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RESUMEN

El cangrejo de rio Pseudothelphusa americana presenta un ritmo circadiano de
actividad locomotora bimodal, con un componente de actividad alrededor del
encendido de la luz (pico de mafana) y una segundo componente de actividad
que anticipa el apagado de la luz (pico de tarde). Asi, bajo condiciones de luz
oscuridad los organismos de esta especie presentan actividad crepuscular. En
este trabajo se estudié si ambos componentes de actividad tienen cambios de fase
de la misma magnitud y direccién, ante pulsos de luz aplicados en diferentes horas
de tiempo circadiano. Los resultados son representados por las Curvas de
Respuesta de Fase (CRF), para el pico de mafana y de tarde, las cuales son
diferentes. La CRF para el pico de manana es unimodal y la del pico de tarde es
bimodal, por otra parte, los retrasos son de mayor amplitud en la CRF para el pico
de tarde; es decir, en este ritmo los cambios de fase son diferentes para ambos
componentes de actividad, por lo que el ritmo de actividad locomotora puede estar
controlado por mas de un oscilador. Los datos obtenidos en este trabajo sugieren
que el ritmo circadiano de actividad locomotora en esta especie presenta una
sensibilidad diferencial a la luz para los posibles osciladores que regulan los picos
de mafiana y de tarde, lo cual puede tener relevancia adaptativa, ya que permitiria

a los organismos ajustarse a cambios estacionales.
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INTRODUCCION

o Ritmos Biolégicos

Un ritmo biolégico es un fenémeno biolégico que se repite a intervalos regulares.
Una pregunta elemental acerca de los ritmos biologicos es; si estos se originan en
respuesta a fenémenos ambientales ciclicos en cuyo caso se consideran de origen
exdgeno; o bien, si son generados por el organismo en cuyo caso se consideran
de origen endogeno (Gruart et.al, 2002), en estos casos el ambiente actia sdlo
como un modulador del ritmo (Aschoff, 1960).

Los ritmos endogenos son generados por estructuras del organismo que reciben el
nombre de reloj biolégico, el cual es un sistema fisiolégico responsable de medir el
tiempo y ajustar el curso de los procesos internos de los organismos con los
eventos diarios del ambiente (Moore-Ede et.al, 1982a). Para medir el tiempo es
necesario hacer uso de un fenomeno recurrente a intervalos regulares, es decir,
un oscilador cuyos intervalos de variacion sirvan como referencia temporal (Gruart
et.al, 2002).

Algunos de los parametros que caracterizan a los ritmos biologicos son: La
frecuencia, que es el niumero de veces que se repite un ciclo en un tiempo
determinado; el periodo (“t"), que es el inverso de la frecuencia y representa el
tiempo que tarda en completarse un ciclo; la media 6 mesor es el nivel promedio
del ritmo; la amplitud es la magnitud de la variacion del fenomeno en estudio; y
por ultimo, la fase, que es el momento en que ocurre un hecho caracteristico
dentro del ciclo en estudio (Ejemplo: el valor maximo de secrecion de una

hormona) (Kennedy, 1998).



La periodicidad de los ritmos puede fluctuar de menos de un segundo hasta mas
de un afio. Asi, los ritmos biolégicos se clasifican en: ultradianos, aquellos con
periodo menor a 20 horas (Ejemplo: respiracién y latido del corazén); circadianos
(del latin circa = cerca; diano = dia) los cuales tienen periodicidad cercana a un dia
y persisten en condiciones constantes con un periodo que va de 20 a 30 horas;
por ultimo, los ritmos infradianos son los que presentan un periodo que supera las
30 horas (Ejemplo: ciclo estral e hibernacién) (Gruart et.al, 2002).

Importancia de los Ritmos Biolégicos

El ambiente fisico en el que se desarrolla la vida se caracteriza por periodicidades
que derivan del movimiento de la tierra y la luna con relacién al sol; desde sus
origenes los organismos han sido expuestos a estos ciclos ambientales (Ramirez-
Lomeli, 2002). Asi, en un principio los seres vivos se sometian al orden temporal
impuesto por el ambiente y conforme estos evolucionaron, dicho orden fue
asimilado dando origen a una organizaciéon temporal interna (Aguilar-Roblero,
1993).

El tiempo biol6gico es una adaptacién de los organismos a su entorno ciclico, lo
que les pemite coordinar sus funciones organicas en el devenir temporal. La
importancia adaptativa de los ritmos, es que los organismos se anticipan y
preparan a los cambios ciclicos en el ambiente, por lo que inician procesos
fisiolégicos en una fase apropiada del dia. En algunos organismos el reloj
bioldgico actia como un temporizador, lo que es de particular relevancia para
compensar el cambio en el compas del sol a lo largo del dia, durante la migracion.
Ademas, permite a los organismos medir la longitud del dia y de la noche,
ayudando a la regulacion adecuada de fenémenos estacionales (Johnson et.al,
2003a). Por ultimo los ritmos biolégicos que tienen expresion conductual, pueden
determinar que de la misma manera que existe un nicho espacial para cada
especie, exista también un nicho temporal al cual la especie se encuentra
adaptada (Gruart et.al, 2002).



e Caracteristicas de los Ritmos Circadianos

El estudio de los ritmos biolégicos es importante porque exhiben algunas de las
caracteristicas de los relojes biolégicos (Bruce, 1960); dentro de los ritmos
biolégicos los mas estudiados son los circadianos, cuyas caracteristicas son
descritas a continuacion.

Libre Curso

Un aspecto fundamental para considerar un ritmo como circadiano, es que bajo
condiciones de aislamiento de sefiales ambientales temporales, la ritmicidad
biolégica persista con una frecuencia que presenta una ligera pero significativa
variacion en el periodo que la caracteriza, fenémeno al que se denomina
oscilacion espontanea o libre curso (Aguilar-Roblero, 1993). El periodo en libre
curso “f’ es una aproximacion a los ciclos ambientales relevantes, y su variacion
indica que el ritmo observado surge independientemente de estimulos externos
(Moore-Ede et.al, 1982a), es decir, los ritmos observados son determinados por el
codigo genético y cada especie presenta un periodo caracteristico (Liu et.al,
1999).

Efectos de Luz Constante e Intensidades de Luz

Bajo condiciones de luz constante (LL) los animales diurnos acortan el periodo del
ritmo (“t"), mientras que los nocturnos lo alargan. Por otra parte, en LL, “f depende
de las condiciones de iluminacién, encontrando que “f” se acorta con un
incremento en la intensidad de la luz en organismos diurnos y se alarga en
nocturnos; por ultimo, la proporcion de actividad/reposo (a/p) aumenta con la
intensidad de la luz para animales diurnos y disminuye en el caso de organismos
nocturnos, lo que se conoce como la regla de Aschoff (1960).



Post-Efectos

Cuando los ritmos son ajustados (sincronizados) a ciclos de luz-oscuridad u otros
factores ambientales, las caracteristicas del ritmo subsiguiente en libre curso “”
estan influenciadas por los ciclos previos de sincronizacién. Los post-efectos
demuestran que los factores ambientales periédicos pueden modular la velocidad
angular del reloj circadiano por varios ciclos, lo cual tiene relevancia adaptativa ya
que facilita la sincronizacion (ajuste del periodo endégeno igualando el periodo del
ciclo ambiental). Algunos factores que causan post-efectos son las horas de luz y
el periodo del ciclo ambiental (Pittendrigh y Daan, 1976a). Se ha observado que
los pulsos de luz que ocasionan que la fase ocurra después de lo esperado
(retraso de fase) estan asociados con un incremento en el periodo, mientras que
los pulsos de luz que generan que la fase ocurra antes de lo previsto (avance de
fase) conllevan un acortamiento en el periodo. Una forma de controlar los post-
efectos es colocar a los organismos en las mismas condiciones antes de cada
experimento (Moore-Ede et.al, 1982a).

Compensacion de la Temperatura

Una de las caracteristicas fundamentales de los relojes biolégicos es su
capacidad de corregir el efecto que cambios en la temperatura del ambiente
pudieran tener sobre el periodo en libre curso “t” (Gruart et.al, 2002). Asi, la
mayoria de las especies conservan la velocidad angular del oscilador (reloj
biolégico) antes y después de un incremento de temperatura de 10° C (Q10=1),
debido a una compensacién de la temperatura (Moore-Ede et.al, 1982a). Esta
capacidad permite que la medicién del tiempo por los organismos pueda realizarse
con precision en ciclos sucesivos sin importar los cambios térmicos en el ambiente
(Aguilar-Roblero, 1993). Demostrar la existencia de una funcién biolégica que
presente la misma cinética a diferentes temperaturas es un problema que implica
la existencia de una enzima con una actividad similar en un amplio rango de
temperaturas, 6 bien, un conjunto de enzimas con accién a diferentes
temperaturas, las cuales deben estar delicadamente ajustadas entre si; esta ultima
hipotesis es la mas aceptada en la actualidad (Gruart et.al, 2002). .



¢ Sincronizacion

Los factores ambientales capaces de ajustar a los ritmos biolégicos son
denominados “zeitgebers” del aleman “dador de tiempo” (Daan y Aschoff, 2001).
Un zeitgeber tiene varios efectos sobre el ritmo; primero ajusta el periodo del ritmo
(“t") con el periodo del ambiente (T); segundo, mantiene en fase a individuos de la
misma especie; por ultimo, ajusta los diferentes relojes circadianos de un
organismo (Aschoff, 1960). En la naturaleza existen diversas sefiales ambientales
que pueden funcionar como zeitgebers, por ejemplo: los ciclos de Iluz,
temperatura, disponibilidad de alimento, ruido, sefiales sociales, ciclos mareales,
ciclos lunares etc; sin embargo, el ciclo de luz-oscuridad, es uno de los zeitgebers
mas importantes para los ritmos circadianos, ya que provee la sefal de tiempo
mas precisa en la mayoria de los ambientes.

La sincronizacion puede definirse como el proceso en el que un oscilador (o), con
un periodo (“t") en oscilacién espontanea puede acoplarse y ser ajustado por otro
oscilador (z), denominado zeitgeber, el cual tiene un periodo similar (T). En un
estado estable de sincronizacién el periodo del oscilador cambia de “t” a t*, donde
t* es igual a T. En otras palabras, la sincronizacion es el ajuste de “t" del sistema
circadiano igualando el periodo T del zeitgeber, e implica el ajuste de fase y
frecuencia del ritmo en oscilacion espontanea al ciclo de rotacién de la tierra
(Daan y Aschoff, 2001). Sin la sincronizacién el individuo no podria ajustar sus
funciones a los cambios que ocurren en el ambiente. Este hecho le confiere una
relevancia adaptativa a los ritmos biologicos; ya que maximiza la supervivencia del
individuo, en un mundo donde la comida disponible y la actividad de depredacion
son también ciclicas.

Para que un ritmo se sincronice con el zeitgeber, en cada ciclo debe haber un
cambio de fase (desfasamiento a lo largo del eje del tiempo) en el reloj biolégico,
para que se corrija la diferencia entre el periodo de la sefial (T) y el del reloj (“t")
(Moore-Ede et.al, 1982a).



Asi, el zeitgeber ejerce un control sobre la fase del ritmo endégeno, por lo que
bajo fotoperiodos completos, la sincronizacién lleva consigo el establecimiento de
una relacién de fase fija entre el ritmo y el zeitgeber (Bruce, 1960). La diferencia
de fase del ritmo respecto al zeitgeber es conocida como el angulo de fase
(Aschoff, 1960), y puede representarse en unidades de tiempo (t/24) 6 en grados
de un circulo (/360°) (Gruart et.al, 2002). Para obtener el angulo de fase se
selecciona una fase arbitraria “@” para el ritmo y otra “®" para el zeitgeber, y se
determina como: y = ® — ¢ (Daan y Aschoff, 2001).

Limites de Sincronizacion

Los ritmos circadianos pueden ser sincronizados a ciclos con periodicidad cercana
a la propia, pero sélo dentro de ciertos limites (Bruce, 1960). Fuera de los limites
de sincronizacion el ritmo presenta libre curso (Kennedy, 1998). Existe la
generalizacion de que entre mas complejo es el organismo mas dificil es
sincronizar el ritmo a periodos lejanos de 24 horas, asi los insectos presentan un
limite de sincronizacién mas amplio que los vertebrados (Gruart et.al, 2002). Por
ofra parte, en algunas ocasiones el zeitgeber no es capaz de sincronizar el ritmo,
sin embargo, puede ejercer un efecto modulatorio sobre su periodo y este
fenomeno es conocido como coordinacién relativa (Kennedy, 1998). En la
coordinacioén relativa, las frecuencias de dos osciladores T (del zeitgeber) y “t” (del
ritmo), estan débilmente acopladas interactuando con cierta relacion de fase. Esta
interaccion puede acelerar al oscilador del ritmo en una relacion de fase y
desacelerario en ofra.

Existen condiciones experimentales o ambientales que pueden oscurecer los
mecanismos reales de sincronizacion, actuando sobre los sistemas efectores del
ritmo manifiesto, sin llegar a afectar al reloj circadiano (Moore-Ede et.al, 1982a).
En ofras palabras, el estimulo ambiental puede no afectar el periodo y la fase del
oscilador biologico y este fenomeno es conocido como enmascaramiento (Aguilar-
Roblero, 1993).



Una forma de conocer si el ritmo se sincroniza con un zeitgeber, es quitar el
zeitgeber y observar el ritmo en libre curso; si hay sincronizacion, la fase en la que
empieza la oscilacion espontanea puede ser determinada por la fase previa en la
cual estaba sincronizado, pero si la fase se determina por la prediccion de la
oscilacion espontanea previa a la sincronizaciéon, estamos ante un caso de
enmascaramiento (Kennedy, 1998). Otra forma de demostrar la sincronizacion es
someter al organismo a ciclos ambientales con diferentes periodos, si en la
sincronizacion se establecen angulos de fase diferentes y especificos para cada
valor de T de los ciclos ambientales, ésta sera una excelente demostracién de que
el ritmo esta sincronizado, pero si el angulo de fase es igual en diferentes periodos
para el zeitgeber, entonces el ritmo observado esta enmascarando al oscilador
endoégeno (Johnson et.al, 2003b).

Mecanismos de Sincronizacion

Los mecanismos por los cuales un zeitgeber puede sincronizar a un ritmo son de
dos tipos: paramétricos y no paramétricos.

El modelo de sincronizacion paramétrica se basa en la observacion de que el
periodo ‘1", depende de la intensidad de la luz, por lo que, el zeitgeber ejerce un
efecto proporcional sobre el ritmo (Aschoff, 1960). Asi, el zeitgeber genera
aceleraciones del oscilador biolégico en el dia y desaceleraciones en la noche,
para ajustarlo continuamente. En este caso, los cambios graduales en el
ambiente son los responsables de la sincronizacién.

En la sincronizacion no paramétrica se propone que son los efectos ambientales
transitorios, semejantes al amanecer y anochecer, son los responsables de la
sincronizacion (Johnson et.al, 2003b). En este caso el zeitgeber ejerce un efecto
diferencial sobre el ritmo, de tal manera que la velocidad de los osciladores varia
a lo largo del periodo, lo que significa, que hay fracciones del periodo donde el
sistema corre lento y otras fracciones donde corre mas rapido (Aschoff, 1960).



En este modelo, breves periodos de exposicion a la luz causan avances y refrasos
en el reloj circadiano, dependiendo de la parte del ciclo en la cual cae la luz. Asi,
los avances y retrasos de fase son suficientes para provocar un cambio de fase en

el oscilador circadiano y con ello sincronizar el ritmo.

El modelo de sincronizacion no paramétrica es Gtil para entender como se da el
ajuste a los ciclos ambientales en muchos animales que viven en la oscuridad de
sus cuevas y se exponen Unicamente a breves periodos del ciclo diario de luz.
Esta breve exposicion ocurre al amanecer y al anochecer. La idea de que dos
pulsos de luz son suficientes para sincronizar el ritmo de actividad circadiana es
corroborada al realizar experimentos con fotoperiodos esqueleto, los cuales
consisten en dos pulsos de luz dentro de un lapso de 24 horas, simulando el
amanecer y el anochecer (Pittendrigh y Daan, 1976b).

e Curva de Respuesta de Fase

Los elementos esenciales para entender el modelo de sincronizacion no
paramétrico son el periodo en libre curso y la Curva de Respuesta de Fase (CRF)
(Pittendrigh y Daan, 1976a), que es la forma grafica de indicar la magnitud y la
direccion de un cambio de fase inducido por un estimulo, en funcién de la hora
circadiana en la cual es aplicado el mismo. La construccion de la CRF se basa en
dos aspectos: el primero, que los pulsos de luz causan cambios de fase en el
sistema oscilante y, como segundo aspecto el efecto que un pulso de luz tiene
sobre un organismo depende de la sensibilidad diferencial durante el ciclo ante el
mismo estimulo (Kennedy, 1998). Los estimulos mas utilizados incluyen: pulsos de

luz, temperatura y quimicos (Johnson, 1992).



Las Curva de Respuesta de Fase (CRF) para pulsos de luz y temperatura han sido
las mas utilizadas, ya que ayudan a entender como se sincronizan los relojes
circadianos a los ciclos diarios de luz y temperatura. La CRF a pulsos de luz es
una herramienta que permite predecir como se da el ajuste de los ritmos
enddgenos a los ciclos ambientales, por ejemplo: al aplicar un pulso de luz por
ciclo, el modelo propone que el reloj es sincronizado cuando el pulso de luz cae en
una fase especifica de la CRF, en la cual el cambio de fase iguala la diferencia
entre el periodo en libre curso y el ciclo del zeitgeber (Johnson et.al, 2003a).

Existen diferentes métodos propuestos por Aschoff (1965) para obtener una CRF.
La estrategia mas utilizada consiste en colocar a los organismos en oscuridad
constante, y después de varios dias, dar un pulso de luz en una fase
predeterminada del ciclo en libre curso, posteriormente se deja correr el ciclo en
oscuridad constante por varios dias mas con el fin de determinar el cambio de
fase, su desventaja es que la determinacion de la fase no es fiable cuando se trata
de ritmos oscurecidos por ruido o irregulares. Una técnica alternativa consiste en
colocar al organismo en un ciclo luz-oscuridad en condiciones constantes con el
fin de sincronizar y establecer relaciones de fase, una vez sincronizado, el ritmo
pasa a oscuridad constante por varios dias, dando un pulso de luz durante el
primer dia en oscuridad constante. La ventaja de este método es que los
organismos presentan una fase fija en el ciclo previo al pulso de luz por lo que la
determinacion de cambio de fase es mas facil. Ademas, este es quiza el mejor
método para conocer el comportamiento de sincronizacion, ya que la CRF
obtenida es una aproximacién a como ocurre la sincronizacién en condiciones
naturales (Johnson, 1992).

Al aplicar un estimulo, la nueva fase se observa después de un numero de ciclos
transitorios (ciclos en los cuales ocurre el ajuste del periodo a una fase estable ).
Sin embargo, se puede medir el cambio de fase en el primer dia después de la
aplicacion del pulso, ya que hay ocasiones en las que, la fase es poco estable y es
dificil medir después de varios ciclos (Moore-Ede et.al, 1982a).



Los cambios de fase que puede presentar un ritmo son: retrasos, cuando una
fase determinada ocurre después de lo esperado, o avances cuando el marcador
de fase ocurre antes de lo previsto (Daan y Pittendrigh, 1976). Para considerar un
cambio de fase como tal es necesario que el cambio se mantenga en forma
estable, lo cual sélo ocurre cuando el reloj subyacente al ritmo ajusta su hora
(Gruart et.al, 2002). La magnitud en los cambios de fase depende de la intensidad
y duracion del estimulo, asi como de la plasticidad de “t” (Johnson, 1992).

Caracteristicas de la Curva de Respuesta de Fases

En animales diurnos y noctumnos los pulsos de luz presentados en el dia subjetivo
(fase donde teéricamente debe haber luz) producen cambios de fase pequefios y
los pulsos de luz presentados en la noche subjetiva (fase donde teéricamente
debe haber oscuridad) producen cambios de fase mas grandes (Daan y Aschoff,
2001). Los retrasos de fase ocurren tarde en el dia subjetivo y temprano en la
noche subjetiva, por su parte, los avances de fase ocurren tarde en la noche
subjetiva y temprano en el dia subjetivo, por ultimo, gran parte del dia subjetivo se
caracteriza por una insensibilidad al estimulo (zona muerta) (Daan y Pittendrigh,
1976).

En todas las especies estudiadas hasta el momento se ha confimado que las
caracteristicas de la Curva de Respuesta de Fase (CRF) son similares, esta
preservacion a lo largo de la filogenia sugiere que el origen de los osciladores
circadianos fue un evento temprano en la evolucion, y que estos sistemas
circadianos se han mantenido a pesar de la diversificacion en otros fenémenos
elementales (Aguilar-Roblero, 1993). A pesar de que la forma de la CRF es
parecida en las especies, existen diferencias en la amplitud de los avances y
retrasos; algunas de las caracteristicas que tienen influencia sobre la forma de la
CRF son la intensidad del estimulo, las condiciones anteriores de iluminacion, etc.
(Johnson, 1999).



En ocasiones la Curva de Respuesta de Fase no es simétrica (alguna de las
zonas, de avances o de refrasos, predominan). En un estado de sincronizacion
estable no se requiere que las zonas de avance y retraso sean iguales, mas aun,
una asimetria en las curvas puede permitir una sincronizacién estable; por lo que
estas CRF son interesantes desde la perspectiva ecolégica (Johnson, 1992).

Daan y Pittendrigh (1976) cuantificaron las diferencias entre CRF en términos de
la diferencia del area bajo la curva (A-D) en la zona de retrasos (D) y la zona de
avances(A). La importancia de conocer la relacién entre zonas de avance y retraso
radica en que una combinacion de valores de “t” y CRF asimétricas ocasiona una
sincronizacion estable del reloj circadiano a varios fotoperiodos, lo cual permite a
los organismos mantener una relacion de fase alrededor del afio. Por ejemplo; un
organismo con ‘t’< 24 hrs, en combinacién con una CRF con una zona
predominante de retrasos, permite que el tiempo circadiano' 12 (TC 12) del reloj
coincida con el anochecer, lo cual permite ajustarse a fotoperiodos largos, esta
estrategia es probablemente utilizada por animales nocturnos los cuales necesitan
empezar su actividad al anochecer. Por otra parte animales con “t” > 24hrs y
zonas predominantes de avances en la CRF, permiten que el TC 0 coincida con el
amanecer, estrategia utilizada por organismos diurnos que tienen el inicio de

actividad al amanecer.

Asi el anochecer es mas importante para organismos nocturnos y el amanecer
para organismos diurnos (Johnson, 1999). El hecho de que el amanecer y
anochecer del ciclo subjetivo sean los momentos mas sensibles, es el resultado de
un control endogeno de la fluctuacion en el acoplamiento a la sefial de luz con

base en un sistema oscilante (Bruce, 1960).

' Tiempo circadiano.- Es el periodo de un ciclo ajustado a 24 horas, donde una hora de tiempo
circadiano es igual a t/24.



Curva de Transicion de Fases

La Curva de Transicion de Fase (CTF) se obtiene al graficar la nueva fase (pn)
después del pulso de luz, en funcion de la fase anterior (¢ ) a la que se diera el
pulso; la nueva fase es dada por (pn=¢-A¢), donde, A, es el cambio de fase
(Daan y Aschoff, 2001). Con la Curva de Transicién de Fase se puede clasificar a
sujetos de distintas especies en dos grupos, aquellos en los que la curva presenta
una pendiente cercana a 0 (curva tipo 0) y los que su pendiente es cercana a 1
(curva tipo 1) (Aguilar-Roblero, 1993). Cuando se relaciona la CTF con la Curva de
Respuesta de Fase se observa que animales con curva tipo 0 presentan cambios
de fase grandes (hasta 12 hrs.), y los organismos con curva tipo 1 presentan
cambios de fase pequefios (menores a 8 hrs.). Por otra parte en organismos con
curva tipo 1 hay una transicién continua entre los retrasos y avances, mientras que
en los organismos que presentan curva tipo 0 se observa un punto de inflexion, en
el cual es dificil determinar la direccion del cambio de fase (Johnson, 1992).

e Organizacion del Sistema Circadiano

Existen diversos modelos que explican la organizacion del sistema circadiano:
Puede tratarse de un oscilador maestro (marcapasos) que conduce elementos
pasivos, que son tejidos o subsistemas fisiologicos capaces de presentar un ritmo
autosostenido y pueden ser considerados como tejidos blanco del sistema
circadiano, los cuales controlan la expresion del ritmo. También puede ser un
marcapasos que actia sobre osciladores secundarios (osciladores autosostenidos
que sincronizan por mediadores) imponiéndoles fase y frecuencia. Por ultimo,
puede tratarse de 2 o mas osciladores (marcapasos), los cuales se sincronizan
con diversas sefiales ambientales y la sincronizacion interna depende del
acoplamiento entre los osciladores (Moore-Ede et.al, 1982b).



Multiples Osciladores

Cuando hay dos o mas osciladores cada uno es capaz de generar un ritmo
circadiano autosostenido (Bruce, 1960). Existe evidencia experimental de que el
sistema circadiano se organiza alrededor de muiltiples osciladores. El fenémeno de
particion de actividad (“splitting”) es una evidencia de un sistema circadiano
multioscilatorio, este fenémeno se presenta en diversas especies bajo condiciones
de luz constante, donde se observa una separacion del ritmo de actividad en dos
componentes, los cuales tienen periodos diferentes. Cuando ambos componentes
se hayan en una relacion de antifase 180° pueden estabilizarse y correr
paralelamente por varios dias y después empezar a oscilar de manera separada
nuevamente (Pittendrigh y Daan, 1976c). Por otra parte diversas especies de
organismos expuestos a luz continua brillante, presentan una desorganizacion
progresiva de la ritmicidad, lo que puede conducir a patrones arritmicos de
conducta o bien a la descomposicion de la ritmicidad circadiana en elementos
ultradianos. Estos efectos se han interpretado como el desacoplamiento entre
multiples osciladores (Aguilar-Roblero, 1993).

Modelo de Oscilador de Mafana y Tarde

Pittendrigh y Daan (1976c) propusieron un modelo de organizacién circadiana en
roedores, basados en la observacion del fenomeno reparticion “splitting”, que
asume la existencia de dos osciladores M (mafiana) y T (tarde). Asi, el “splitting”
se presenta cuando el patrén de interaccion entre los osciladores M y T falla;
entonces, M y T se desacoplan y oscilan con periodos diferentes hasta que el
oscilador T vuelve a ejerce una influencia sobre el oscilador M, cambiando su
periodo. Las cuatro suposiciones en las que se basa el modelo son: los periodos
tienen una dependencia diferencial a la intensidad de luz; cuando estan
acoplados, el periodo expresado para ambos es diferente al propio; la influencia
de un componente sobre el otro depende de la diferencia del angulo de fase (yrwm),
y por ultimo, la relacién de fase entre los dos osciladores puede variar.



Muchos animales presentan una actividad crepuscular con una compresion y
descompresion de a (etapa de actividad) con los cambios estacionales; el modelo
de dos osciladores M (mafiana) y T (tarde) nos permite explicar el ajuste a las
demandas ecolégicas de cambios en el fotoperiodo, a través de las distintas
relaciones de fase (ymu) que pueden existir entre estos osciladores, ya que ambos
responden diferencialmente al encendido y apagado de las luces.

En este modelo, la Curva de Respuesta de Fase (CRF) genera un cambio neto del
sistema acoplado de osciladores, el cual depende de la respuesta de cada
oscilador al pulso de luz y de la interaccion mutua entre los osciladores, asi, la
CRF para el oscilador T es diferente a la CRF para el oscilador M. Cuando los
organismos son expuestos a ciclos luz oscuridad 12:12 el estado estable en
sincronizacion depende de la interaccion de los avances y retrasos de T y M.
(Pittendrigh y Daan, 1976c).

o Biologia de la Especie Estudiada

Crustaceos

Son artrépodos, en su mayoria marinos; su caracteristica fundamental es que
tienen el teqgumento muy consistente, debido a que la cubierta de quitina esta
incrustada de sales calcareas y forma una verdadera costra, a lo que deben su
nombre. Su anatomia externa se caracteriza por que su cabeza es de forma
uniforme y esta formada por cinco pares de apéndices: anténulas (o primeras
antenas), antenas (o segundas antenas), las mandibulas que aparecen cubriendo
la boca, son cortas y gruesas con superficies trituradoras y mordedoras, detras de
las mandibulas aparecen dos pares de apéndices alimentarios accesorios:
maxilulas (o primeras maxilas), y el maxilar (o segundas maxilas). Los apéndices
ambulatorios estan tipicamente divididos en dos ramas (Ruppert y Barnes, 1996).



Los crustaceos son uno de los grupos mas grandes sobre la tierra en nimero de
especies e individuos, asi como de los mas diversos en comportamiento, muy bien
adaptados a sus diferentes habitats y altamente especializados (DeCoursey,
1983).

Orden Decapoda

Dentro de la Clase Malacostraca encontramos el orden Decapoda el cual se
distingue porque en los individuos de este orden los tres primeros pares de
apéndices toraxicos se han transformado en maxilipedos (apéndices modificados
al servicio de la alimentacion), los cinco pares restantes son patas, y de ellos viene
el nombre. Su cuerpo esta aplanado dorso-ventraimente, el caparazén cubre las
regiones cefalica y toraxica, formando el cefalotérax el cual se extiende
lateralmente para formar las camaras branquiales, ademas el primer par de patas
esta trasformado en quelipedos (apéndices para la defensa o alimentacion). Los
decapodos son predominantemente marinos (89%), pero han invadido ambientes
dulceacuicolas (10%) y terrestres (1%). Para México se han descrito 133 especies
dulceacuicolas; los adultos en su mayoria son organismos bentonicos que viven
sobre el sustrato, protegidos por rocas y vegetacion.

El orden Decapoda se divide en dos subédrdenes: Dendrobranchiata y
Pleocyemata; en este ultimo se encuentran los camarones estenopobideos,
langostas, acociles y cangrejos anomuros Yy verdaderos. En el suborden
Pleocyemata, las branquias son tricobranquias (series filamentosas sin
subdivisiones) o filobranquias (branquias con ramas aplanadas o laminares en dos
series). Los miembros del infraorden Brachyura o cangrejos verdaderos son los
decapodos con mayor éxito adaptativo. El abdomen esta muy reducido y encaja
justo debajo del cefalotorax; tienen el primer par de pledpodos (apéndice
abdominal) quelados y mas desarrollados que los restantes (Alvarez et.al, 1996).



Los braquiuros de agua dulce del continente americano pertenecen a dos familias:
Pseudothelphusidae y Trichodactylidae. Las dos familias se distinguen por la
forma del caparazon; en los pseudotelfusidos es mas ancho que largo con dientes
antero laterales muy reducidos o ausentes, mientras que en los trichodactilidos el
caparazén es redondeado o hexagonal con espinas antero laterales bien
formadas. (Alvarez y Villalobos, 1997).

Los cangrejos de la familia Pseudothelphusidae se distribuyen en el continente
americano siguiendo un patrén estrictamente neotropical. La distribucion de la
familia comprende desde el norte de Sonora, continuando hacia el sur por la
vertiente del Pacifico hasta el eje neovolcanico, a partir del cual alcanzan la costa
del Golfo de México. El resto del la porcion sur central de México esta ocupada por
estos organismos, con excepcion de la Peninsula de Yucatan. Estos cangrejos se
distribuyen en Centroamérica y el norte de Sudamérica desde las Guayanas hasta
Peru, incluyendo una vasta porcién de la cuenca del Amazonas (Alvarez et.al,
1996).

La familia Pseudothelphusidae generalmente se encuentra debajo de rocas, en las
orillas de los rios y lagos debido a que tienen la capacidad de realizar respiracion
aérea, siempre y cuando exista suficiente humedad en el ambiente. Se ha descrito
la presencia de una membrana epitelial a través de la cual se lleva a cabo el
intercambio de gases llamada “pseudopulmon”. Esta adaptacion no sélo al medio
dulceacuicola si no también al terrestre, ha permitido a estos cangrejos ocupar
tierras himedas a cientos de metros de un cuerpo de agua. En estas especies
existe un desarrollo directo, es decir, no hay etapas larvarias, de los huevecillos
emergen pequefios cangrejos que permanecen en el abdomen de la hembra
durante algun tiempo hasta alcanzar tallas de mas de 1.6mm de ancho de
caparazon. El desarrollo directo, es una respuesta a la necesidad de reducir la
dispersion y permanecer cerca o en el lugar de origen, puesto que mientras mas
se alejen de éste, las posibilidades de encontrar un lugar apropiado para
establecerse disminuyen (Alvarez y Villalobos, 1997).



Los cangrejos de agua dulce son un importante componente del ecosistema ya
que son procesadores eficientes de materia organica, depredadores de pequefios
invertebrados y peces; a su vez, son alimento de una gran variedad de
vertebrados y hospederos intermediarios de parasitos del hombre. No obstante,
sélo existen unos cuantos estudios de su ecologia, en contraste se ha publicado
una vasta literatura acerca de su taxonomia, biogeografia y filogenia (Alvarez y
Villalobos, 1997).

e Ritmos en Crustaceos

La importancia de una estructura temporal ritmica en organismos, desde
unicelulares hasta los multicelulares, ha sido demostrada repetidamente como una
adaptacion a los parametros ciclicos del ambiente. A pesar de la importancia de la
medicion del tiempo en animales, aun no se conocen totalmente sus mecanismos
y su significado ecologico en crustaceos.

Dentro de los invertebrados los crustaceos son un de los grupos mas estudiados,
a pesar de esto, la informacion de los relojes biologicos en este grupo es limitada
debido a factores como; una talla pequefa, habitats relativamente inaccesibles y la
complejidad del ciclo ambiental en los que se desarrollan, lo que resulta en ritmos
biolégicos poco claros, y la fragilidad de muchos crustaceos bajo condiciones de
laboratorio. Sin embargo, existen algunas revisiones que incluyen ciertos aspectos
de la ritmicidad en crustaceos, en donde se ha confirmado la tesis de que los
marcapasos biolégicos operan funciones ritmicas en estos organismos
(DeCoursey, 1983).
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En crustaceos ha sido dificil identificar directamente un reloj aislado (in vitro) sin
embargo, se han realizado estudiados a través de métodos indirectos, utilizando
las salidas ritmicas del sistema para estudiar las propiedades del reloj. Entre los
ciclos biolégicos estudiados destacan: movimientos de pigmentos en los ojos,
actividad locomotora, migracion vertical y movimientos horizontales. En cuanto a
ritmos reproductivos sobresalen cortejo, ovoposicion, eclosion, y metamorfosis
(DeCoursey, 1983). Entre otros ritmos investigados estan los de respuestas
fisiologicas como: las tasas metabodlicas de algunos cangrejos; de aceleracion del
corazén en fase nocturna, del cambio del pH en musculos e higado, de consumo
de Oy, efc., postuldndose con estos estudios la existencia de un ritmo general en
el metabolismo (Brown, 1983).

Para decapodos en particular, los ritmos mas estudiados son los de actividad
locomotora (DeCoursey, 1983). Entre los principales estudios de ritmicidad de la
actividad locomotora en decapodos de agua dulce, destacan los de acociles
(Fanjul-Moles, 1998; Fanjul-Moles et.al, 1998; Miranda-Anaya y Fanjul-Moles,
1997; Fuentes-Pardo et.al, 1996; Viccon-Pale y Fuentes-Pardo, 1994); asi, como
estudios recientes en el cangrejo de rio Pseudothelphusa americana (Miranda-
Anaya et.al, 2003a; 2003b)

Diversos estudios apuntan a que el sistema circadiano en crustaceos es
multioscilatorio (Page, 2001; Arechiga et.al, 1993). Se ha identificado que
elementos diversos cumplen como relojes biolégicos. Los mayores sistemas
postulados como osciladores en crustaceos son: el pedinculo ocular, y el
protocerebro en el ganglio supraesofagico (Page y Larimer, 1975; Fanjul-Moles,
1998; Fuentes-Pardo et.al, 1996).



Existe evidencia indirecta de que el sistema circadiano se organiza alrededor de
multiples osciladores como es el fenémeno de particion “splitting” observado en
roedores (Pittendrigh y Daan, 1976c) y que también se ha observado en
Pseudothelphusa americana (Miranda-Anaya et.al, 2003b). Por otra parte, bajo
condiciones de oscuridad constante algunas especies crepusculares presentan
picos de actividad que oscilan con diferentes periodos, como Uca subcilyndrica
(Thurman y Broghammer, 2001), y Pseudothelphusa americana (Miranda-Anaya
et.al, 2003a).

Otra evidencia indirecta es la variacion en la relacién de fase entre osciladores,
como en Uca subcilyndrica (Thurman, 1998) donde la relacion de fase establecida
bajo fotoperiodo natural depende de la época del afio (longitud del dia), o el caso
de Pseudothelphusa americana, donde en angulo de fase es diferente para los
picos de mafana y tarde, dependiendo de las horas de luz (Miranda-Anaya et.al,
2003b).

Por altimo, se considera que, cuando el ritmo es conducido por dos osciladores, la
Curva de Respuesta de Fase (CRF) para el oscilador de mafiana (M) es diferente
a la CRF para el oscilador de tarde (T) debido a que ambos osciladores presentan
una dependencia diferencial a la luz (Pittendrigh y Daan, 1976c); sin embargo, en
invertebrados hay muy pocos estudios en los que se analiza, si los componentes
del ritmo de actividad locomotora muestran una respuesta diferencial a la luz
(Alpatov et.al, 1999)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia de la sincronizacién radica en que permite al organismo ajustar sus
funciones a los cambios periédicos que ocurren en el ambiente. La Curva de
Respuesta de Fase (CRF) es una herramienta que permite conocer la sensibilidad
del marcapasos circadiano a diferentes estimulos; ademas, ayuda a entender los
mecanismos por los cuales el ritmo se ajusta a las sefiales ambientales periddicas
(Johnson, 1992). A pesar de su importancia, existen pocos estudios de CRF para
actividad locomotora en crustaceos decapodos de agua dulce (Viccon-Pale y
Fuentes-Pardo, 1994), como ya se menciono antes, esto puede deberse a que los
crustaceos suelen presentar ritmos ruidosos, y a que muchos crustaceos en
condiciones de laboratorio resultan ser muy fragiles (DeCoursey, 1983).

El cangrejo de rio Pseudothelphusa americana es una especie crepuscular, que
en condiciones de laboratorio presenta un ritmo circadiano bimodal donde los
picos de actividad se encuentran relacionados con el encendido y el apagado de
las luces (Ramirez-Lomeli, 2002). En esta especie, los componentes de actividad
persisten bajo condiciones de oscuridad constante, y llegan a presentar diferentes
periodos en libre curso (Miranda-Anaya, et.al, 2003a). Por otra parte, en
condiciones de luz constante, el ritmo puede presentar el fenémeno de particion
de actividad (“splitting”) o fusion de los componentes de actividad. Ademas, se
sabe que bajo fotoperiodos cortos y largos los picos de actividad presentan una
relacion de fase diferente con respecto al zeitgeber (Miranda-Anaya et.al, 2003b),
lo que sugiere una regulacion estacional de la estructura del ritmo.

Debido a lo anterior, se puede suponer que la actividad locomotora en esta
especie puede estar conducida por un sistema multioscilatorio, semejante al
modelo de dos osciladores M (mafana) y T (Tarde) propuesto por Pittendrigh y
Daan (1976c) para roedores, en los cuales cada oscilador presentan una
sensibilidad diferencial a la luz.
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HIPOTESIS

Si el ritmo de actividad locomotora en el cangrejo de rio Pseudothelphusa
americana es regulado por osciladores distintos para el pico de actividad de
mafiana y tarde (M y T respectivamente), y estos osciladores presentan diferente
sensibilidad a la luz; entonces, los cambios de fase, en respuesta a pulsos de luz,
seran diferentes para ambos componentes del ritmo circadiano de esta especie.

OBJETIVOS

e Objetivo General:

Describir el efecto de la aplicacion experimental de pulsos de luz sobre la fase de
los picos de mafana (M) y de tarde (T), del ritmo circadiano de actividad
locomotora en el cangrejo de rio Pseudothelphusa americana.

¢ Objetivos Particulares:

1. Construir la Curva de Respuesta de Fase a pulsos de luz aplicados para el
ritmo circadiano de actividad locomotora en Pseudothelphusa americana.

2. Determinar si existe una sensibilidad diferencial a la luz, entre los picos de
maniana y tarde en el ritmo de actividad locomotora de esta especie.

3. Reconocer las horas circadianas de mayor y menor sensibilidad a los
pulsos de luz, del ritmo circadiano de actividad locomotora de Pseudothelphusa

americana.

4. Analizar los resultados obtenidos mediante la Curva de Transicion de Fase

correspondiente al pico de mafiana y tarde.
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MATERIAL Y METODO

¢ Obtencion y Mantenimiento de Animales

Los ejemplares fueron obtenidos del laboratorio de investigacién del Dr. Baltazar
Barrera Mera; los cuales fueron colectados en Mixquiahuala, Hidalgo; y
transportados al acuario de la Facultad de Ciencias en la UNAM, para ser
aclimatados durante dos semanas a un fotoperiodo natural luz-oscuridad (12:12) y
alimentados con carne cocida y verduras ad libitum. Durante el proceso de
aclimatacion los cangrejos fueron mantenidos en un acuario de vidrio
60x30x45cm, con agua de la llave, la cual era tratada por un filtro bacteriolégico y
cambiada parcialmente (80%) una vez a la semana.

e Disefio Experimental

El registro de actividad locomotora se llevé a cabo en las camaras de ambiente
controlado de la Facultad de Ciencias, UNAM; a una temperatura de 23 + 2°C. En
total se utilizaron 48 cangrejos adultos, sin distincion de sexo. Durante el registro
de actividad los organismos fueron colocados en acuarios individuales de
30x10x11cm, con agua de la llave, la cual era cambiada totalmente 3 veces por
semana; el alimento fue provisto 3 veces a la semana en horarios aleatorios con el

fin de no generar sincronizacion por esta actividad.

Un total de cuatro acuarios fueron colocados en un gabinete de madera con
divisiones para contener un acuario cada uno; los gabinetes estaban
acondicionados con lamparas (Phillips 150 lux), las cuales suministraron las

condiciones luz por interruptores programables.
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Los acuarios estaban equipados con fotosensores infrarrojos (NAFRI) que
registraban el movimiento cada vez que el haz de luz era interrumpido; esta
informacién se mandaba a una computadora que capturaba los datos (Fig.1). Los
datos obtenidos fueron acumulados y guardados en bloques de 10 minutos a lo
largo del periodo experimental, para su analisis posterior.

® ( ) ¢

Figura 1. Dispositivo individual para el registro de actividad locomotora (RALM) A.- Acuano, B.- Sensores
Infrarrojos, C.- lluminacion, D.- Reloj, E.- Computadora, F.-Ventilador, G.- Nivel de Agua.

Para construir la curva de respuesta de fase (CRF) en este experimento se utilizé
la estrategia 2, propuesta por Aschoff (1965). Se colocé a los organismos bajo un
fotoperiodo completo luz-oscuridad (12:12) durante 5 dias o mas con el fin de
lograr la sincronizacion del ritmo y establecer relaciones de fase fijas, con lo cual
se facilita la determinacion de los picos de actividad de mafana y tarde.

Posterior a la sincronizacion se colocé a los organismos en condiciones de
oscuridad constante (OO) y a distintas horas del primer dia en esta condicién (OO)
se aplicé un pulso de luz de 2hrs (150 lux) en una hora determinada del ciclo. Los
pulsos de luz se dieron en 12 puntos de tiempo circadiano (1, 3, 5, 7, 9, 10, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23) cubriendo asi el dia y la noche subjetiva, para cada punto de

tiempo circadiano se ocuparon de 3-4 organismos.
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En este caso el tiempo circadiano en el que se aplica el pulso de luz, es una
proyeccion de la hora en luz-oscuridad debido a que el ritmo se encontraba
previamente sincronizado a un periodo de 24 hrs, por lo que una hora de tiempo
circadiano es igual a una hora sideral. En un estado de sincronizacién para ciclos
LO 12:12, TC 0=7:00 hrs, es arbitrariamente designado como la hora de inicio de
la luz, la parte del fotoperiodo en la cual hay luz es designada como el “dia
subjetivo” (7:00-19:00), y la parte del fotoperiodo en la cual hay oscuridad es
designada “noche subjetiva” (19:00-07:00) (Pittendrigh y Daan, 1976a).

Por ultimo, se dejo correr el ritmo en oscuridad constante por un periodo de 4-5
dias para observar el cambio de fase de los componentes de actividad My T para
el ritmo de actividad locomotora en Pseudothelphusa americana.

e Andlisis de Datos

Los datos obtenidos para cada registro son series de tiempo, y se analizaron con
el programa Dispac (Vega, 1994) con el cual se obtuvieron actogramas de doble
grafica (Fig.2) que muestran de manera grafica el ritmo manifiesto.

Horas del Dia

24 24 24
e e

il
il |J.|| gin.l ll.l
[l R

e i madedh A

Dias

Figura 2.- Actograma de doble grafica, el eje vertical representa los dias, el horizontal las horas, y las barras
negras indican la actividad locomotora. En el lado izquierdo se grafica la actividad del dia anterior, lo cual nos
permite observar el ritmo de una manera consecutiva.
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Se obtuvieron periodogramas de X (Fig.3) en intervalos de 0 a 30 horas para las
condiciones de luz oscuridad (LO) y oscuridad constante (OO), en ellos se
muestra el periodo del ritmo; se consideré como significativo el pico resultante que
presentaba valores de varianza de cada uno de los componentes del periodo (Qp)
por encima del nivel del significancia (P<0.05).

(Qp)

Amplitud

0.8 8.2 155 228  30.2
Hrs.
Periodo

Figura. 3.- Periodograma. En el eje horizontal se grafican horas del periodo, en el vertical los componentes del
periodo (Qp). La linea diagonal representa el nivel de significancia (P<0.05). La flecha sefiala el pico que es
considerado como el valor del periodo del ritmo.

Con el periodo resultante para cada condicién experimental (LO y OO), se hizo
una grafica de la curva promedio de actividad ajustada a su periodo y se obtuvo la
fase () de maxima actividad, para los picos de mafana (M) y de tarde (T); la fase
de ambos picos fue representada en horas siderales (Fig. 4).

DM
102 1 ﬂ T
B 67.71 Uv
o
§ 33.3 1 NJL\,
-1 1 : T
0 8 16 24
Hrs.

Figura. 4.- Curva de Actividad. El eje horizontal representa las horas, el vertical la actividad (eventos cada 10
min), las flechas sefialan las fases de méaxima actividad.
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Ademas se obtuvo la distancia en horas entre el pico de mafiana y tarde (ywmr), al
restar la fase del pico de maiiana (®y) a la fase del pico de tarde (®1); para las
condiciones de luz-oscuridad (LO) y oscuridad constante (00).

Wmr= Pr. Oy,

Una vez obtenidas las fases de actividad para ambos componentes de actividad,
en las condiciones de luz oscuridad (LO) y oscuridad constante (OO), se
determiné el cambio de fase para cada pico (Fig. 5), de acuerdo a lo propuesto por

Aschoff (1965)
| %
i %i) e

Figura 5.- Diagrama de un cambio de fase hipotético. A) ritmo esta sincronizado en ciclos luz-oscuridad
(12:12) y se observan las fase. B) muestra el ritmo en oscuridad constante después de recibir un pulso de luz
(barra gris), y la nueva fase. El cambio de fase, es la distancia entre la fase anterior al pulso de luz y la fase
después del pulso de luz (AD).

El cambio de fase para el pico de mafiana (A®y) se obtuvo restando la fase del
pico mafana en oscuridad constante (Puoo) a la fase del pico de mafiana en luz
oscuridad (P mLo), lo cual es representado por la ecuacion:

ADy = @ mo — Pumoo

Por su parte, el cambio de fase para el pico de tarde (A®t) se obtuvo restando la
fase del pico tarde en oscuridad constante (®y oo) a la fase del pico de tarde en
luz oscuridad (®r10), lo cual es representado por la ecuacion:

A®r= @y 0~ Proo.
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Con los cambios de fase se construy6 la Curva de Respuesta de Fase (CRF) para
cada pico de actividad. La CRF se obtiene al colocar en el eje horizontal la hora
en la cual se aplico el pulso de luz, como horas de tiempo circadiano TC0 a TC 24
(TC 0 =7:00 hrs.); y en el eje vertical la magnitud del cambio de fase obtenido para
cada tiempo circadiano, los cambios de fase son presentados en horas. Los
retrasos de fase son registrados como valores negativos y los avances de fase
como valores positivos (Moore-Ede et.al, 1982a). Los puntos con diferencias
significativas fueron obtenidos con la prueba estadistica de t-student para
muestras independientes (Infante-Gil y Zarate de Lara, 1984), mediante el
programa “statistica” con diferencias significativas de P<0.05.

Para determinar si existe una respuesta diferencial a la luz en ambos picos de
actividad, se determino el area bajo la curva (D-A), donde D es el area bajo la
zona de retrasos y A, el area bajo la zona de avances. Las especies con zonas de
retraso grandes presentan una diferencia positiva, lo contrario ocurre en
organismos con zonas de adelanto amplias (Daan y Pittendrigh, 1976). Las areas
bajo la curva se obtuvieron por la regla trapezoidal (Haaser et.al, 1976).

Asimismo se hizo una grafica con la diferencia entre los cambios de fase para
ambos comonentes; en el eje horizontal se grafico el tiempo circadiano y en el eje
vertical la diferencia absoluta en horas. Con el fin de analizar la magnitud en los
cambios de fase se obtuvieron las Curvas de Transicion de Fase (CTF) (Daan y
Aschoff; 2001) para cada pico; graficando en eje horizontal la fase anterior al
pulso (®) y en el eje vertical la nueva fase alcanzada (®,), que se define como:

O =0-AD

Todas las diferencias significativas se obtuvieron mediante t-student para
muestras independientes y los promedios son mostrados con desviacion estandar.
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RESULTADOS

e Organismos en Fotoperiodos Completos

De los 48 organismos analizados en ciclos de luz-oscuridad (12:12), se observo
que en el 83.33% (n = 40) el ritmo de actividad Iocorndtora se sincronizé, con un
periodo promedio de T=23.9410.22 hrs. (Fig. 6A y B). El 16.67% restante de los
organismo no pudo ser sincronizado, por lo que no fueron considerados en el
estudio. EI numero de ciclos transitorios para alcanzar la sincronizacion fue de 1 a
2.

Bajo fotoperiodos completos (LO 12:12), el ritmo de actividad locomotora es
bimodal, presentando un componente de actividad alrededor del encendido de la
luz (pico de mafiana) ®y=7.93+1.12 hrs; y un segundo componente que anticipa
el apagado de la luz (pico de tarde) ®+=18.4311.67 hrs. (Fig. 6C). El 30% (n = 12)
de los organismos presenta un tercer pico de actividad alrededor de la
medianoche ®=0.931+2.4 hrs. La relacion de fase entre los picos de mafana y
tarde es yr=10.5+1.59 hrs.
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A) Actogramas:
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Figura 6. Ritmo de actividad locomotora en ciclos LO (12:12) para dos organismos. A) Actogramas que
muestran un ritmo sincronizado, las barras oscuras indican la fase de oscuridad (19:00 a 07:00 hrs.). B)
Periodogramas que denotan que el ritmo esta sincronizado. C) Curvas de actividad sefialan un componente
de actividad asociado al encendido de las luces y el segundo componente al apagado de la luz, la barra
oscura representa la zona de oscuridad.
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Los resultados obtenidos demuestran que Pseudothelphusa americana es una
especie de habitos crepusculares (actividad en el amanecer y en el ocaso). Sin
embargo esta especie puede presentar mayor actividad a lo largo del dia o la
noche. Asli, el 72.5% de los organismos presentaron mayor actividad durante el
dia (habitos diumos) y s6lo el 27.5% presenté mayor actividad durante la noche
(habitos nocturnos) (Fig. 7).

Habitos de Organismos

Figura 7. Porcentaje de organismos con habitos diumos y noctumos de la especie Pseudopthelphusa
americana.

Al analizar las fases de mafiana y tarde de manera separada para organismos
diurnos y nocturnos, encontramos que la fase del pico de mafiana no presenta
diferencias significativas, en organismos diurnos ®4=8.2+1.56 hrs y nocturnos
®y=7.840.62 hrs; sin embargo la fase del pico de tarde presenta diferencias
significativas (p<0.05) para organismos diurnos ®1=17.97+1.4 hrs y nocturnos
®1=19.65+1.7 hrs. (Fig.8). La distancia entre el pico de manana y tarde (ytm)
también presenta diferencias significativas (p<0.05) en organismos diurnos
wrm=10.14+1.45 hrs, y para organismos nocturnos yr»=11.45+1.6 hrs.
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En la figura 8 se representan los actogramas para un organismo con mayor
actividad durante el dia (diurno) (Fig. 8A) y uno con mayor actividad durante la
noche (nocturno) (Fig. 8B), los cuales estan sincronizados con ciclos luz-oscuridad

12:12. En las curvas de actividad se observa que aunque el pico de mafana se
presenta en una hora semejante @y =7.58 hrs para el diumo y ®y=7.26 hrs para

el nocturno; el pico de tarde ocurre mas temprano ®1=17.48 hrs para el organismo

diumo que para el nocturno ®r=18.59 hrs.

A)Organismo Diurno
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Figura 8. Muestra las diferencias en las fases de actividad para organismos diumnos (A) y noctumos (B). Las
Curvas de actividad muestran como los picos de actividad se asocian al encendido y apagado de las luces.
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e Cambios de Fase

Los cambios de fase ocasionados por pulsos de luz estan representados en las
Curvas de Respuestas de Fase (CRF).

La CRF para el componente de actividad de mafana es unimodal (Fig.9) y
presenta una zona de avances en TC 03 con un avance promedio de 2.48+1.88
hrs, la zona de retrasos va de TC 21-01 con retrasos promedio de -1.65+2.68
hrs; los mayores retrasos los encontramos en TC 01 con un retraso promedio de
-3.4210.12 hrs. Tanto el final del dia subjetivo y el inicio de la noche subjetiva (TC
05-19) se caracterizan por una baja respuesta al estimulo (zona muerta) con
cambios de fase promedios de 0.58+2.4 hrs.

Pico de Maihana

.
I ol ;

74 . -
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Retrasos & Avances

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23

Figura 9.- Curva de Respuesta de Fase para el Pico de Mafiana del ritmo de actividad locomotora en
Pseudothelphusa americana. Abajo se muestra CRF promedio con su desviacion estandar, la flecha indica el
punto que presentd diferencias significativas (P<0.05). Todos los puntos obtenidos para la CRF se observan
en el recuadro de la parte superior derecha.
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Por lo que respecta a la Curva de Respuesta de Fase para el componente de
actividad de tarde (Fig. 10), se observa una curva bimodal; con zonas de avance
promedio en TC 03 de 1.7£1.53 hrs y TC 11 de 2.09 1£0.81 hrs.

Las zonas de retrasos van de TC 05-09 con un retraso promedio de -3.6714.24
hrs; y Ia noche subjetiva que se caracteriza por presentar una zona de retraso
promedio de -2.17+2.02 hrs. Lo puntos con mayores retrasos los encontramos en
TC 01 con un retraso promedio de 5.65+3.52 hrs y TC 07 con un retraso promedio
de -614.3 hrs.

hen Pico de Tarde

!
l -

Retrasos & Avances

1 3 5 7 9 1" 13 15 17 19 21 23
TC

Figura 10.- Curva de Respuesta de Fase para el Pico de Tarde del ritmo de actividad locomotora en
Pseudothelphusa americana. Abajo se muestra CRF promedio con su desviacion estandar. Las flechas indica
los puntos que presentaron diferencias significativas (P<0.05). Todos los puntos obtenidos para la CRF se
observan en el recuadro de la parte superior derecha.
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Las Curvas de Respuesta de Fase para el pico de mafana y tarde (Fig. 9 y 10)
comparten el punto de inflexion en TC 01- 03. Esta similitud en el primer punto de
inflexion puede observarse en los actogramas de la figura 11y 12.

Asi, en TC 01 hay una zona de retraso para ambos componentes de actividad
(Fig.11). El actograma muestra un ritmo que se sincroniza a ciclos luz-oscuridad
(LO) 12:12, lo cual es confirnado por el periodograma en LO T=23.95 hrs, en
estas condiciones los picos de actividad presentan una fase estable. Después de
dar el pulso de luz el ritmo en libre curso (OO) es “t"=23.55hrs y se presentan
cambios de fase para ambos picos. Asi, el pico de mafiana presenta un retraso de
-3.33 hrs, y el pico de tarde un retraso de -3.16 hrs; esto es confirmado al
comparar las curvas de actividad en LO y OO donde se observa el cambio en las
fases de los picos de mafiana y tarde (Fig.11).

En TC 03 encontramos una zona de avances (Fig. 12) El actograma muestra un
ritmo que se sincroniza en LO con un periodo T=23.78 hrs, después de dar el
pulso de luz el ritmo presenta un periodo en OO de ‘t"=23.78hrs; y se observa el
cambio de fase para ambos componentes; el pico de mafana presenta un avance
de 3.28 hrs, y el de tarde un avance de 2.17 hrs; lo cual se confirma al comparar
las curvas de actividad en ambas condiciones.
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Figura 11.- A) Actograma que muestra el cambic de fase del ritmo de actividad iocomotora cuando el pulso de
luz se aplica en TC 01. El cuadro amarille indica la zona en la que 8! organismo recibe luz, el cuadro rojo el
pulso de fuz, las lineas rojas corresponden al pico de mafiana y las azules al de atardecer. B) Periodagramas
para ambas condiciones LO y Q0. C) Las Curvas de Actividad promedio muestran los picos de actividad sn
horas para ambas condiciongs, las barras negras indican las zonas de oscuridad
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Por su parte, el pico de tarde presenta un segundo punto de inflexion en TC 07-11
(Fig.10), zona que para el pico de mafiana presenta una sensibilidad menor
(Fig.9). En la figura 13 observamos un ritmo que se sincroniza con un periodo de
T=23.89 hrs y cuando el pulso de luz se aplica en TC 07, el pico de mafiana
presenta una respuesta nula al estimulo con un avance de 0.27 hrs, mientras que
el pico de tarde presenta un retraso de fase de -1.48 hrs. El periodo en OO es “t=
23.89 hrs; en este caso al observar las curvas promedios encontramos que la fase
del pico de mafiana no presenta grandes cambios, mientras que Ia fase del pico
de tarde presenta un cambio mayor.

En la figura 14 se observa que cuando el pulso de luz es aplicado en TC 11 el pico
de mafiana presenta insensibilidad ante el estimulo con un retraso de 0.02 hrs, y el
pico de tarde por el contrario presenta un avance de 1.99 hrs. El actograma
muestra un ritmo sincronizado en LO con un periodo T=24.4 hrs, después del
pulso de luz el ritmo en libre curso (O0) es “t"=24.06hrs; En este caso el pico de
mafana pemanece sin cambios y el pico de tarde presenta un avance de fase, lo
cual se confirma al comparar las fases para ambos componentes en las curvas de
actividad.
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Figura 13. A) Actograma que muestra el cambio de fase del ritmo de actividad locomotora cuando @l pulso de
iuz es aplicado en TC 07. B) Pericdogramas para ambas condiciongs LO y Q0. C) Las Curvas de Actividad
promedio muestran los picos de actividad, en horas, para ambas condiciongs
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Figura 14.- A) Actograma que muestra el cambio de fase del ritmo de actividad locomotora cuando el pulso de
luz se aplico en TC 11. B) Periodogramas para ambas condiciones LO y OO. C) Las Curvas de Actividad
promedio muestran los picos de actividad, en horas, para ambas condiciones
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¢ Respuesta Diferencial a Pulsos de Luz

Las Curvas de Respuesta de Fase para los componentes de actividad de mafana
y tarde del ritmo de actividad locomotora en Pseudothelphusa americana son
diferentes (Fig. 8 y 9), asi, mientras la CRF del pico de mafiana es unimodal; la
correspondiente al pico de tarde es bimodal. Por otra parte existen diferencias al
obtener el drea bajo la curva de los retrasos y avances (D-A), en el caso del pico
de mafiana el area bajo la curva es 11.74 y para el pico de tarde 42.35; es decir,
ambas curvas presentan una zona predominante de retrasos, sin embargo, el
area de retrasos es aproximadamente 3 veces mayor para el pico de tarde.

Podemos decir que salvo TC 23-03, en el resto del ciclo circadiano se presenta
una respuesta diferencial a la luz (Fig. 15)

Diferencia entre los Cambios de Fase del Pico de
Mainana y Tarde

Diferencia |A®|
S ®

Figura 15.- Grafica que muestra la diferencia absoluta promedio con desviacion estandar, entre los cambios
de fase para el pico de mafiana y tarde. El eje horizontal se presentan los valores del tiempo circadiano en el
que se aplica el pulso de luz y la diferencia es presentada en el eje vertical.
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Al comparar las CRF (Fig. 9 y 10) notamos que un area en donde la respuesta al
pulso de luz es diferente es TC 07-11, area que corresponde al segundo punto de
inflexion en el pico de tarde. En la region de TC 05-09 los retrasos son de
-1.7843.07 hrs para el pico de mafiana y de -3.67+4.2 hrs para el pico de tarde
(Fig. 13), por otra parte, en TC 11 el pico de mafana presenta respuesta nula a la
luz con un cambio de fase promedio de -0.39+0.82 hrs, mientras que el pico de
tarde presenta un avance de 2.09+0.81 hrs (Fig. 14).

Por dltimo, la noche subjetiva TC 13-21 se caracteriza por presentar poca
sensibilidad a la luz para el pico de mafiana con un cambio de fase promedio de
-0.261+2.32 hrs, mientras que el pico de apagado presenta una amplia zona de
retrasos con un promedio de -2.17+2.02 hrs.

Cuando el pulso de luz se aplica en TC 13 el pico de mafana presenta un
retraso de -1.5 hrs y el pico de tarde un retraso de -2.31 hrs (Fig.16). El actograma
muestra un ritmo sincronizado en LO con un periodo T=23.89 hrs, después del
pulso de luz el ritmo en libre curso (OO) es “t"=27.06 hrs. En este caso el pico de
mafana presenta un cambio de fase menor respecto al pico de tarde, lo cual se
confirma al comparar las fases para ambos componentes en las curvas de
actividad.

En la figura 17, el actograma muestra un ritmo sincronizado en LO con un periodo
T=23.89 hrs, después de aplicar un pulso de luz en TC 21, el ritmo en libre curso
(O0) es “t"=24.68hrs. En este caso el pico de mafiana no presenta un cambio de
fase -0.29 hrs, como se observa al comparar las curvas de actividad, mientras que

el pico de tarde presenta un retraso de fase de -1.51 hrs.
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Figura 16.- A) Actograma que muestra el cambio de fase del ritmo de actividad locomotora cuando el pulso de
luz se aplica en TC 13. B) Periodogramas para ambas condiciones LO y OO. C) Las Curvas de Actividad
promedio muestran los picos de actividad, en horas, para ambas condiciones
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Al hacer la gréfica de las Curvas de Transicién de Fase (CTF) se observa que en
la CTF para el pico de mafiana la pendiente es 0.96 y para la CTF del pico de
tarde la pendientes es 0.80, es decir, ambas curvas son tipo 1 (Fig. 18).
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Figura 18.- Curvas de Transicién de Fase (CTF) para pulsos de luz en el ritmo de actividad locomotora. A la
derecha CTF para el pico de tarde. A la izquierda CTF para el pico de mafiana. Las lineas negras indican la
isolinea y las lineas punteadas la tendencia de los datos.

En la CTF para el pico de mafana, la mayor parte del ciclo circadiano presenta
cambios de fase pequefios, esto por la poca dispersion con respecto a la isolinea,
y la zona de mayores cambios se da de TC 19-05. Por lo que respecta a la CTF
para el pico de tarde, presenta cambios de fase mayores.
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« Organismos en Oscuridad Constante

El periodo en oscuridad constante fue de 24.98+1.73 hrs y se observa una
tendencia a cambiar dependiendo de la hora en la cual se aplica el pulso de luz
(Fig. 19), donde los periodos menores o cercanos a 24 horas los encontramos en
los organismos que recibieron pulsos de luz en el dia subjetivo “t” 24.62+1.52 hrs,
mientras que los periodos largos “t” 25.27+1.80 hrs, se presentaron al aplicar
pulsos de luz en la noche subjetiva. Sin embargo, estas diferencias no son
estadisticamente significativas al aplicar t-student.
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Figura 19. Gréafica que muestra la variacion promedio del periodo en oscuridad constante dependiendo de la
hora de tiempo circadiano en la cual se aplica el pulso de luz.

La distancia entre los picos de mafiana (M) y tarde (T) fue de wur 1240.52 hrs.
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DISCUSION

Uno de los ciclos ambientales mas importantes a los cuales se sincronizan los
ritmos circadianos es el ciclo de luz-oscuridad (Daan y Aschoff, 2001). El cangrejo
de rio Pseudothelphusa americana presenta un ritmo circadiano bimodal de

actividad locomotora en oscuridad constante (Ramirez-Lomeli, 2002). Asi, bajo
ciclos de luz-oscuridad (12:12) el 83.33% de los organismos se sincronizé con un
periodo promedio de T=23.9410.22 hrs. En estas condiciones, uno de los
componentes de actividad se encuentra alrededor del encendido de la luz (Pico de
Mafana) ®y -7.9311.12 hrs y el segundo componente anticipa el apagado de la
luz (Pico de Tarde) ®1=18.4311.67 hrs, lo que confirma las observaciones hechas
por Miranda-Anaya et.al (2003a) y Ramirez-Lomeli (2002).

Un porcentaje relativamente alto de organismos (16.67%) no se sincronizé. En
estos casos no se encontré un patron definido en la actividad locomotora, por lo
que es probable que estos individuos presentaran un patrén arritmico desde el
periodo de aclimatacion y esta condicién pudo perdurar durante la etapa en ciclos
de luz-oscuridad (LO).

Pseudothelphusa americana ha sido caracterizada como una especie crepuscular
(actividad en el amanecer y en el ocaso), cuyo comportamiento bajo fotoperiodos
completos (12:12) se asemeja a lo observado para el cangrejo intermareal Uca
subcilyndrica, el cual presenta un ritmo de actividad locomotora circadiano bimodal
con los picos de actividad asociados al encendido y apagado de las luces
(Thurman y Broghammer, 2001), lo anterior sugiere que en cangrejos
semiterrestres la organizacion del sistema circadiano podria ser semejante.
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A pesar de que Pseudothelphusa americana es una especie crepuscular, se
observé que el 72.5% de los organismos puede presentar actividad durante el dia
(habitos diumos) y el 27.5% presentan actividad durante la noche (habitos
nocturnos). Este comportamiento también se ha observado en Uca subcilyndrica
(Thurman, 1998) en donde los habitos diumos se observan en los meses de
inviemo (dias cortos) y los habitos nocturnos se presentan en los meses de
verano (dias largos), sugiriendo que la nocturnalidad o diurnalidad de los
individuos esta en funcién de los dias largos y cortos.

Pseudothelphusa americana podria presentar un comportamiento parecido en la
naturaleza al presentado por Uca subcilyndrica, por desgracia no existen
observaciones de este tipo para Pseudothelphusa americana realizadas en el
campo. En este trabajo los experimentos se realizaron durante los meses de mayo
a noviembre; los habitos diurnos fueron encontrados principaimente entre los

mese de julio a agosto y los habitos nocturnos se presentaron solo durante los
meses de mayo a julio, lo que nos indica una posible regulacion estacional en los
habitos de esta especie, sin embargo, es necesario realizar estudios de
sincronizacion a ciclos luz-oscuridad en diferentes épocas del afio para corroborar
esta hipétesis.

Por lo que respecta a los componentes de actividad, encontramos que la fase del
pico de mafana es la misma para organismos con habitos diurnos y nocturnos,
por su parte el pico de tarde presenta una relacion de fase diferente en ambas
conductas, en organismos diurnos es de ®=17.97+1.4 hrs y en nocturnos
®y=19.65+1.7 hrs, es decir, el pico de tarde retrasa su fase en organismos

nocturnos.
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Esto indica que probablemente es el pico de tarde el que cambia su fase para
ajustarse a los dias largos y cortos, lo que es apoyado por los resultados que
Miranda-Anaya etal (2003b) encontraron al someter a Pseudothelphusa
americana a fotoperiodos largos y cortos, donde la fase para el pico de mafiana es
semejante en las diferentes condiciones de luz-oscuridad (12:12, 16:8, 8:16),
mientras que el pico de tarde presenta cambios en la fase, retrasandose en
fotoperiodos largos (16:8).

Pittendrigh y Daan (1976c) propusieron un modelo para el sistema circadiano el
cual consta de dos osciladores, un oscilador de mafiana (M) el cual corresponde al
pico de encendido y un oscilador de tarde (T) correspondiente al pico de Tarde. En
la actualidad el modelo de dos osciladores M y T parece confirmarse en roedores
(Daan, et.al, 2001; Jagota, et.al, 2000) y se ha propuesto que el sistema
circadiano de insectos como: Trigonoscelis gigas (Rietveld et.al; 1999); el cangrejo
Uca subcilyndrica (Thurman, 1998) y el cangrejo de rio Pseudothelphusa
americana (Ramirez-Lomeli, 2002), pueden presentar una organizacion circadiana
de este tipo.

En invertebrados como el coledptero Trigonoscelis gigas, se ha observado que los
picos de actividad de manana (M) y tarde (T) pueden presentar relaciones de fase
diferentes con el zeitgeber (Rietveld et.al, 1999) lo cual se ha propuesto como
evidencia de un sistema multioscilatorio; el hecho de que en Pseudothelphusa
americana los componentes de actividad M y T también establezcan relaciones de
fase diferentes con el zeitgeber sugiere un sistema multioscilatorio como el
propuesto por Pittendrigh y Daan (1976c¢) .
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La importancia de este modelo radica en que muchos animales presentan una
actividad crepuscular con una compresion y descompresion de a (actividad) con
los cambios estacionales; y este modelo permite explicar el ajuste a las demandas
ecolégicas por cambios en el fotoperiodo, a través de las distintas relaciones de
fase que pueden existir entre estos osciladores, ya que ambos osciladores
responden diferencialmente al encendido y apagado de las luces (Pittendrigh y
Daan, 1976¢), lo que confiere al organismo la capacidad para medir la longitud del
dia a lo largo del afio y ajustar su actividad a las diferentes estaciones del afio.

Por ofra parte, este modelo propone que los osciladores presentan diferente
sensibilidad a la luz, por lo que la Curva de Respuesta de Fase (CRF) para el
oscilador T es diferente a la CRF para el oscilador M (Pittendrigh y Daan, 1976c).
En este trabajo se encuentra que las CRF a pulsos de luz obtenidas para el pico
de mafiana (M) y tarde (T) del ritmo de actividad locomotora en Pseudothelphusa
americana, son diferentes en forma y amplitud, es decir, M y T presentan una
respuesta diferencial a la luz. Asi, mientras la CRF para el pico de mafiana es
unimodal con un punto de inflexién en TC 01-03, la del pico de tarde es bimodal
con puntos de inflexion en TC 01-03 y TC 07-11.

La forma inusual de la Curva de Respuesta de Fase para el pico de tarde en el
ritmo de actividad locomotora de Pseudothelphusa americana, recuerda la curva
bimodal para el ritmo circamareal de actividad locomotora en el crustaceo
Excirolana (Enright, 1976). La naturaleza de la regulacion ritmica en cangrejos ha
sido discutida en el contexto de la presencia de actividad circamareal y circadiana,
debido a que algunos cangrejos expuestos a mareas despliegan ambos tipos de
ritmos (Naylor 1997), sin embargo, se ha dado otra interpretacion que sugiere la
presencia de ritmo circalunares. Estudios en cangrejos marinos demuestran que
los ritmos circamareales en libre curso exhiben al menos dos intervalos de
actividad con periodos diferentes, indicando que la actividad en estas especies
puede estar controlada por mas de dos osciladores con periodos circalunares
débilmente acoplados entre si (Palmer 2000).
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Sin embargo, Excirolana es un organismo con un ritmo circamareal, mientras que
Pheseudothelphusa americana presenta un ritmo circadiano que en libre curso no
presenta componentes con un periodo cricamareal (t=12.4hrs) ademas de los
circadianos, los cuales pudieran explicar la bimodalidad de la CRF para el pico de
tarde (T). Ademas, Pheseudothelphusa americana al ser un cangrejo de rio no
esta expuesto a mareas, por lo que la presencia de ciclos circamareales o
circalunares resulta poco probable.

Por otra parte, el comportamiento de actividad locomotora de Pheseudothelphusa
americana recuerda el de la especie Uca subcylindrica, la cual presenta un ritmo
circadiano de actividad locomotora bimodal, donde los picos de actividad estan
asociados al encendido y apagado de las luces (Thurman, 1998); esto, aunado al
hecho de que_Pheseudothelphusa americana se sincroniza a ciclos de luz-
oscuridad de 24 hrs, descarta la posibilidad de que el ritmo observado sea en
realidad un ritmo circamareal (Thurman y Broghammer; 2001)

La estructura bimodal de la Curva de Respuesta de Fase para el pico de tarde en
Phesudothelphusa americana puede permitir cambiar los patrones de actividad de
diuno a nocturno dependiendo de la longitud del dia como lo ha propuesto
Thurman (1998) para Uca subcilyndrica, esto es apoyado también por el hecho de
que, en condiciones de luz-oscuridad, los organismos pueden presentar ambos
patrones de actividad. Por otra parte, la sensibilidad durante la noche subjetiva
para el pico de la tarde puede estar relacionada con la variabilidad de la relacion

de fase entre el pico de actividad y la longitud del dia.

Al observar las CRF en Phesudothelphusa americana, encontramos que durante
la primera parte del dia subjetivo TC 01-03, la CRF para el pico de mafnana (M) y
las CRF para el pico de tarde (T) presenten un punto de inflexion similar, lo cual
puede sugerir que ambos picos son conducidos por el mismo oscilador. Sin
embargo, el resto de la curva muestra una respuesta diferencial a la luz, lo cual

sugiere la presencia de un sistema multioscilatorio.
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Asi al comparar las CRF, encontramos que el resto de dia subjetivo TC 05-09
presenta retrasos, los cuales son menores para el pico de mafana -1.78+3.07
hrs. y mayores para el pico de tarde-3.67+4.2 hrs. Con respecto a la noche
subjetiva encontramos que durante la primera parte (TC 11-19) el pico de mafiana
presenta una zona muerta en la cual la respuesta al estimulo es muy baja, y una
zona de retrasos pequefios que va de TC 21-01 -1.65+2.68. Por su parte, el pico
de tarde presenta un avance de 2.09+0.81 hrs. en TC 11 y una zona amplia de
retrasos durante el resto de la noche subjetiva -2.17+2.02 hrs.

Todo lo anterior nos indica una respuesta diferencial ante la luz de los picos de
mafiana (M) y de tarde (T), lo cual es corroborado al obtener el area bajo la curva,
la cual es tres veces mayor para el pico de tarde, sugiriendo, que aunque ambos
picos presentan zona predominante de retrasos, la amplitud de las cambios es
mayor para el pico T, es decir, el pico T presenta mayor sensibilidad a la luz. Por
otra parte, las Curvas de Transicién de Fase (CTF) son tipo 1 para ambos picos, lo
que habla de una sensibilidad a la luz que provoca cambios de fase menores de 8
hrs. (Johnson, 1999); sin embargo, la mayor dispersién de los datos, en la CRF
para el pico de tarde, con respecto a la isolinea de cambio de fase, confirma que
el pico de tarde es mas sensible a la luz.

Por ultimo, al observar el periodo en oscuridad constante después del puiso de luz
encontramos una tendencia del periodo a cambiar dependiendo de la hora en la
cual se aplica el pulso de luz, donde los periodos menores o cercanos a 24 horas
los encontramos en los organismos que recibieron pulsos de luz en el dia
subjetivo, y los periodos largos, se presentaron al aplicar pulsos de luz en la noche
subjetiva. Esto podria indicar que los pulsos de luz causan post-efectos, sin
embargo para corroborar estas observaciones se debe observar el ritmo en
oscuridad constante antes del ciclo de luz oscuridad. Otros post-efectos que se
han observado para esta especie son un alargamiento del periodo después de
encontrarse bajo ciclos de luz oscuridad (Miranda Anaya et, al; 2003a)
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Una de las premisas del modelo de dos osciladores mafana (M) y tarde (T)
propuesto por Pittendrigh y Daan (1976c), es que ambos osciladores presentan
una respuesta diferencial a la luz; lo que se corrobora al encontrar Curvas de
Respuesta de Fase (CRF) diferentes.

Lo anterior se ha encontrado en CRF parecidas, como el caso de el escarabajo del
desierto Trigonoscelis gigas donde el area bajo la zona de avances y retrasos
para el pico de actividad de M y T es diferente (Alpatov et.al; 1999), lo mismo se
ha observado en el hamster donde la amplitud de los cambios de fase es diferente
para el inicio y apagado de la actividad (Meijer y DeVries, 1995).

Al observar las CRF obtenidas en éste trabajo encontramos que los picos de
actividad de mafana y tarde en Pseudothelphusa americana, también presentan
una respuesta diferencial a la luz, por lo que el ritmo de actividad locomotora en
esta especie puede estar conducido por un mecanismo semejante al propuesto
por Pittendrigh y Daan (1976c). Sin embargo, en esta especie la CRF no es sélo
diferente a nivel de la amplitud de los cambios, sino también en la forma, por lo
que el mecanismo que conduce este ritmo puede ser mas complejo.

Al parecer el pico de mafiana presenta sensibilidad a la luz durante el dia subjetivo
y el pico de tarde presenta sensibilidad a la luz tanto en el dia como la noche
subjetiva. Lo que sugiere que un mismo oscilador (M) puede regular el
componente de mafnana y tener influencia sobre el componente de la tarde, y otro
oscilador con sensibilidad durante la noche subjetiva (T), puede regular el
componente de tarde.

55



Otra posibilidad para explicar las diferencias en las CRF para el componente de
mafana (M) y el componente de tarde (T), seria que los osciladores M y T, sean
sensibles a diferentes estimulos y por tanto los picos de actividad M y T se
sincronizan con diferentes zeitgebers, lo cual se ha encontrado en roedores
(Kennedy, 1998) y en acociles como Procambarus clarkii (Fernandez de Miguel y
Aréchiga, 1990), donde uno de los componentes de actividad se sincroniza con
ciclos de luz oscuridad y el otro con ciclos de alimentacion.

En el caso de Pseudothelphusa americana el pico de mafiana podria sincronizarse
con otro factor ambiental diferente a la luz; esto, por su poca sensibilidad a pulsos
de luz, como se observa en su CRF, y apoyado por el hecho de que la fase del
pico de mafiana de actividad es muy estable al someterio a diferentes
fotoperiodos (Miranda-Anaya et.al, 2003b); sin embargo, si el pico de mafiana
presentara sensibilidad a un zeitgeber diferente a la luz, éste componente de
actividad no se sincronizaria ante ciclos luz-oscuridad como en el caso de M y
presentaria libre curso.

Podemos concluir, que los componentes de mafana y tarde en el ritmo circadiano
de actividad locomotora del cangrejo de rio Pseudothelphusa americana presenta
una respuesta diferencial ante pulsos de luz. Observaciones en el campo sugieren
que después del primer pico de actividad, el cangrejo permanece bajo el
sedimento o piedras y sale de su refugio nuevamente hasta el atardecer. Durante
la noche, los cangrejos se localizan en la orilla de los rios expuestos en la
superficie (Barrera-Mera, observaciones no publicadas). Lo anterior indica que
duramente el dia subjetivo el animal no esta expuesto a una iluminacion directa,
sugiriendo que la sincronizacién en esta especie puede llevase acabo por
mecanismos no paramétricos; por lo que la diferencias encontradas en las Curvas
de Respuesta de Fase pueden ser importantes para entender los mecanismos por
los cuales el ritmo se ajusta al ciclo de rotacion de la tierra.
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CONCLUSIONES

. Los Picos de Mafana y Tarde presentan una respuesta diferencial a la luz,
lo cual es comprobado por las CRF que difieren en forma y amplitud. Por lo
que el sistema circadiano en esta especie que puede estar controlado por
mas de un oscilador.

. Se sugiere que un mismo oscilador (M) puede regular el pico de mafana y
tener influencia sobre el pico de la tarde, y otro oscilador con sensibilidad
durante la noche subjetiva (T) regula el pico de tarde.

. Pseudothelphusa americana presenta habitos diurnos y nocturnos los
cuales pude permitir el ajuste a fotoperiodos largos y cortos por las
relaciones de fase establecidas

. El Pico de Tarde presenta una mayor sensibilidad a la luz, por lo que puede
ser este el que cambie su relacion de fase para ajustarse a las diferentes
longitudes del dia a lo largo del afio.

. La diferencia en la sensibilidad para los picos de mafiana y tarde en el ritmo

de actividad locomotora puede ser una adaptacion que permite a los

organismos ajustarse a los cambios estacionales.
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