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Resumen

Los ritmos biologicos permiten a los organismos medir el tiempo para anticipar las
distintas variables ciclicas de las condiciones ambientales, como lo son el dia y la noche
en el transcurso de una jornada o la bajamar y pleamar en las zonas intermareales. El
cangrejo intermareal Uca princeps se distribuye a lo largo de la costa del Pacifico
mexicano, donde la actividad humana ha ocasionado un incremento en las
concentraciones ambientales del amonio en el habitat de la especie, lo que involucra un
probable impacto adverso tanto en las poblaciones del cangrejo violinista como en el
equilibrio de estos ecosistemas costeros. En el presente estudio, se evalu6 el efecto
subletal del amonio sobre las caracteristicas del ritmo circamareal de la actividad
locomotora de Uca princeps. A partir de la determinacion de la concentracion letal
media del amonio en bioensayos de exposicion de 24h a (CLsp-24hrs) y de las
concentraciones de amonio detectadas en el medio natural, se elijieron las
concentraciones subletales utilizadas en los ensayos experimentales. Los cangrejos
empleados fueron capturados en el Estero de Urias, Mazatlan, México y mantenidos
tanto en el laboratorio como en los registros de actividad en agua de mar artificial a
2511 °C, 351 ups, 8.2+0.05 pH y 5.2+0.2 mg OD/L. El estudio se realiz6 en tres fases.
En la primera fase, se determiné la CLso-24hrs del amonio en Uca princeps. En la
segunda etapa, se registrd la actividad locomotora de los cangrejos bajo condiciones
constantes (fotoperiodo OO; oscuridad constante y sin mareas) y con distintos tiempos
de aclimatacion (0, 15 y 30 dias), en organismos sin exposicion al amonio. En la tercera
fase, se evalud el efecto subletal de la exposicion al amonio (0, 3.5 y 18 mg N-AT/L)
sobre la actividad de los organismos registrados bajo un fotoperiodo LO de 12:12 y un
patrén de mareas similar al de su medio natural.

El bioensayo de la toxicidad aguda al amonio, demostr6 que Uca princeps es mas
sensible que otras especies de cangrejos de regiones templadas y subtropicales (CLgo-
24 h = 186.017mg N-AT/L). A la vez, se corroboré la endogeneidad de la ritmicidad de
la actividad locomotora de Uca princeps, la cual se mantuvo hasta los 15 dias de
mantenimiento bajo condiciones de laboratorio. La exposicion subletal al amonio,
modifico las caracteristicas de la ritmicidad de la actividad en los cangrejos. El grupo
testigo presentd un ritmo circamareal de actividad locomotora, con el inicio de actividad
y la mayor actividad durante la marea baja sin respuesta al fotoperiodo. Los grupos
expuestos a concentraciones subletales de amonio cambiaron su inicio de actividad a la
marea alta y presentaron un incremento en la intensidad y duracién de la actividad.
Estas respuestas pueden obedecer a un efecto neurotéxico del amonio, a una conducta
de escape 0 a una combinacién de ambas. Ademas, en los grupos expuestos al
compuesto nitrogenado se observé una coordinacion relativa entre los dos
sincronizadores (fotoperiodo y mareas) lo cual puede ser un comportamiento normal,
un cambio en la sensibilidad a los sincronizadores o a un efecto similar al splitting.

La presente investigacion permite concluir que en U. princeps su ritmo circamareal es
verdadero y que el amonio tiene un efecto tanto cuantitativo como cualitativo en la
relacion de fase y en la intensidad y duracion de la actividad, alteraciones que sugieren
un efecto neurotdéxico del amonio o una conducta de escape. La sensibilidad de la
especie al amonio la ubica como un buen candidato como bio-indicador al efecto
adverso a este compuesto nitrogenado.



1. Introduccion

1.1. Los ritmos bioldgicos

La cronobiologia ha tratado de encontrar las vias por las cuales los organismos miden el
tiempo y cudles son las implicaciones de esta cronometria. Todos los seres vivos se ven
afectados por los cambios ambientales, ya sean cambios diarios, estacionales o
momentaneos; muchos de estos cambios son ciclicos, por lo cual el poder medirlos e
inclusive anticiparlos, confiere a los organismos ventajas adaptativas. Esta capacidad
permite anticipar cualquier condicion adversa o favorable del ambiente y modificar las
caracteristicas necesarias para enfrentarlas o aprovecharlas. Por ejemplo, en un nicho, los
distintos factores ambientales presentan variaciones temporales, como el alimento
(disponibilidad, cantidad, tipo, calidad, etc.) o el clima, que cambian a lo largo de un dia
o del afio, por lo que la capacidad de los organismos de medir el tiempo desempefia un
papel adaptativo y ecolégico importante, (Brady, 1979; DeCoursey, 2004b).

Los ritmos bioldgicos son la forma en que todos los organismos miden el tiempo, los
cuales se observan tanto en procariontes como en eucariontes. Los ritmos bioldgicos se
pueden clasificar de la siguiente forma con base en su frecuencia:
a) Ultradianos. Son ritmos con un periodo menor a 20 horas; dentro de estos se
encuentran los ritmos circamareales, el ritmo cardiaco, etc.
b) Circadianos. Incluyen a aquellos ritmos con un periodo entre las 20 y 30 h, como el
ritmo diario de actividad, el de temperatura y el de suefio-vigilia, entre otros.
¢) Infradianos. Son ritmos con una duracion mayor a 30 horas, como los ritmos

circalunares y los circanuales, (Hirschie et al, 2004; DeCoursey, 2004a).

El valor del periodo del ritmo, generalmente se encuentra relacionado con distintos ciclos
geofisicos, como el ciclo de la noche y el dia, las mareas, estaciones del afio, cambios en
las fases lunares, etc. Los ritmos circadianos son los mas estudiados hasta el momento y
para poder considerarlos como tal, deben de cumplir con las siguientes caracteristicas
béasicas indispensables (DeCoursey, 2004a).

a) Endogeneidad; lo que significa que son generados genéticamente y aun cuando las

condiciones en las que se encuentre un organismo fueran constantes, o estuvieran



aislados de sefiales temporales relevantes, el ritmo se presentaria de forma
espontanea.

b) Son capaces de compensar la temperatura. es decir, los cambios ambientales de
temperatura afectan poco o nada al periodo del ritmo.

c) Se pueden sincronizar a los ciclos ambientales, siendo el sincronizador por

excelencia el ciclo luz-oscuridad.

1.1.1. Endogeneidad y Libre curso

Los organismos que presentan un ritmo bioldgico que cumpla con los requerimientos
basicos de endogeneidad, deben mostrarlo aun en ausencia de ciclos ambientales. El
ritmo es generado por un sistema oscilador, también mencionado como reloj biologico. El
ritmo presenta un periodo cercano a la duracién del ciclo ambiental al cual se sincroniza,
ya sea el dia, las mareas, las estaciones del afio o cualquier otro. La connotacion de esta
oscilacion espontanea se conoce como libre curso (o free running, en inglés). Este libre
curso da un indicio importante de la endogeneidad del ritmo. ElI valor del periodo del
ritmo biolégico en libre curso, puede variar dependiendo de las condiciones
experimentales en que se encuentre el organismo. El Dr. Jirgen Aschoff (1960) descubrio
que el periodo de los ritmos circadianos varia en funcién de la intensidad de la luz;
observo que al incrementar la intensidad luminica a un organismo de actividad diurna, la
duracion de su periodo en libre curso disminuye, en tanto que se incrementa la duracién
del periodo en organismos nocturnos. Lo anterior se conoce como la regla de Aschoff
(revisado en Brady, 1979; Hirschie et al, 2004). La duracion del periodo del ritmo en
libre curso, depende de las condiciones ambientales de las cuales proviene el organismo;
ello significa que en un mismo individuo puede variar el periodo de su ritmo si proviene
de una condicion luz-oscuridad (LO) 12:12 o una LO 8:16, es decir, 12 horas de luz 'y 12

de oscuridad, u 8 de luz y 16 de oscuridad respectivamente (Hirschie et al, 2004).

1.1.2. Compensacion de la temperatura.
Los ritmos circadianos compensan los cambios de temperatura, lo que implica que los
cambios ambientales de temperatura afectan poco al periodo del ritmo. Inclusive se han

encontrado ritmos con un Qi de 1, lo cual involucra que al aumentar 10 grados la



temperatura del ambiente, la duracion del periodo del ritmo a cada una de las dos
temperaturas es similar, aspecto poco comprendido si se considera que todos los procesos
enzimaticos y el metabolismo aumentan su velocidad al subir la temperatura (Hirschie et
al, 2004). Cabe destacar que se desconoce si los ritmos biolodgicos no circadianos se

apegan estrechamente a esta caracteristica.

1.1.3. Sincronizacion.

Los agentes sincronizadores son aquellas sefiales ambientales capaces de igualar el
periodo del ritmo bioldgico al del ciclo ambiental con una relacion de fase estable entre
ambos. El agente sincronizador por excelencia, no solamente para ritmos circadianos,
sino para cualquier ritmo biologico, es el ciclo de luz y oscuridad, dado por la proporcion
de horas de luz (L) y de oscuridad (O) en un dia, conocido como fotoperiodo. No
obstante, se ha encontrado que los agentes sincronizadores son diversos, como lo puede
ser la temperatura, la actividad social, las mareas y la alimentacion, entre los méas
destacados. Para que se demuestre que una sefial es un verdadero agente sincronizador, se
deben cumplir dos aspectos: por un lado, el periodo del ritmo en libre curso debe igualar
al del agente sincronizador con una relacion de fase constante; por otra parte, al regresar
al organismo a condiciones de libre curso, el ritmo debe continuar con sus fases en los
momentos determinados por el sincronizador (aun en su ausencia). Si el segundo aspecto
no se cumple, y el ritmo en libre curso presenta las fases en un momento distinto, se
presenta un enmascaramiento y la sefial no se considera como un verdadero sincronizador
(Brady, 1979; Hirschie et al, 2004). Se han propuesto dos modelos sobre como funciona
un sincronizador en los ritmos circadianos. EI modelo continuo sugiere que la velocidad
angular de los cambios en el mecanismo del reloj estan determinados por la intensidad
luminica durante toda la fase luminosa del ciclo, mientras que el modelo discreto sugiere
que los cambios que presenta el mecanismo de reloj estan dados por la simple percepcion
de luz durante las transiciones entre la luz y la oscuridad, suficiente como para atrasar o
adelantar el reloj para igualar la duracion del ritmo bioldgico al ciclo ambiental (Brady,
1979; Hirschie et al, 2004).



Los ritmos biolégicos en general presentan limites de sincronizacion, esto es, solo son
capaces de sincronizar con algln agente hasta cierta duracion del periodo (Hirschie et al,
2004).

La sensibilidad de un oscilador circadiano a un agente sincronizador no es siempre la
misma. Es posible que un sincronizador, débil en intensidad tenga efecto s6lo en algunas
fases del ciclo y en otras no. Pese a que el sincronizador se presenta de forma ciclica, el
ritmo circadiano del organismo pareciera en ocasiones sincronizarse y en otras ser
indiferente a la presencia del sincronizador. A este fendmeno se le ha denominado
coordinacion relativa (More-Ede et al, 1982).

1.2. Ritmos circamareales

1.2.1. Naturaleza geofisica de las mareas

Los ritmos circamareales son ritmos con un periodo cada 12.4h, donde cada ciclo parece
estar determinado por la gravedad lunar que atrae el agua de los océanos al girar
alrededor de la tierra. Si la luna se encuentra en el ecuador, lo cual ocurre 2 veces al mes,
el tamafo de las mareas no varia, por lo cual realmente en ese momento no hay una
marea alta o baja real, pero, si la luna se encuentra en otro lugar las mareas varian entre
si. Ademas la gravedad solar causa un efecto extra, pues cuando la luna, tierra y sol se
encuentran en una misma linea (lo cual sucede dos veces al mes, luna llena y luna nueva),
la intensidad de las mareas es aun mayor, y cuando la luna, tierra y sol forman un angulo

de 90° las mareas disminuyen en intensidad (Stillman y Barnwell, 2004).

1.2.2. Naturaleza de los ritmos circamareales

Los crustaceos han invadido exitosamente todo tipo de habitats, desde marinos,
estuarinos, dulceacuicolas y terrestres. Particularmente en los ambientes intermareales,
los organismos experimentan amplias fluctuaciones de las variables ambientales
relacionadas con los cambios de marea. Los crustaceos que habitan estas zonas han
desarrollado la capacidad de expresar ritmos circamareales. Cabe mencionar que los
crustaceos no son los Unicos organismos capaces de expresar ritmos circamareales y que

los crustaceos son capaces de generar distintos tipos de ritmos biol6gicos (circadianos,



circanuales, ultradianos), los cuales se observan en distintas respuestas bioldgicas como
el cambio de coloracion (ritmo circadiano), el ritmo de reproduccién (ritmo circanual) o

el de actividad (ritmo ultradiano o circadiano; (DeCoursey, 2004c).

Se han propuesto dos teorias para explicar cbmo se generan los ritmos circamareales:
a) Teoria del reloj-circalunar, formulada en 1986 por John D. Palmer, explica que los
ritmos circamareales son controlados por dos relojes lunares, cada uno con un periodo de
24.8 h, los cuales estan acoplados con un desfase de 180°; al encontrarse cada reloj en
antifase, se produce la apariencia de un ritmo bimodal con un pico cada 12.4 h. Son tres
las evidencias que soportan esta hipétesis:
1) En el laboratorio cada pico de actividad se ve afectado de forma distinta por la luz.
2) Un pico de actividad puede desaparecer y puede 0 no reaparecer
3) Un pico de actividad se puede fragmentar mientras que el otro continua normal,
dando con todo esto la idea de que cada pico asociado con una marea funciona de
forma independiente (Palmer 1997; Williams, 1998).

b) Teoria del reloj circamareal/circadiano, propuesta por Ernest Naylor en 1958, quien se
basd en sus estudios sobre el cangrejo Carcinus maenas. En esta teoria se explica la
presencia de los ritmos circamareales debido a la interaccién entre un ritmo circamareal
verdadero, el cual produce un ritmo de 12.4 h, y un ritmo circadiano controlado por el
ciclo luz-oscuridad, el cual determina la intensidad de cada pico dependiendo de la
relacion de fase que forme con el ciclo de luz-oscuridad (Naylor 1958; Palmer, 1997;
Williams 1998). Naylor comenz6 sus estudios con este cangrejo hace varias décadas,
primero observando el ritmo locomotor, el cual presentaba un ritmo circamareal con
mayor actividad por las noches, ya fuera este en condiciones sin mareas, en un ambiente
simplemente con humedad o con el organismo inmerso continuamente (Naylor, 1958);
posteriormente observd el ritmo locomotor en condiciones sin mareas y notd que, bajo
luz constante, el cangrejo presentaba un ritmo bimodal con un pico mayor en la noche,
con un retraso diario de 50 minutos. Al estudiar al cangrejo en condiciones de luz-
oscuridad, el ritmo de éste se sincronizd con el fotoperiodo, mientras que al mantener al

cangrejo varias semanas bajo condiciones sin mareas se presentd el ritmo circamareal



enddgeno (Naylor, 1960). Naylor también analizé el efecto de la temperatura en el ritmo
de actividad locomotora de Carcinus, y observo que bajo un intervalo de temperatura
entre los 10 y los 25° el ritmo se veia poco afectado, pero que con temperaturas bajas,
menores a los 10°, se provocan cambios en la estructura del ritmo, observados como

retrasos de fase (Naylor, 1963).

El debate sobre cual es la propuesta mas adecuada para explicar como se controlan los
ritmos circamareales, debido a los distintos resultados obtenidos, ha sido abordado por
diversos autores. Williams (1998) observo la falta de ritmicidad circadiana en dos
invertebrados intermareales, no obstante, concluye que ninguna de las dos teorias es
capaz de explicar todos los ritmos circamareales estudiados, punto en el cual concuerda
con Aldrich (1997).

En el género Uca, diversos autores han abordado el estudio de su ritmicidad. Bennet
(1957) observo el ritmo de la actividad locomotora circamareal de U. pugnax. Palmer
(1989) reportd la ritmicidad circalunar de U. minuca. Por otro lado, Thurman (1998) y
Thurman et al. (2001) estudiaron el ritmo locomotor de U. subcylindrica en condiciones
de luz artificial y oscuridad constante. En un estudio de relevancia fue realizado por
Stillman y Barnwell (2004) en U. princeps donde se registro la actividad locomotora
circamareal en individuos de distintas poblaciones, los resultados sefialan que las
caracteristicas del ritmo son distintas entre los individuos de cada poblacion, y que estas
diferencias estan dadas por el patrén y el comportamiento de las mareas de cada

localidad.

1.3. Organizacion del sistema circadiano en crustaceos

Los primeros estudios realizados enfocados a ubicar los marcapasos que controlan la
ritmicidad circadica y circamareal en los crustaceos, sefialan a los peddnculos oculares
como los responsables del control del ritmo de la actividad locomotora, y se ha propuesto
que el sistema circadiano esta conformado por un marcapasos, ubicado en el pedunculo
optico u ocular. El peddnculo 6ptico contiene una gran porcion del protocerebro, donde

se encuentra al 6rgano “X”, encargado de sintetizar y enviar a la glandula sinusal



neurohormonas, muchas de las cuales influencian varios ritmos, como la hormona
hiperglicémica, involucrada en el ritmo circaddico del nivel de glucosa, o la 5-
hidroxitriptamina (serotonina), involucrada en el ritmo de la posicion de los pigmentos
proximales de la retina y también en el ritmo locomotor, o la hormona concentradora de
pigmentos rojos, que afecta el ritmo de los cromatoforos del tegumento, entre muchas
otras (Aréchiga et al; 1992). El 6rgano “X” es el principal cuerpo neurosecretor en los
I6bulos opticos y las neuronas de este drgano proyectan sus terminales a la glandula
sinusal, donde libera las neurohormonas tales como la hiperglicemiante, la hormona
dispersora de los pigmentos distales etc., encargadas de funciones fisioldgicas con
ritmicidad circadiana en los crustaceos (Tombes, 1970; Aschoff; 1984; Aréchiga et al.,
1992). Kalmus (1938) (revisado en Page y Larimer, 1972) observo que al cortarle los
pedunculos oculares al acocil Procambarus clarkii, este aparentemente sufria de una
perdida de la ritmicidad circadiana (Aschoff; 1984). La idea del pedinculo 6ptico como
oscilador se sostiene en el hecho de haber encontrado ritmicidad circadiana en el
pedunculo optico aislado; ademas se le ha encontrado ritmicidad in vitro en su capacidad
de respuesta a la luz y a la neurosecrecion (Aréchiga et al., 1992). No obstante, Page y
Larimer (1972; 1976), establecen que los peddnculos 6pticos no son el Unico marcapasos
y que inclusive, estos no son necesarios para la sincronizacion de los crustaceos. En sus
experimentos llevados a cabo en el acocil, observaron que al extraer los pedinculos
oculares a los crustaceos, mantienen la capacidad de sincronizacion del ritmo con el
fotoperiodo, por lo cual se propuso una estructura extraretinal encargada de la
sincronizacion. El ganglio supraesofégico ha sido también propuesto como marcapasos
en los crustaceos y es la estructura que se sugiere como posible sincronizador
extraretinal. Este, estd conectado con los pedinculos oOpticos a través de los nervios
Opticos. Uno de los ritmos circadianos mejor comprendidos en los decapodos es el de la
sensibilidad visual, donde participan distintos elementos neurohumorales. El ganglio
supraesofagico parece estar encargado de controlar el ritmo de movimiento de los
pigmentos distales, el cual es el Unico que no es capaz de generar sus propias sefiales
circadianas, a diferencia de los otros dos pigmentos de los pedinculos opticos (Aréchiga
et al; 1992). Sin embargo, se cree que el ganglio lleva a cabo tareas para la sincronizacion

entre ambas retinas. En los crustaceos otras estructuras se han encontrado como posibles



sitios que originan ritmicidad circadiana, como las neuronas del 6° ganglio abdominal
(Aréchiga et al; 1992).

1.4. Zona intermareal

El tipo de ritmo que genera un organismo Yy las caracteristicas del ritmo estan
estrechamente ligadas al tipo de ambiente que habita y las condiciones que en este se
presentan. Un tipo especial de ambiente, es la zona intermareal donde los organismos que
la habitan, presentan actividades asociadas a las mareas y a las condiciones de
variabilidad ambiental que ocasionan. La zona costera es un amplio espacio de
interacciones del mar, la tierra, aguas epicontinentales y la atmosfera, donde la transicion
de estas cuatro fases incide profundamente en las condiciones y en las dinamicas
ambientales. Las aguas costeras se definen como aquellas que son directamente afectadas
por la influencia de mareas, como lo son los estuarios, las lagunas y los pantanos entre
otras (Yanes-Arancibia, 1986).

El medio lagunar-estuarino es un ecotono costero, conectado con el mar de manera
permanente o intermitente. Estos ecosistemas son cuerpos de agua someros, semi-
cerrados de volimenes variables, dependiendo de las condiciones locales climaticas e
hidroldgicas. Se caracterizan por presentar temperaturas y salinidades variables debido a
la entrada y salida de agua, que se presenta de forma efimera al subir o bajar la marea,
fondos predominantemente fangosos, alta turbidez y caracteristicas topogréaficas
irregulares. Las lagunas costeras generalmente se diferencian de los estuarios sobre bases
geomorfoldgicas; No obstante de manera general, las lagunas costeras y los estuarios son
sistemas dinamicos, variables, extremadamente abiertos que reciben un alto nivel de
aporte de energia fisica (Yanes -Arancibia, 1981).

Los factores que determinan este tipo de habitats son:

a) La duracion de la inmersion en agua y exposicion al aire.

b) Factores secundarios debidos a la marea alta y baja, como el tiempo disponible para
obtener alimento, los cambios de temperatura del agua y del aire entre mareas, la
humedad y el tiempo que un organismo puede pasar agua oxigenada por la
superficie de su cuerpo (Newell, 1979).



En estas zonas, las mareas desempefian un papel muy importante en las distintas
poblaciones de organismos que habitan estos ambientes. Asi, los organismos que viven
en las zonas de intermareas, quedan expuestos al aire y sumergidos en el agua de mar de
forma periddica. Los organismos que viven en los limites superiores de la costa se
encuentran la mayor parte del tiempo en condiciones terrestres, mientras que aquellos que
estan en la zona baja de la costa se encuentran la mayor parte del tiempo sumergidos.
Aln cuando ambos presentan una exposicion e inmersion diaria acorde al patron de
mareas, cada uno estd sujeto a condiciones ambientales distintas, de elevada
heterogeneidad, dindmica que determina una gran cantidad de nichos y de especies. Si
bien los organismos son capaces de evitar la competencia por los recursos de espacio con
otros organismos y alimento (compartamentalizacion de recursos), se encuentran en un
ambiente poco estable e impredecible (Newell, 1979); aunado a ello, los patrones de
mareas son poco predecibles al encontrarse relacionados a muchas variables como lo son,
el ciclo lunar, el sol e inclusive el viento (DeCoursey; 2004b). De tal manera la biota que
habita la zona de intermareas presenta numerosas adaptaciones, tanto fisioldgicas como
morfoldgicas, donde el ritmo circamareal, que han desarrollado varios organismos
desempefia un papel fundamental, permitiéndoles explotar y adecuarse a este medio

ambiente.

Los organismos de la especie Uca princeps habitan este medio, y se encuentran expuestos
a estos cambios ambientales, como las fluctuaciones en la temperatura y la salinidad. Una
condicion de especial interés para este estudio es el aumento en las concentraciones de
amonio debidas al patrén de mareas; al bajar la marea, dentro de las galerias de este
cangrejo se da un descenso en las concentraciones de oxigeno y aumentos de
temperatura, de salinidad y de la concentracion de amonio. En otras especies de
crustaceos, se ha observado que estas condiciones, ocasionan una reduccion en la
excrecion nitrogenada, especialmente en la excrecion del amonio, resultando en un
incremento de amonio en la hemolinfa (Durand,et al, 2000) y la acumulaciéon de
aminoacidos libres en hemolinfa, las branquias y el hepatopancreas (Chen, 2000). Al

volver la marea alta los compuestos nitrogenados “son lavados” por el recambio de agua.



1.5. El amonio

El amonio es un compuesto quimico formado por &tomos de hidrégeno y de nitrégeno, el
cual se puede encontrar ionizado (NH4) o no ionizado (NHs) este Gltimo también
Ilamado amoniaco. EI amoniaco es un gas y es 100 veces mas toxico que el amonio
ionizado. En ambientes acuaticos, la proporcion de cada uno esta en relacion al pH, a la
temperatura y a la salinidad del medio, a mayor pH y temperatura y menor salinidad la

proporcién del amoniaco aumenta (Harris et al, 2001).

El efecto toxico del amonio en los organismos esta determinado fundamentalmente por la
concentracion, el tiempo de exposicién y la proporcién amonio-amoniaco. No obstante el
efecto toxico puede verse modificado por las condiciones ambientales (temperatura,
salinidad, pH, sustrato, humedad, frecuencia de la exposicidn) asi como por variables
bidticas como son el estadio de desarrollo del organismo, la especie y la tolerancia de los
individuos al compuesto nitrogenado (Whitfield, 1974; Bower, 1978; Weihrauch et al,
2004).

El amonio proviene de forma natural de la excrecion nitrogenada de los organismos
acuaticos amoniotelicos y de las bacterias como Rhizobium que Ilevan a cabo la fijacion
del nitrégeno. No obstante, actualmente el amonio en el ambiente acuético es considerado
un contaminante de importancia. EIl incremento en las concentraciones de amonio en los
ambientes naturales se debe a muchas causas, fundamentalmente de origen antrdpico
debido a los aportes de descargas industriales, aguas urbanas residuales, actividades
agricolas y aportes de la acuacultura, aunado a los aportes de actividades pecuarias y de
procesamiento de alimentos (Harris et al, 2001; Grimaldo, 2002; Camargo y Alonso,
2006).

De manera general la accion téxica del amoniaco en organismos acuaticos, incluyendo
los crustaceos, aln en concentraciones subletales obedece a varias causas entre las cuales
destacan:

a) Dafio al epitelio branquial ocasionando asfixia.
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b) Estimulacién de la glucdlisis y supresion del ciclo de Krebs ocasionado acidosis
progresiva y la reduccién de la capacidad de la sangre de transportar oxigeno.

c) Desacoplamiento de las fosforilacion oxidativa ocasionando la inhibicién de la
produccion de ATP y la reduccién del ATP a nivel cerebral.

d) Disrupcion de los vasos sanguineos y la alteracion de la osmoregulacion
relacionado con la disrupcién de los mecanismos de regulacién idnica y osmotica y
el deterioro de los 6rganos hepaticos y renales.

e) Supresion del sistema inmune incrementando la susceptibilidad a enfermedades.

La alteracion en estas respuestas fisioldgicas resultan en la reduccion de la actividad de
alimentacion, disminucion de la fecundidad y la sobrevivencia, reduciendo asi las
poblaciones de los organismos acuéticos. Sobre la base de estudios agudos y crénicos del
efecto toxico del amoniaco en organismos acuaticos sensibles, los niveles maximos
permitidos de este compuesto se han estimado en 0.05-0.35 mg N-NHs/L para
exposiciones cortas y 0.01-0.02 mg N-NHs/L para exposiciones cronicas (revision en

Camargo y Alonso, 2006).

1.5.1. Efecto toxico del amonio en los crustaceos

En crustaceos, ademas de los efectos previamente mencionados, humerosos estudios han
abordado el efecto de la exposicion subletal al amonio. En diversas especies y estadios, se
ha reportado de manera particular alteraciones en los procesos de muda y reduccién del
crecimiento (Young-Lai et al, 1991; Marazza et al,1996; Cavalli et al,2000; Mangas-
Ramirez y Sarma, 2002; Sarma et al, 2003; Chen y Liu, 2004) cambios en los patrones
de excrecion de compuestos nitrogenados (Chen y Cheng, 1994; Chen y Cheng, 2004),
alteracion de los procesos ionicos y osmoticos afectando la osmorregulacién (Shaw,
1960; Armstrong, 1978; Spaargaren, 1990; Young lai, 1991; Harris, 2001) y el consumo
de oxigeno (Cheny Lin, 1992; Chen y Lin, 1995; Racotta y Hernandez-Herrera, 2000).
En juveniles de Litopenaeus setiferus concentraciones subletales de amonio ocasionan
retrasos de fase en su ritmo de actividad locomotora y una menor intensidad de actividad
en su ritmo locomotor, ademas de un incremento en su metabolismo energético

(Grimaldo, 2002). Estas alteraciones conductuales se asocian con el efecto neurotoxico
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del amonio de manera similar al documentado en peces, en los cuales las alteraciones
conductuales se asocian con fallas en la neurotransmision e interferencia en la funcién

normal del sistema nervioso central (Russo, 1985; Jobling, 1994).

Si bien la accion adversa del amonio en crustaceos ha sido analizada sobre numerosos
parametros fisiologicos (comportamiento, metabolismo energético, osmorregulacion,
crecimiento, reproduccion, supervivencia, etc.) no existen estudios a la fecha que tomen

en cuenta la toxicidad del amonio en el ritmo circamareal de crustaceos.

1.5.2. Efecto neurotdxico del amonio

La accidn neurotdxica del amonio se incrementa en condiciones de temperatura elevada,
pH basico, exposiciones cronicas o sub-crénicas o concentraciones letales (Racotta y
Hernandez-Herrera, 2000, Harris et al, 2001). La hipoxia, la alcalosis y la hipertermia
aumentan la toxicidad del amonio, mientras que la hipotermia y la acidosis disminuyen su
efecto toxico en el sistema nervioso (Cooper y Plum, 1987). Cuando el amonio se
encuentra ionizado, este tiene el mismo radio idnico que el i6n K" y debido al
comportamiento parecido que mantienen estos iones afectan el potencial de membrana,
despolarizandola (Armstrong et al, 1978), como se ha observado en el axon gigante de
Loligo pealei (Binstock y Lecar, 1969 citado por Weihrauch, 2004) y en el potencial de
membrana en neuronas de mamiferos (Cooper y Plum, 1987). Segun Cooper y Plum
(1987), el efecto del amonio en los animales donde se ha estudiado es similar.
Generalmente al poco tiempo de la administracion de dosis letales de sales de amonio, los
animales comienzan a hiperventilar y experimentan convulsiones. En ratas, las dosis de
amonio a 5mmol/Kg., pueden ocasionar insensibilidad, hiperventilacion y ligera
somnolencia; dosis de 7.8 mmol/kg ocasionan una rapida insensibilidad y convulsiones
posteriores (Cooper y Plum, 1987). Dafios mayores en el sistema nervioso central de los
mamiferos son ocasionados por elevadas concentraciones de amonio generalmente
ocasionando encefalopatias metabolicas (Cooper y Plum, 1987). Incluso, se ha
encontrado relacion entre elevadas concentraciones de amonio y el Alzheimer, debido a
la acumulacion toxica de la glutamina en los astrositos, lo cual genera un mal

funcionamiento celular o la muerte celular (Butterworth, 2002). También en células de la
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microglia y de la astroglia, el amonio afecta la endocitosis, la citocinesis e incrementa la

actividad de hidrolasas lisosomales (Atanassov et al., 1994; Atanassov et al 1995).

Los mecanismos propuestos por Cooper y Plum (1987) por los cuales el amonio actla

como neurotéxico involucran:

a)

b)

d)

f)

El efecto en la fisiologia de los vasos y del flujo sanguineo como se documenta en
monos donde el amonio tiene un efecto vasodilatador en los vasos cerebrales.

El efecto en las propiedades electrofisiologicas en el sistema nervioso. Las
cantidades anormales de amonio en sangre y cerebro reducen las respuestas
eléctricas electroencefalograficas y la agudeza mental y ocasionan estados
prolongados de letargo. Al parecer estas anormalidades se deben a los efectos del
ion amonio en la membrana celular de las neuronas y en la eficiencia de la
transmision sinaptica.

La interferencia con la funcion de los neurotransmisores. En ratas se ha observado
que dosis letales de amonio reducen los niveles de glutamato e incrementan los de
alanina, cambios encontrados en pocos compartimentos neurales incluyendo los
astrocitos.

Los cambios morfoldgicos de los astrocitos y las neuronas. Se reportan dafios
morfolGgicos en astrocitos cultivados.

La interferencia con rutas bioquimicas. EI amonio ocasiona un incremento en la
produccion de carbamil-fosfato mitocondrial en el higado, el cual induce un
incremento en la sintesis de nucledtidos pirimidicos. A su vez, el amonio interfiere
con el metabolismo de carbohidratos y de grasas en varios tejidos.

La interferencia con el metabolismo energético. Se ha propuesto que la
encefalopatia hepatica se debe a que el exceso de amonio interfiere con el

metabolismo energético del cerebro.

Tomando en cuenta el efecto neurotoxico del amonio es posible suponer que este

compuesto nitrogenado puede afectar la ritmicidad bioldgica de los organismos, incluidos

los cangrejos acuaticos como Uca. Particularmente el cangrejo Uca princeps, se presenta

como un candidato ideal para conocer el efecto del amonio en el ritmo de actividad de
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organismos intermareales que viven en ambientes en los cuales las concentraciones de

amonio se han visto incrementadas debido a las actividades antropicas.

1.6. Biologia de Uca princeps

El estudio mas importante y mejor planteado de este género lo llevé a cabo Crane
(1975), complementado por un estudio taxondémico posterior basado en 236 caracteres
discretos, comparados posteriormente con un estudio molecular por Rosenberg (2001). El
género Uca cuenta con 88 especies que se distribuyen en los tropicos y sub-tropicos, en
su mayoria en la zona de intermareas y en lugares generalmente calidos. Mantienen
actividad reproductiva durante todo el afio en los tropicos y Unicamente en época de
lluvias en lugares sub-tropicales. Son animales que viven en sustratos fangosos donde
pueden formar hoyos, denominado galerias, donde habitan. EI género se distingue por
presentar un claro dimorfismo sexual; el macho tiene un quelicero largo y otro muy
corto mientras que la hembra tiene ambos iguales. El quelicero grande de los machos es
empleado en la busqueda de pareja y para combate, mientras que el pequefio lo utilizan
para comer (Crane, 1975). Debido a que existe poco registro fosil del género, se ha

propuesto que aparecieron en el area circuntropical (Crane, 1975).

Se ha observado que estos cangrejos se meten a sus galerias durante la marea alta y salen
para alimentarse durante la marea baja, siendo en general de habitos detritivoros. Son
tolerantes a los cambios de salinidad y en su mayoria son animales diurnos. En ocasiones
se mueven en grupos y han sido considerados modelos biologicos idoneos para estudios
conductuales, ya que ciertas posturas tienen significado en su contexto social (Crane,
1975; Rosenber, 2001). EI género Uca ha sustentado una gran variedad de estudios de
seleccion sexual, aislamiento reproductivo, combate, forrajeo, asimetria, regeneracion,
morfometrias, ritmicidad, cambio de color, osmorregulacion, tolerancia a la temperatura,

entre muchos otros (Rosenberg, 2001).
Entre los estudios de ritmos circamareales, los de mayor relevancia son los desarrollados

por John D. Palmer en el género Uca (1997), quien elabord experimentos y estudios para

conocer las caracteristicas y zonas de control del ritmo circamareal. Palmer compar6
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ritmos circamareales de actividad locomotora entre varios cangrejos del género y de otros
géneros, contribuyendo enormemente a los estudios cronobioldgicos de esta ritmicidad,
entre lo que destaca su teorias del reloj circalunar, para explicar el control de la
ritmicidad circamareal (Palmer; 1997). Por otra parte Stillman y Barnwell (2004)
estudiaron la actividad locomotora circamareal en cuatro poblaciones de Uca princeps
localizadas en lugares con distintas caracteristicas mareales (La Paz, San Blas y
Mazatlan, México y Mata de Limoén, Costa Rica). La estructura de la actividad
locomotora de cangrejos de cada poblacion mostré que el ritmo locomotor esta en
relacion con la estructura particular del ritmo de mareas de cada lugar. Las poblaciones
estudiadas presentaron una tendencia a la bimodalidad en su ritmicidad, con un pico de
actividad a mediodia. En la poblacion proveniente de Mata de Limén, Costa Rica, el
ritmo circamareal domin6é sobre el circadiano claramente, mientras que en las
poblaciones provenientes del pacifico mexicano su ritmicidad era fuertemente modulada
por un ritmo circadiano en un patron semilunar, lo cual sugiere que existe una
coordinacion relativa en la ritmicidad circamareal de U. princeps, y dependiendo de la
interaccion de los sincronizadores, en este caso el fotoperiodo y las mareas, se presenta
de distinta forma el ritmo; ademas, significa que estas poblaciones de Uca princeps
expresan tanto un reloj circadiano como un circamareal. En el cangrejo Uca
subcylindrica, el cual vive en lagunas de zonas semiaridas, el ritmo de actividad
locomotora en condiciones constantes y luz natural dio como resultado la presencia de
un ritmo unimodal en luz constante (LL) y bimodal en oscuridad constante (OO) y
fotoperiodo (LO) presentando en todos los casos netamente un ritmo circadiano
(Thurman, 1998). Posteriormente se estudié el ritmo bajo distintos periodos de luz
artificial (12:12 y 14:10) y se vio que el ritmo se sincroniza. Luego de varios dias de este
régimen se les puso bajo condiciones LL y presentaron una gran gama de
comportamientos, unimodales la mayoria y algunos bimodales, con periodos menores y
mayores a 24 h. Al pasarlos de LO a OO varios animales presentaron arritmia (Thurman

y Broghammer, 2001).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, las emisiones de compuestos nitrogenados por las actividades humanas se
han incrementado considerablemente, lo cual tiene un impacto adverso en el equilibro de
los ecosistemas. Particularmente el incremento del amonio en los sistemas acuéticos
ocasiona numerosas alteraciones fisioldgicas en los organismos comprometiendo la
estabilidad de las poblaciones. No obstante es amplio el desconocimiento del efecto del
amonio sobre la ritmicidad biolégica de crustaceos que habitan zonas lagunares-
estuarinas. Uca es un género de cangrejos violinistas, ampliamente empleados para el
estudio de la ritmicidad circadiana y circamareal. Ademas Uca princeps es una especie
intermareal que se distribuye ampliamente en ambientes lagunares-estuarinos, donde la
actividad humana ha ocasionado el incremento en las concentraciones de compuestos

nitrogenados en el medio, incluido el amonio.

A la fecha se desconocen los efectos adversos del amonio sobre la fisiologia circadiana-
circamareal de las especies que habitan estos ambientes, debido a lo cual el cangrejo
violinista Uca princeps es un candidato ideal para llevar a cabo estudios con este
enfoque. El presente trabajo complementa la informacién sobre las caracteristicas del
ritmo mareal de la actividad locomotora de adultos de la especie Uca princeps, de una
poblacidon que se encuentra en Isla Soto en el Estero de Urias, Mazatlan, Sinaloa, con
base en el trabajo publicado por Stillman y Barnwell (2004), donde se sefiala la presencia

de un ritmo bimodal con mayor actividad diurna y en marea baja.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto subletal del amonio sobre las caracteristicas del ritmo circamareal de la

actividad locomotora de Uca princeps.
Objetivos particulares

1. Confirmar la endogeneidad de la ritmicidad circamareal de la actividad locomotora en

U. princeps.

2. Definir las condiciones de laboratorio para obtener un registro claro y conspicuo, del

ritmo circamareal de la actividad locomotora de U. princeps.
3. Analizar las caracteristicas del ritmo circamareal en sincronizacion.

4. Determinar la sensibilidad de la especie al amonio a través de la obtencién de la

concentracion letal media (CLso- 24 h).

4. Determinar si la exposicion crénica subletal a distintas concentraciones de amonio,
ocasiona cambios cuantitativa y cualitativamente en la capacidad de sincronizacion, la
intensidad de la actividad y las relaciones de fase con las condiciones del medio

(fotoperiodo y mareas).
4. HIPOTESIS

En crustaceos decdpodos, el amonio ejerce accion neurotdxica interfiriendo con
numerosos procesos fisiologicos. Si el ritmo circamareal es regulado por el sistema
neuroendocrino en estos organismos, al exponer de forma cronica a cangrejos de Uca
princeps a concentraciones subletales de amonio, se alterara la expresion y las
caracteristicas generales del ritmo locomotor. Dicho efecto se vera reflejado en las

relaciones de fase que guarda el ritmo manifiesto con las variables ambientales, ademas
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de deteriorar la intensidad de la actividad locomotora, como sucede en el camardn

blanco Litopenaeus setiferus (Grimaldo, 2002).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Obtencion y mantenimiento de los animales.

Todos los animales utilizados en este estudio se capturaron en la Isla Soto, ubicada en el
Estero de Urias, Mazatlan, Sinaloa. Las capturas se llevaron a cabo siempre al bajar la
marea y se capturaron Unicamente machos de entre 3 y 3.5cm de ancho total de
caparazon. Los organismos capturados se transportaron en contenedores al Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. (CIAD, Mazatlan) y fueron enviados el

mismo dia a las instalaciones de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

De acuerdo a cada proceso experimental, se establecieron las condiciones adecuadas de

mantenimiento y manejo de los organismos bajo estudio.

5.1.1. PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA. Determinacion de la CL 50-24 h

De manera inicial se determino la toxicidad aguda del amonio en los adultos machos de
Uca princeps a traves de la determinacion de la concentracion letal media del amonio
(CL50-24 h). Esta prueba se realiz6 con la finalidad de calcular las concentraciones
subletales que se habrian de emplear en la pruebas de registro de la actividad locomotora,
y de corroborar si las concentraciones a emplear eran similares a las que se reportan en su

medio natural.

Los organismos capturados fueron colocados en acuarios de mantenimiento de 250 L de
capacidad, equipados con filtro bioldgico, con sustrato similar a su habitat y sin estimulo
de mareas. Durante la aclimatacion de 10 dias, se mantuvieron constantes la temperatura
(25+1°C), la salinidad (35+1 ups), el pH (8.05+0.05) y el oxigeno disuelto (> 5.2 mg
O,/L) del agua; el fotoperiodo se fijé en 12:12 luz:oscuridad (700:1900h). Durante el
periodo de mantenimiento los cangrejos fueron alimentados con hojuelas de Artemia, ad

limitum, a razon de 0.5g por dia.

La prueba de toxicidad aguda se efectuaron en la Unidad de Analisis Ambiental
(UNAAMB) de la Facultad de Ciencias, UNAM. El bioensayo de toxicidad aguda,
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estatico, de 24h, se llevd a cabo de acuerdo con los lineamientos establecidos en el curso
regional de entrenamiento sobre ensayos bioldgicos y pruebas de toxicidad (INDERENA,
PAC, PNUMI, FAO, COI. 1989) para peces e invertebrados marinos. Después del
periodo de aclimatacion, los organismos de cada concentracion experimental se
colocaron en acuarios de 18 L donde permanecieron 24 h sin alimentacién antes de la
exposicion al amonio. En cada acuario (original y réplica) se colocaron 8 organismos
(N=16 por concentracion) salvo en la concentracion més elevada donde se colocaron 9
(N=18). Las concentraciones experimentales de amonio se dosificaron a partir de una

solucion madre de 100g/L de cloruro de amonio.

Para la prueba, se consideraron cinco concentraciones experimentales, reales: 42.5, 103.4,
197.3, 254.1 y 351.9 mg de nitrégeno de amonio total (N-AT/L), correspondientes a 2.1,
5.1, 9.8, 12.6 y 17.4 mg N-NHs/L respectivamente de acuerdo a la temperatura, pH y
salinidad de los acuarios experimentales. Un grupo sin adicién de amonio se considero
como testigo (1.25 mg N-AT/L; 0.06 mg NHs/L). Las pruebas se efectuaron por
duplicado. Durante las pruebas los organismos no fueron alimentados y a lo largo del
periodo experimental las condiciones de temperatura, salinidad, pH y oxigeno disuelto se
mantuvieron similares a los del periodo de aclimatacion. Las concentraciones reales de
amonio se determinaron por el método de Azul de Indofenol (Rodier, 1981) adaptado
para microplaca (Zdfiga, 2001 com. per.).

En el transcurso del bioensayo, la muerte de los organismos se establecio por la falta de
respuesta al estimulo suave de una varilla de vidrio. A partir de los resultados de la
mortalidad de los cangrejos, se calcul6 la CL50-24h mediante el programa de cémputo de
analisis Probit (EPA, version 1.5) que consiste en una regresion lineal para datos de
probabilidad.

5.1.2. REGISTROS DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA.

5.1.2.1. Efecto del periodo de aclimatacion sobre la actividad locomotora.

De manera inicial se seleccionaron tres grupos experimentales sobre los cuales se llevo a
cabo un registro de actividad los cuales fueron monitoreados con el fin de conocer la

persistencia del ritmo circamareal después de distintos periodos de aclimatacion bajo
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condiciones de laboratorio. Se usaron cangrejos aclimatados durante 0, 15 y 30 dias.
Todos ellos fueron mantenidos en registro durante 15 dias en condiciones constantes de

oscuridad, sin amonio y sin mareas.

Durante estas pruebas la temperatura, la salinidad, el pH y el oxigeno disuelto se
mantuvieron regulados en niveles de 25+£1°C, 351 ups, el pH 8.05+0.05 pH y niveles
mayores de 5.2 mg O,/L. Los cangrejos se alimentaron cada tres dias con hojuelas de
Artemia (0.1g/individuo). Cada 3 dias se efectu6 el recambio del 50% del volumen de
agua del sistema para regular las concentraciones experimentales de amonio, las cuales se
cuantificaron diariamente por el método de Azul de Indofenol (Rodier, 1981) adaptado

para microplaca (Zufiga, 2001).

El registro de la actividad locomotora de U. princeps se obtuvo mediante el uso de
fotointerruptores de luz infrarroja, conectados a los costados de la cara larga de las
peceras individuales; al ser interrumpida cada haz de luz infrarroja por el movimiento de
un cangrejo, cada sensor registrd6 medio movimiento y medio mas al desbloquearlo. El
numero de datos (frecuencia de movimiento) se agrupé en periodos de 10 minutos, los
cuales se almacenaron en una computadora mediante el uso de una tarjeta de adquisicion
de datos (NAFRI, SA de CV, México). Los datos capturados fueron posteriormente
agrupados en Excell (Microsoft Office 2003) y analizados por medio del programa
DISPAC (Arturo Vega y Raul Aguilar Roblero, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM)
en forma de actograma de doble gréfica.

5.1.2.2. Efecto subletal del amonio sobre la actividad locomotora.

La evaluacion del efecto subletal, crénico, del amonio sobre el registro de la actividad
locomotora en adultos de Uca princeps se llevo a cabo en las instalaciones del bioterio de
la Facultad de Ciencias de la UNAM. A su llegada a las instalaciones los organismos
fueron colocados inmediatamente en los sistemas de registro. Sustentado en los
resultados previos, no hubo periodo de aclimatacion a fin de preservar el ritmo de los
cangrejos lo mas similar posible al que presentan de manera natural en su ambiente, el

cual se modifico luego de un periodo de 15 dias de aclimatacion.
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El registro de la actividad locomotora se efectu6 en tres grupos con 8 cangrejos cada uno,
con una duracién minima de 15 dias de registro equivalentes a un ciclo semi-lunar. El
primer grupo, testigo, no fue expuesto al amonio; los otros dos grupos fueron expuestos
a 3.5y 18 mg N-AT/L (correspondientes a 0.2 y 0.9mg N-NHs/L respectivamente) a
partir del cuarto dia. Estas concentraciones correspondieron al 2 y 10% del valor de la
CL50-24 h obtenidos previamente y a valores registrados en el medio natural (Vanegas

com. per).

Para llevar a cabo los registros de la actividad locomotora, se disefié un sistema capaz de

simular las mareas presentes en su medio. Para la simulacion de mareas, se emple6 una
bomba sumergible (Dolphin P-2000 professional), con capacidad de bombeo de
700L/min colocada en un contenedor inferior de agua con un volumen de 75L. La bomba
enviaba el agua a un contenedor superior, aproximadamente a una altura de1.20 m, con
una capacidad de 40L, el cual se conect6 a un sistema de distribucion para los ocho
acuarios de registro (fig. 1), los cuales a su vez vertian su flujo al contenedor inferior.
Cada acuario mantuvo un nivel minimo y méaximo de agua a través de rebosaderos (fig.
2).
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Deposito superior

Rebosadero }

Distribuidor

Lampara
Timer

Acuarios de registro

Deposito inferior con
bomba

Figura 1. Esquema del sistema experimental de circulacion y distribucion de
agua en los acuarios para el registro de la actividad locomotora de Uca
princeps.
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La actividad de la bomba se regulé mediante el uso de un interruptor programable
(timer), el cual la activaba cuando se pronosticaba marea alta, y la desactivaba cuando se
esperaba marea baja. El tiempo en el que se programaron las mareas fue hecho con base
en el prondstico de las mareas publicado por el Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacién Superior de Ensenada (CICESE) para la localidad de colecta. Durante las
pruebas, de 15 a 20 dias de duracidn, el fotoperiodo se mantuvo en LO 12:12 ~200 lux,

encendido de la luz a las 07:00 y el apagado a las 19:00 h.

entrada de agua

\4

o W] <€ nivel méaximo
Rebosadero ]

(_;1-/;\\\1:" STy - — = <€ jivel minimo
Drenaje de salida Dﬁég' == salidaaPC

Interruptores de
infrarrojo

Figura 2. Esquema de las caracteristicas generales de los acuarios para el
registro de la actividad locomotora. Se sefialan los niveles maximo y minimo
de agua al interior del sistema, correspondientes a los niveles mantenidos
durante la marea alta y baja, respectivamente.
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El registro de la actividad locomotora y su analisis, la alimentacion, la regulacién de las
variables ambientales y el control de las concentraciones experimentales de amonio se
llevd a cabo de manera similar que en las pruebas realizadas para conocer el efecto del
periodo de aclimatacién. Los resultados de los registros obtenidos fueron analizados de
forma similar, aunque en esta ocasion, los datos fueron analizados mediante el programa
DISPAC y se cuantificaron también los parametros de la actividad tales como amplitud,
duracion, estructura ritmica y fase con los sincronizadores. Dichos parametros fueron
comparados entre grupos mediante un andlisis de varianza (ANOVA) y t-Student (Zar,
1999).

La figura 3 sintetiza la informacion de los grupos experimentales usados en el presente

trabajo. Cada uno de los grupos estaba formado por 8 individuos al inicio del

experimento.

24



Aclimatacién
30 dias

Aclimatacion
15 dias

Colectay
transporte

Colectay
transporte (sin
aclimatacion)

TN

I Il

4 I
GRUPO CONTROL
(libre curso) n=5
\ Z
4 ™
GRUPO CONTROL
(libre curso) n=6
\ D%
4 N
GRUPO CONTROL
(libre curso) n=6
N )
e
GRUPO CONTROL
(Sincronizacion) n=8
\ /
4 N
Amonio 3.5 mg/L
(Sincronizacion) n=8
\ Z
;- N
Amonio 18 mg/L
(Sincronizacion) n=8
J

gagg iy

- ™

SIN AMONIO, Sin mareas,
En oscuridad constante,

10 dias
\
e N\

SIN AMONIO, Sin mareas,
En oscuridad constante,
13 dias

N
>

<
<

SIN AMONIOQ, Sin mareas,
En oscuridad constante,
13 dias

- J

4 I

SIN AMONIO, en LO
12:12, y mareas 15 dias

. J

4 N\

En LO 12:12, y mareas
18 dias

N Z
4 )

En LO 12:12, y mareas
21 dias

- J

Fig. 3. Diagrama del disefio experimental usado para evaluar el efecto del
amonio sobre la actividad locomotora de Uca princeps.
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6. RESULTADOS

6.1. Prueba de toxicidad aguda. Concentracion letal media (CL50-24h).

La concentracion letal media del amonio (CL50-24h) para los adultos de Uca princeps se
calcul6 en 186.017mg N-AT/L correspondiente a 176.8 mg N-NH4"/L y 9.2 mg N-NH;

/L respectivamente. En la tabla 1 se presentan los valores estimados a partir del analisis

probit, de las concentraciones que ocasionaron del 1 al 99% de la mortalidad en los

organismos, con sus respectivos intervalos de confianza (IC), comportamiento que se

visualiza en la Fig. 4. Cabe sefialar que el modelo probit aplicado fue significativo

(p<0.05).

Tabla 1. Valores obtenidos a partir del modelo Probit X, de la concentracion
letal del amonio (CL-24h; mg N-AT/L) para Uca princeps obtenidos a partir
del anélisis probit. Se incluyen los valores de los limites de confianza
inferior (ICi) y superior (ICs) de cada concentracion letal.

CL, % mg N-AT/L ICi ICs

1 41.908 13.479 68.358

5 64.847 28.059 94.209

10 81.841 41.305 112.252
15 95.762 53.457 126.738
50 186.017 145.457 231.388
85 361.339 280.563 595.954
90 422.802 317.845  768.658
95 533.604 379.840 1128.192
99 825.671 524.856 2342.351
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Fig. 4. Comportamiento de la toxicidad aguda del amonio en Uca princeps.

El cambio en el comportamiento de los organismos a partir del inicio de la exposicion al
amonio, permitio caracterizar el curso de la intoxicacion en Uca princeps, desde la etapa
temprana de intoxicacion hasta su muerte:

Comportamientos:
Se llevaron a cabo observaciones de comportamiento con una duracién aproximada de
una hora dos veces por dia, de las cuales se presenta el siguiente resumen de la secuencia
de los comportamientos observados a lo largo del experimento:
1. Reduccién de la actividad locomotora de los cangrejos; postura defensiva con
extension de las extremidades.
2. Tetanizaciodn de las extremidades; movimientos espontaneos de las extremidades.
Brincos con las extremidades tetanizadas.
4. Perdida completa del equilibrio; los cangrejos caen sobre su caparazon;
movimientos esporadicos tetanicos de las extremidades.

5. Muerte de los organismos.
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6.2. Registros de actividad locomotora

6.2.1. Efecto del tiempo de aclimatacion en el ritmo circamareal y circadiano de la
actividad locomotora de Uca princeps.

Del primer grupo de cangrejos (n=5) colocados desde el primer dia (sin periodo de
aclimatacion) en condiciones de registro, 2 mostraron ritmicidad circamareal y 1
circadiana. Del grupo de animales aclimatados durante 15 dias (n=6), 1 mostro ritmicidad
circamareal y 2 ritmicidad circadiana. Finalmente del grupo de animales aclimatados
durante 30 dias (n=6), solamente 1 presentd ritmo circadiano estadisticamente
significativo. Cabe mencionar que en todas estas pruebas preliminares se presentaron
artefactos en el registro por lo cual aun cuando algunos de los organismos pudieron
presentar ritmicidad, ésta se vio modificada o alterada por los artefactos, lo que dificulto
obtener mas y mejores registros.

Los actogramas de dos distintos cangrejos, registrados a distintos tiempos de
aclimatacion (izquierdo 15 dias, derecho 30 dias) se presentan en la figura 5. Durante los
dias de registro, el organismo con 30 dias de aclimatacion la actividad se presenta con un
ritmo circadiano, con un periodo de 24.79 h. En el registro del organismo con 30 dias se
observa un ritmo locomotor con ritmicidad tanto circadiana como circamareal, con un
valor respectivo de 24.37 y 16.15hrs. Los periodogramas correspondientes se muestran en

la parte inferior de cada actograma.
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Fig. 5. Actogramas de organismos con diferentes tiempos de aclimatacion. El
actograma “A” representa a un organismo con 15 dias de aclimatacion y el
“B” a uno luego de 30 dias. Los periodogramas correspondientes se incluyen

en la parte inferior. La linea diagonal en cada periodograma indica el nivel de
significancia por X2 (p<0.05).
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6.2.2. Efecto de la exposicion cronica al amonio sobre la actividad locomotora de
Uca princeps.

Los resultados obtenidos en los experimentos previos (6.2.1.) denotan que a medida que
se incrementa el tiempo de aclimatacion se reduce la expresion del ritmo locomotor tanto
circadiano como circamareal. De tal manera, los registros experimentales subsecuentes se
efectuaron en organismos sin periodo de aclimatacién a fin de mantener la expresion de
la ritmicidad locomotora en condiciones lo méas similares a las del medio natural. Cabe
destacar que los registros de exposicién crénica se efectuaron durante un minimo de 15
dias considerando condiciones simultaneas de ciclos de luz:oscuridad y patron de mareas

artificiales, similares a los del medio natural.

6.2.2.1. Grupo testigo

Los cangrejos del grupo testigo (N=8); sin adicién del amonio, mostraron una actividad
principalmente bimodal, sincronizada al patrén de mareas programado en el sistema de
registro. La actividad se presentd predominantemente en la marea baja, y el inicio de la
actividad no sigui6 al inicio del fotoperiodo. El analisis de los datos de la actividad
mediante el periodograma de X denoté un periodo promedio de 24.7 + 0.14 h, el cual es
mas cercano al periodo de la marea artificial (T= 24.8 h) que al del ciclo de luz oscuridad
(24:00 h). La relacion de fase con respecto al inicio de la marea diurna tuvo un valor de -
6.70 y de -6.04 h con la marea nocturna.

En la figura 6 se sefialan dos ejemplos de registros de actividad locomotora de
organismos de este grupo testigo. El lado superior de cada actograma muestra el ciclo de
luz oscuridad con barras claras y oscuras respectivamente, mientras que las sombras en el
lado derecho dentro de cada actograma, indican la marea alta. El lado izquierdo de cada
actograma muestra solamente los datos de actividad. Debajo de cada actograma se
presentan los respectivos periodogramas.

En estos registros, se observa que la actividad se concentra en los momentos de bajamar,
El primer grupo de actividad, que deriva de la region nocturna del fotoperiodo, es mas
largo en duracién que aquel que deriva de la parte luminosa. En general, en los cangrejos

del grupo testigo, la actividad se detiene o comienza a disminuir al inicio de la marea alta.
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Fig. 6. Actogramas de dos ejemplares de Uca princeps en condiciones de
marea artificial y fotoperiodo 12:12 (grupo testigo). Debajo de cada
actograma se presenta el periodograma correspondiente. La linea diagonal en
cada periodograma indica el nivel de significancia por X2 (p<0.05). En el
actograma B, aparece un artefacto del sistema de registro durante los dos
primeros dias.
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6.2.2.2. Grupo expuesto a 3.5 mg N-AT/L (0.2mg N-NHaz/L).

La exposicién cronica a la menor concentracion subletal de amonio, (3.5 mg N-AT/L)
(correspondiente a 0.2mg N-NHa/L y 3.3mg NH;/L) modificd las caracteristicas del
ritmo locomotor de U. princeps, respecto a los organismos del grupo testigo. Los
resultados obtenidos denotan que los cangrejos presentan una tendencia a aumentar la
intensidad de la actividad; mas importante aun, la fase de inicio de actividad se presenta
durante la pleamar diurna con un valor de relacion de fase de 0.80 y de 2.37 h con
respecto a la marea alta nocturna, a diferencia del grupo testigo que presento valores de -
6.70 £ 0.61y -6.04 + 0.31 h, respectivamente. En la figura 7 se presentan dos actogramas
y periodogramas de la actividad locomotora de dos cangrejos expuestos cronicamente a
3.5 mg N-AT/L. Los niveles de actividad de los organismos de este grupo experimental,
fueron en promedio de 6.15 + 1.58 horas de a. por cada 16.59 + 2.90 h de p; sin embargo
las diferencias no fueron significativas respecto al grupo testigo (p > 0.05). Cabe destacar
que un comportamiento muy importante en este grupo experimental, fue la reduccion de
actividad cuando existe una coincidencia entre la marea alta y el inicio del periodo de
oscuridad; asi, en la figura 7 se observa que a partir del décimo dia del actograma se
reducen los niveles de actividad, los cuales reaparecen nuevamente el dia 14. A la vez, se
destaca que la actividad es basicamente diurna, fundamentalmente durante la pleamar.

La comparacion de los periodogramas de la actividad con el del patron de mareas, denota
que los organismos, a pesar de la interaccion de los sincronizadores, siguen sincronizando

de forma preferente al patron de mareas.
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Fig. 7. Actogramas de dos ejemplares de Uca princeps expuestos a 3.5 mg N-
NH,4'/L, en condiciones simultaneas de marea artificial y fotoperiodo 12:12.
Debajo cada actograma se presenta el periodograma correspondiente. La linea
diagonal en cada periodograma indica el nivel de significancia por X?
(p<0.05). En ambos actogramas se puede apreciar que la actividad disminuye

a partir del dia 10 y parece retomar su nivel original entre el dia 14 y 15 de
exposicion.
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6.2.2.3. Grupo expuesto a 18 mg N-AT/L (0.9mg N-NH5"/L)

En la figura 8 se presentan los actogramas y periodogramas correspondientes a dos
organismos expuestos a 18 mg N-AT/L. Al igual que en los organismos expuestos a la
concentracion baja de amonio, la exposicién a la concentracion alta de amonio (18 mg N-
AT/L) modificé las caracteristicas del ritmo locomotor de Uca princeps pero con un
mayor aumento en la intensidad de la actividad; la actividad de los cangrejos se mantiene
durante toda la marea alta y en ocasiones se prolonga por un corto periodo en la marea
baja, los valores promedio de oy p fueron de 6.58 = 1.6 h y de 884 + 48 h
respectivamente. El efecto de la interaccion de los sincronizadores se vuelve a presentar,
y aunque la actividad se presenta en su mayoria en las horas de luz, esta no se encuentra
tan restringida a estas horas como en el experimento anterior sino que también se
presenta actividad nocturna. Asimismo, la actividad sigue sincronizada al ciclo de
mareas. La relacion de fase mostro diferencias significativas (p > 0.05) con el grupo
testigo, mas no con el primer grupo experimental, con un valor de y de -0.65h con
respecto al inicio de la marea diurna'y de -0.77 h con respecto a la nocturna, a diferencia
de las 6.7 y 6.04 h del grupo testigo. El mismo comportamiento del anterior grupo
experimental, es decir, la reduccién de actividad cuando existe una coincidencia entre la
marea alta y el inicio del periodo de oscuridad se vuelve a presentar, en la figura 8 se
observa que a partir del dia 12 en el actograma A se reducen los niveles de actividad,
aunque en esta ocasion la actividad no se restituye, en el actograma B parece ocurrir lo
mismo, pero los artefactos no permiten asegurarlo. A la vez, destaca que la actividad es

mas intensa en las horas de luz, fundamentalmente durante la pleamar.
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Fig8. Actogramas de dos ejemplares de Uca princeps expuestos a 18 mg N-
ATI/L, en condiciones simultaneas de marea artificial y fotoperiodo 12:12.
Debajo de cada actograma se presenta el periodograma correspondiente. La
linea diagonal en cada periodograma indica el nivel de significancia por X?
(p<0.05). Se observa una coordinacion relativa, mas evidente en el actograma
A, donde desaparece la actividad luego del décimo segundo dia.



6.2.2.4. Efecto del amonio en los niveles de actividad

Las variaciones de la actividad de Uca princeps expuestos al amonio cuantificadas
mediante el analisis diario de alfa (o) y rho (p), se visualiza en la figura 9. En el grupo
testigo, la duracion de cada grupo de actividad del ritmo bimodal muestra un valor
promedio de 4.61h, el cual aumenta a 6.15 £ 0.59 h y 6.58 + 0.65 h en los cangrejos
expuestos a 3.8 y 18 mg N-AT/L, respectivamente. Si bien los niveles promedio de la
actividad entre los distintos grupos no muestran diferencias significativas (p>0.05), existe

una tendencia de incremento conforme aumenta la concentracion de amonio en el agua.

8,

@ horas de actividad
N

TESTIGO 35 18
mg de N-AT/L

Fig. 9. Actividad cuantificada mediante el analisis diario de alfa, en Uca
princeps expuestos al amonio (mg N-AT/L). Se grafican valores promedio y
de desviacion estandar de la duracion de la fase de actividad (o).
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6.2.2.5. Efecto del amonio sobre la sincronizacion a los ciclos artificiales de luz y
mareas.

En ninguno de los grupos estudiados, se presento falta de sincronizacion a los ciclos
artificiales de mareas ni preferencia de sincronizacion a los ciclos de luz y oscuridad; sin
embargo, en los grupos expuestos al amonio, el fotoperiodo marcd una coordinacién
relativa de la actividad entre ambos sincronizadores, lo que produjo un descenso de la
actividad cuando hubo coincidencia de la pleamar diurna con el inicio de la fase oscura
del fotoperiodo. Es importante notar que en ningun caso el ritmo se ajusté al valor del

fotoperiodo, aun cuando este se encontraba presente.

6.2.2.6. Efecto del amonio sobre la relacion de fase entre el ciclo de mareas y el inicio
de actividad

Una respuesta clara de los cangrejos al ser expuestos a las distintas concentraciones de
amonio, fue el desplazamiento de la fase de inicio de actividad en relacion al patrén de
mareas (p < 0.05), comportamiento que se observa en la figura 10 donde se sefialan
valores promedio de la hora de inicio de actividad con respecto al inicio de la marea alta,
tanto para la pleamar nocturna como la diurna. Como se menciond anteriormente, el
grupo testigo muestra un inicio de actividad en la bajamar, mientras que los dos grupos
expuestos al amonio la presentan tipicamente alrededor del inicio de la pleamar. Los
valores numéricos en la figura denotan los grupos entre los cuales se observaron las

diferencias estadisticas (p < 0.05) mediante el analisis de t-Student.
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Fig.10. Las graficas muestran el valor de v en la relacion de fase con
respecto a la marea diurna (A) y la nocturna (B). Las llaves en ambas figuras
muestran el valor asignado a p, mediante el analisis de t-Student, las
diferencias, en todos los casos que se muestran las diferencias fueron
significativas.
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se evalu6 la toxicidad aguda del amonio en adultos de Uca
princeps expuestos por 24 h, tomando en consideracion el aumento y disminucion de las
concentraciones de amonio en el medio natural, particularmente en sus “madrigueras”,
proceso que tiene un periodo de al menos 24 h por el recambio natural del agua producida

por las mareas, cuando la luna se encuentra en cuarto menguante o creciente.

Los valores de la CL50-24 h obtenidos en el presente estudio, de 186.02 1mg N-AT/L
(correspondientes a 176.12 mg N-NH,"/L y 9.89 mg N-NHa/L) fueron menores a los
reportados por Rebelo et al. (1999) en el cangrejo estuarino Chasmagnathus granulata,
de Brasil, con valores de CL50-96 h de 249 y 196 mg NH,'/L, evaluados en salinidades
de 20 y 40 ups, respectivamente. Los resultados obtenidos sugieren que, aun cuando
ambas especies son similares en cuanto al habitat, U. princeps es mas sensible al efecto
toxico del amonio. Es entonces de interés realizar estudios de toxicidad similares en otras
especies de crustdceos que comparten habitats similares, valorando a la vez la
variabilidad de parametros ambientales propias del sistema como la temperatura, la
salinidad y el oxigeno disuelto asi como la interaccion de otros compuestos nitrogenados

relacionados, como el nitrito y el nitrato.

Las concentraciones subletales de amonio utilizadas para evaluar el efecto del compuesto
en las caracteristicas del ritmo de actividad de cangrejos machos Uca princeps se
eligieron a partir de los resultados de la CL50-24 h, considerando los valores
correspondientes al 2 y 10% del valor de la CL50. Las concentraciones establecidas, de
3.5y 18 mg N-AT/L (correspondientes a 0.17 y 0.90 mg N-NHs/L, respectivamente) son
niveles que se reportan en el medio natural de Uca princeps (Vanegas, com. per.). No
obstante, son concentraciones superiores a las establecidas como niveles de seguridad
para organismos acuaticos en exposiciones prolongadas, de 0.01-0.02 mg N-NHs/L y que
podrian asociarse con niveles bioldgicos adversos de este compuesto nitrogenado
(Camargo y Alonso, 2006).
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En la caracterizacion del ritmo de la actividad locomotora de Uca princeps, el ritmo se
logré obtener y mantener por lo menos durante medio ciclo lunar, en organismos tanto en
condiciones constantes (oscuridad y sin estimulo de mareas) como con fotoperiodo
luz:oscuridad (12:12) y mareas artificiales. De tal manera se pudo corroborar la
endogenicidad del ritmo al presentarse en organismos mantenidos en condiciones de
oscuridad constante y sin mareas. A la vez, en Uca princeps se observé con claridad la
anticipacion de la fase del inicio de actividad en relacion a las mareas, rasgo distintivo en
los ritmos bioldgicos (Pittendrigh, 1982), lo que le confiere un peso importante al

presente estudio.

El hecho de que bajo condiciones de laboratorio U. princeps sincronice con el ritmo
circamareal ante un esquema de dos zeitgebers con distinto periodo, simulando la
interaccion de estos en la naturaleza, permite afirmar que la especie es un excelente
modelo para el estudio de los ritmos circamareales, aun en condiciones de laboratorio.
Pese a la distancia geografica del sitio de colecta, se obtuvieron comportamientos
similares a los descritos en estudios con organismos evaluados en condiciones muy

similares a las de su habitat (Palmer, 1997; Stillman y Barnwell, 2004).

Al igual que lo reportado en los cangrejos Carcinus maenas y especies del género Uca
(Naylor 1958; 1960; Palmer 1997; Dunlap; 2004), el ritmo circamareal endégeno de U.
princeps se amortigua a medida que se incrementa el periodo de aclimatacién, lo que
impidio desarrollar més experimentos en condiciones de libre curso. No obstante, las
condiciones de sincronizacion a ciclos de luz:oscuridad (12:12) y estimulo de mareas

permitieron una observacién conductual mas detallada.

Es conocido que la relacién de fase que existe entre un oscilador bioldgico y el zeitgeber
con el cual se sincroniza, depende en buena medida de la velocidad que presenta el
propio oscilador, es decir, que el valor del periodo enddgeno es un determinante
importante para la relacion de fase que establecera con el sincronizador (Aschoff y Daan,
2000). La caracteristica del periodo puede ser afectada en los ritmos bioldgicos por

modificaciones desde genéticas hasta fisioldgicas que intervengan en mecanismos
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metabolicos (Moore-Ede, 1982). En el presente trabajo, destaca el hecho de que los
animales del grupo testigo, no expuestos al amonio, presentaron una relacién de fase con
el zeitgeber de las mareas, significativamente diferente a la observada en los organismos
expuestos durante 18 y 21 dias a niveles subletales del amonio. El que la relacién de fase
con el zeitgeber sea distinta entre animales expuestos a diferentes concentraciones de
amonio, sugiere el efecto indirecto de la toxicidad de este compuesto nitrogenado a

distintos niveles fisioldgicos y metabdlicos.

En Uca princeps, el efecto del amonio sobre la capacidad de sincronizacién entre el ritmo
locomotor y las sefiales de luz y mareas ocasiond adelantos en la relacion de fase entre
los sincronizadores y el inicio de la actividad. El adelanto de la fase de inicio de actividad
en los experimentos con adicion de amonio contrasta con lo observado por Grimaldo
(2002) que observo disminucion de la intensidad de la actividad y retrasos de fase
conforme se incrementd la concentracion de amonio en Litopenaeus setiferus. Esta
respuesta, en Uca princeps puede obedecer al efecto neurotoxico del amonio aunado a
una conducta de escape, cuya intensidad fue mayor a medida que se incrementd la
concentracion de amonio (movimientos de escape e intentos de subir por las paredes de
los acuarios o por las mangueras de aireacion y de flujo del agua de los acuarios). El
efecto neurotdxico que ocasiona la alteracion conductual que regula el ritmo, se presenta
de manera similar a como se ha descrito en ratas, donde cambios de fase obedecen a los
cambios de sensibilidad al sincronizador (en este caso la luz) a lo largo del dia (Dunlap,
2004). No obstante, existen mas explicaciones para esto, puede deberse a que el amonio
tenga un efecto similar al que ocasionan intensidades elevadas de luz en algunos
roedores, desacoplando a dos osciladores internos (splitting), sin embargo es importante
mencionar que esto solo se ha observado bajo condiciones constantes, por lo que el
desacoplamiento es Unicamente entre los osciladores internos (Aschoff, 1984;
DeCoursey, 2004d). Si nos basamos en esta explicacion y en la teoria de Naylor sobre el
control y la generacion de los ritmos circamareales, es posible plantear que el efecto
toxico o neurotéxico del amonio, esta afectando mas a un oscilador que a otro, pues la
actividad diurna se mantiene en su mayor parte, pero la relacion de fase con respecto a las

mareas cambia, por lo cual el amonio tendria un efecto mayor sobre el oscilador que se
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sincroniza con el patron de mareas. Un ejemplo claro de desacoplamiento entre
osciladores por agentes quimicos neurotdxicos, es el presentado por Honma (1986;
1987) quien observo en ratas, que el tratamiento con metanfetaminas ocasiona la
aparicion de un ritmo extra, proveniente de otro oscilador distinto al del nucleo
supraquiasmatico; este ritmo se encontraba desacoplado del fotoperiodo, pues se
presentaba en libre curso aun cuando ocurria en condiciones de luz oscuridad. Sin
embargo, esta explicacion seria dificil de comprobar o aplicar para comprender el efecto
del amonio en U. princeps, pues en las ratas el desacople es total, es decir no existe una
relacion de fase entre el fotoperiodo y el ritmo, mientras que en U. princeps esta relacion
si se presenta si bien aun no se comprende bien el control de la ritmicidad en crustaceos o
el control de la ritmicidad circamareal; sin embargo, estos son de los pocos trabajos de
ritmicidad y farmacologia donde se observa un desacoplamiento. Aun asi, se puede
afirmar que el cambio en la relacion de fase da como resultado la pérdida de
sincronizacion entre el ritmo y el sincronizador, lo que ocasiona desajustes en procesos
geneticos, bioguimicos, fisiologicos, conductuales y poblacionales, incluyendo actividad
en momentos inadecuados o fatiga en horarios en que normalmente se presenta actividad
(Brady, 1979; Dunlap, 2004), lo cual produce que los organismos que presentan el
desajuste se encuentren en condiciones desfavorables con los que se encuentran mejor
sincronizados. El efecto se incrementa con organismos circamareales con en un medio

cambiante y poco predecible.

La interpretacion de estos cambios en los patrones conductuales de Uca princeps en su
medio natural son de una gran complejidad debido a numerosos aspectos que deben ser
considerados (Crane, 1975; Newell, 1979; Yanes-Arancibia, 1981; Decoursey, 2004b),
por lo cual es dificil saber si los organismos de esta especie en su habitat, al estar
expuestos cronicamente a altas concentraciones de amonio presentan los mismos cambios
conductuales que se observaron de forma experimental. En su medio, las concentraciones
de amonio son variables debido a que conforme sube y baja la marea las concentraciones
de amonio igualmente aumentan y/o disminuyen. Mas aun, si bien las concentraciones
del amonio se puede elevar més dentro de sus galerias durante la marea alta, las

fluctuaciones de las condiciones ambientales, como la temperatura y la salinidad pueden
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ocasionar cambios en la proporciéon amonio-amoniaco, y en consecuencia en el efecto
toxico del amonio; no obstante, durante la marea alta, los productos nitrogenados son
“lavados”, “liberandose” los organismos del amonio principalmente en esta etapa. Con
ello, se dificulta valorar si en su medio natural Uca princeps experimenta alteraciones
conductuales por efecto del amonio similares a las obtenidas bajo las condiciones de
laboratorio evaluadas. Sin embargo y a pesar de su complejidad es relevante el efectuar
observaciones directas en el campo, méaxime considerando el incremento en las
concentraciones de amonio en los ambientes costeros debido a las actividades antropicas.
Un comportamiento relevante observado en el presente estudio, que no ha sido descrito
anteriormente en la literatura de ritmos circamareales, fue la deteccion de una
coordinacion relativa registrada durante el cruce de fases de los sincronizadores, cuando
la marea alta que se encontraba en la fase de luz, pasaba a la fase de oscuridad,
cambiando la relacién de fase de la marea con el fotoperiodo pasando del dia a la noche
subjetiva, ocasionando una disminucion en el nivel de actividad de los cangrejos, la
actividad volvia a aparecer cuando la marea alta entraba nuevamente en la parte de luz
(dia subjetivo) del fotoperiodo, lo cual sugiere la coordinacion relativa entre los
sincronizadores. Este fendmeno solo se observo en los organismos expuestos al amonio,
aclarando que este entrecruzamiento de sincronizadores y pérdida pronosticada de las
mareas no se presentd durante el registro de los organismos testigo.

La coordinacién relativa se refiere a que la sensibilidad de un oscilador circadiano a un
agente sincronizador no es siempre la misma; es posible que un sincronizador débil en
intensidad tenga efecto s6lo en unas fases del ciclo y en otros no (More-ede, 1982,
Aschoff, 1984) y tiene un valor biologico importante cuando un organismo se encuentra
bajo la presién de dos o mas sincronizadores, que desempefian un papel importante sobre
una misma conducta. En el caso de Uca princeps, el sincronizador de mayor importancia,
parecieran ser las mareas; no obstante, se observo que cuando la marea alta pasa a la fase
oscura, la actividad de los organismos pierde intensidad. Este fenOmeno se presento en
momentos en que en su medio natural la marea era nula o casi nula, debido al momento
del ciclo lunar en el cual se encontraba, lo cual se relacionaria con el periodo del ciclo

lunar en que los cangrejos en condiciones naturales no podrian salir de sus galerias a
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desempefiar su actividad normal por estar las 24 horas sumergidos. Esto sugiere que los
organismos mantienen el comportamiento que tendrian en su medio natural, el cual se

presento a lo largo de los registros testigo y con adicion de amonio.
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8. CONCLUSIONES

En el presente estudio se corroboro la endogenicidad del ritmo locomotor del cangrejo
Uca princeps, debido a su persistencia en condiciones constantes (oscuridad y sin
estimulo de mareas). La ritmicidad se amortigua al incrementarse el periodo de

aclimatacion de los organismos.

Los registros de la actividad locomotora con sincronizadores artificiales (luz y mareas)
demuestran que el principal sincronizador del ritmo locomotor de U. princeps son las
mareas, lo cual se apoya a la vez por el hecho de que la mayoria de los individuos

evaluados presentaron ritmicidad circamareal en condiciones constantes.

El andlisis de las caracteristicas del ritmo de actividad locomotora denot6 que niveles
subletales de amonio tiene un efecto, tanto cualitativo como cuantitativo, en la relacion

de fase del ritmo y en la intensidad de la actividad del ritmo de U. princeps.

Los cambios en las caracteristicas del ritmo locomotor de los cangrejos expuestos a
niveles subletales de amonio sugieren principalmente un efecto neurotdxico del

compuesto nitrogenado, probablemente aunado a un comportamiento de escape.

Este trabajo constituye el primer reporte de la toxicidad aguda del amonio en Uca
princeps. La CL50-24 h obtenida (186.02 mg N-AT/L) denota que los adultos de la
especie son mas sensibles al amonio de lo esperado, basado en lo reportado para

organismos similares (cangrejos estuarinos).
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9. CONSIDERACIONES.

En el presente estudio se generan numerosas interrogantes por lo cual se considera
relevante continuar con esta investigacion desde el punto de vista toxicologico vy
cronobidlogico. Las preguntas que se consideran relevantes resolver incluyen entre otras:
¢Cual es el efecto del amonio en los cangrejos dentro de las galerias donde las
concentraciones de amonio?;Qué tan similares podrian ser los efectos respecto a lo
encontrado en la presente investigacion?,;Cuél es el efecto del amonio con adiciones
puntuales, esporadicas, sobre el ritmo de la actividad locomotora? ;Como se regula el
ritmo de la actividad locomotora circamareal? ¢Es un ritmo biologico verdadero, o es
posible que sea algo similar a un enmascaramiento, al cual ciertos organismos tienen
afinidad? ¢Qué representa la aparente coordinacion relativa que se presenta en este
estudio en Uca princeps expuestos al amonio? ;Esta coordinacion relativa se presenta
también en organismos no expuestos a amonio, si se les presenta las condiciones o
sefiales adecuadas?, ¢Qué significado o implicaciones adaptativas representa esta
coodinacion relativa? ¢En un sistema tan complejo como un ambiente lagunar-estuarino,
como se podria cuantificar el aporte de compuestos nitrogenados por las actividades

antropogenicas?
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10. GLOSARIO

Alfa (o). Porcion de actividad en un ciclo completo de un ritmo.

Amplitud. Intervalo desde el punto de mayor a la menor actividad en un ritmo cualquiera.
Fase. Cualquier momento 6 punto en el ciclo de un ritmo, como el inicio de actividad o el
punto maximo de actividad.

Frecuencia. El inverso del periodo. Nimero de veces que se repite el periodo entre unidad
de tiempo.

Libre curso. Manifestacion del ritmo con periodo enddgeno bajo condiciones constantes.
Limite de sincronizacién. Puntos hasta los cuales un oscilador es capaz de sincronizar, es
decir, si sincroniza a un fotoperiodo desde 20 hasta 28 h de duracion, las 20y 28 h seran
sus limites de sincronizacion.

Marcapasos. Region anatomica, localizable y funcional capaz tanto de sostener su propia
oscilacion, como de sincronizar otros osciladores.

Periodo. Duracion de un ciclo del ritmo, desde el momento en que se presenta una fase
hasta la reaparicion de la misma fase.

Relacion de fase (y).Diferencia en una fase identificable de un oscilador y otra fase
identificable de otro o un momento de un ciclo ambiental.

Rho (p). Porcion de reposo de un ritmo de actividad.

Tau (t).Duracion de un periodo de un oscilador biolégico.

Tiempo circadiano (CT). Valor relativo que se le da a una hora en un ritmo en libre curso;
se obtiene dividiendo su duracion en libre curso entre 24 horas. El resultado es el valor de
una hora circadiana.

Oscilador. Componentes bioldgicos minimos necesarios para producir y mantener un

ritmo bioldgico.
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