiaca del
acocil Procambarus clarkii; 2) [xiste una correlacion positiva de ambas variables que
disminuyd en las condiciones LO 20-4 baja irradiancia y fue casi nula en la condician OO ¥
3) Tanto la frecuencia cardiaca como la respiratoria muestran ritmos circadianos. en
oscilacion libre la Fe T = 22.6 h mientras que para la Fr v = 24 h. Estos ritmos sincronizan a

la luz en la condicién LO 12 12 alta irradiancia.
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