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1. RESUMEN

En el presente estudio se analiz6 el ritmo circadiano de la actividad locomotriz de
la rana Eleutherodactylus longipes, que es un trogldfilo de la Cueva de los Ricos,
en el Estado de Querétaro.

Los resultados obtenidos indican que existe una ciclo endégeno expresado los
primeros dias de registro. El ritmo circadiano de actividad en los organismos
colectados, es labil y se pierde con el tiempo, de tal forma que no hay una
reorganizacion aun ante ciclos ambientales de luz-oscuridad.

El ritmo de actividad locomotriz registrado mediante un sistema automatizado de
adquisicion de datos y en un ambiente controlado de iluminacion y temperatura, ha
mostrado ser de gran interés en cuanto a lo que significa presentar una respuesta
circadiana en organismos expuestos pobremente a sefiales ambientales ciclicas,
como en el caso de esta especie.

Este tipo de estudios nos permitirdn conocer mas sobre el desarrollo y adaptacion
a los ambientes cavernicolas de los ritmos circadianos, y si existe una oscilacion
en libre curso. Ademas de aportar una mayor informacion en su papel ecologico y

comportamiento dentro de la cueva.



2. INTRODUCCION

2.1 ASPECTOS ECOLOGICOS DE LAS CUEVAS.

Las cavidades subterraneas que se encuentran en el territorio mexicano, son
diversas en cuanto a su origen, edad y grado de desarrollo (Redell, 1981). Las hay
desde pequefias cuevas basalticas, hasta gigantescos sistemas carsticos de
varios kilometros de longitud (Hoffmann et al, 1989).

Las grandes cavernas generalmente contienen un gradiente de temperatura y luz,
con tres zonas facilmente demarcadas: de luz, de penumbra con temperatura
variable, y de oscuridad con temperatura constante (De Coursey, 2004). La zona
de luz tiene la mayor abundancia y diversidad faunistica; en la zona de penumbra
existen especies que también pueden estar en el exterior. La zona de oscuridad es
la que presenta condiciones y fauna especiales (Hoffmann et al, 1989). La fauna
cavernicola, generalmente se clasifica dentro de tres grupos Los trogloxenos
(“visitantes de las cuevas”), que es conformado por aquellas especies que utilizan
a las cuevas como un refugio temporal, o incluso pueden llegar a ella de forma
accidental. Los trogléfilos (“amantes de las cuevas”), incluye especies que
presentan una afinidad con las cuevas, ademas necesitan de ellas para completar
una parte de su ciclo de vida. Y los troglobios, que son todas aquellas especies
gue estan limitados a vivir en las cuevas, y presentan todo su ciclo de vida dentro
de ella. Estos Ultimos presentan adaptaciones, tanto morfologicas
(troglomorfismos) como fisioldgicas, para la vida en las condiciones de las cuevas

(Barr, 1968).



Para referirnos a un ambiente cavernicola, también es comuin que utilicemos el
término hipogeo (“bajo la tierra, subterraneo”), y para referirnos al ambiente
exterior utilizamos el término epigeo (“sobre la tierra, superficie”) (Hoffmann et al,

1989).

2.1.1 Biotopos y Biocenosis.

Los recursos troficos en cuevas son materiales organicos (hojas, ramas y suelo)
transportados por el agua, el viento y la gravedad desde los ecosistemas del
exterior, generalmente en forma de detritos. Cuando ingresan al habitat
subterrdneo transportados por la filtracion de agua, lo hacen en forma difusa
(percolacion a través de toda la superficie) o concentrada (rios epigeos que
ingresan a través de sumideros y aportan numerosos depositos de crecida). La
fauna trogloxena, en su conjunto, constituye asi un aporte de materia organica, no
sélo los organismos vivos, sino también sus cadaveres y sus excreciones. A ello
puede agregarse una fuente interna de energia proveniente de la sintesis de
bacterias quimioautotrofas), principalmente que viven en la arcilla. Estas bacterias
autotrofas y algunos hongos poseen la capacidad de sintetizar vitaminas,
oligoelementos y factores de crecimiento, que le sirve a la fauna cavernicola. En la
zona tropical puede agregarse un limitado aporte de raices de plantas que
penetran a través de fisuras en busca de agua, y que eventualmente pueden
alcanzar galerias subterraneas a poca profundidad (Galan y Herrera, 1998).

En las cuevas, generalmente existen biotopos distintos, aunque relacionados. El
primero es el representado por los quirépteros, en los cuales esta asociada una

gran fauna de acaros y de insectos. Ademas, los murciélagos son los habitantes



cavernicolas que aportan mayor cantidad de materia organica a las cuevas. El
segundo es el guano depositado en el piso, en el cual se desarrolla una compleja
biocenosis, los hongos y bacterias que ahi crecen sirven de alimento a acaros,
colémbolos y otros artropodos. Estos a su vez son devorados por artropodos y
otros animales que se pueden encontrar en dos biotopos, el suelo y la pared de la
cueva. En algunas grutas, pueden encontrarse un biotopo més, como lo son los
arroyos, rios, charcos y estanques alimentados por agua filtrada, donde se
encuentran desde protozoarios hasta peces (Hoffmann et al, 1989). Las cuevas
por si mismas no representan ecosistemas aislados, si no que forman parte del

ecosistema exterior, ya que la energia casi en su totalidad proviene de él.

2.1.2 Factores fisicos, quimicos y geograficos.

Sin duda alguna, la falta de luz es una caracteristica fundamental que separa a las
cuevas de los demas hébitats de la superficie terrestre. El clima del interior de las
cuevas es mucho menos variable que el de la superficie externa, en general,
mientras que la temperatura es aproximadamente igual a la media anual de la
region (Hoffmann et al, 1989).

Existe una elevada humedad relativa, sin importar latitud y altitud, la cual cuando
baja es de un 80%, pero generalmente varia entre 95% y 100%. Los indices de
evaporacion generalmente son bajos, pero el aire no esta siempre inmovil. Pueden
existir corrientes de aire y aun fuertes vientos a grandes distancias de la entrada,
activados por efectos de chimenea y cambios de la presion barométrica (Galan y

Herrera, 1998; Hoffmann et al, 1989).



La composicion quimica del aire varia de acuerdo a la ventilacion de la cueva, ya
gue en una gruta bien ventilada, el aire interno es el mismo que el del exterior,
mientras que en los recintos donde circula lentamente, difiere del que circula en la
superficie porque posee en ocasiones elevadas concentraciones de didxido de
carbono y otras mezclas de gases, incluyendo gases letales (Galan y Herrera,
1998). El origen de este gas reside primordialmente en la actividad biol6gica del
suelo superficial, la respiracion y las fermentaciones humicas (Cruz et al, 2006)
Las principales rocas carstificables (caliza, dolomita, yeso) pueden contener
pequefias cantidades dispersas de uranio y torio. Uno de los miembros de la serie
de desintegracion del uranio, el gas raddn, es capaz de difundirse en el interior de
las cavernas a una tasa considerable, y la atmésfera subterranea puede contener
altas concentraciones en comparacion con la atmosfera externa (Galan y Herrera,
1998). Las filtraciones de agua al interior de la cueva, ocasiona que se formen
cuerpos de agua (Morales-Malacara y Vazquez, 1986). El medio acuatico se
caracteriza, por lo regular, por un elevado pH, bajo contenido de oxigeno y altas
concentraciones de carbonatos disueltos. Los arroyos con conexiones externas,
tienen un pH mas bajo, con frecuencia son insaturados con respecto a los
carbonatos y tienen una fauna mas rica (Hoffmann et al, 1989).

Las fuentes de alimento generalmente son escasas y desigualmente distribuidas,
predominan detritos de materia organica que son introducidos por percolacion e
inundacion, junto con restos de trogloxenos. Morfologicamente presentan una
compleja red tridimensional de espacios, conductos y galerias de muy diversos
tamafos. Ademas, extensos sustratos rocosos, humedos y con superficies

verticales resbaladizas (Galan y Herrera, 1998).



2.2 ADAPTACIONES DE LA FAUNA CAVERNICOLA.

Debido a las caracteristicas geofisicas que distinguen a las cuevas, y a sus
condiciones ambientales estables (oscuridad, temperatura, humedad), la fauna
cavernicola ha adquirido, durante un proceso de adaptacion, cambios
morfolégicos y fisiologicos (Christiansen, 1982). Entre las caracteristicas
morfolégicas que presenta la fauna troglobia se presentan los siguientes
troglomorfismos, reduccién en el tamafio, la forma del cuerpo y los apéndices son
mas alargados (gracilizacion), despigmentacion, y en algunos casos anoftalmia
(De La O-Martinez et al, 2004; Hoffmann et al, 1989; De Coursey, 2004).

La sensibilidad tactil esta méas afinada en un cierto numero de animales troglobios
ya que los receptores quimicos y mecanicos son mas grandes y mas numerosos,
ademas tienen un bajo valor de su tasa metabdlica (Hoffmann et al, 1989).
Presentan otras estructuras receptoras con gran capacidad para reconocer las
condiciones ambientales, por ejemplo, un aparato sensorial fino para percibir
vibraciones o incremento de electrosensibilidad (De La O-Martinez et al, 2004).
Muchas formas cavernicolas, aunque carecen de ojos, son fotosensibles, y al ser
iluminados con una fuente de luz, tienden a huir y esconderse; es decir que son
fotofébicos y su sensibilidad se debe a que su cuticula es translicida y la luz hace
un impacto directo sobre los centros nerviosos. Si a los troglobios se les somete a
una luz intensa durante un tiempo largo, sufren una excitacion y tratan de huir, si
no lo logran al cabo de cierto tiempo mueren. Se sabe que algunos de los
animales cavernicolas son capaces de resistir variaciones térmicas considerables,

aunque las especies acuaticas prefieren las aguas frias (Hoffmann et al, 1989).



En cuanto a la actividad locomotriz, se ha visto que los troglobios se desplazan
menos, son menos activos y se mantienen inmaoviles mucho tiempo (Hoffmann et
al, 1989). La ritmicidad en la actividad locomotriz puede tener una regresion en
troglobios, ya que los ciclos son principalmente estimulados por factores externos
como los ciclos de temperatura y fotoperiodo (Trajano et al, 2005).

Algunos de los animales, al carecer de la estimulacion luminica, no se ven
afectados en sus ritmos circadianos, fotoperiodicidad y ritmos estacionales, los
cuales tienen un papel muy importante en el medio epigeo. Sin embargo, algunos
de ellos parecen haber perdido el ritmo circadiano y las épocas de reproduccion
son producidas por factores que aun no han sido completamente dilucidados (De
La O-Martinez et al, 2004). De acuerdo con algunos autores, las formas troglobias
tienen retenido algun ritmo circadiano que les ayuda a adaptarse a la estabilidad
del ambiente. La presencia de la actividad circadiana se establece como atipica
con respecto a las especies epigeas similares. Los ciclos vitales son mas largos,
por lo que la longevidad aumenta en comparacion con las especies cercanas que
viven en el exterior (De Coursey, 2004). Ademas, la vida es mas pausada con
frecuentes periodos de letargo, menor agresividad y menores reacciones de

escape (Galan y Herrera, 1998).

2.3 ASPECTOS GENERALES DE LOS RITMOS BIOLOGICOS.
Augusto Forel sugirié en 1910, que los organismos poseian una memoria temporal
0 “Zeitgedéachtnis”, la capacidad de los organismos para medir el tiempo. Pero

gracias a las observaciones reportadas por Aschoff (1960), Halberg (1960) y



Pittendrigh (1960), se generd y evoluciono el concepto de reloj bioldgico. El reloj
biolégico se concibe como un sistema organico capaz de generar un orden
temporal en las actividades del organismo, implica la capacidad del sistema para
oscilar con un periodo regular, asi como la capacidad de usar dichas oscilaciones
como una referencia temporal interna (Aguilar, 1993). Este sistema permite la
adecuada interaccion en el dominio temporal entre el organismo y su ambiente.

Las diversas funciones de los seres vivos no se expresan en forma constante.
Cuando se estudia un proceso organico en cualquier ser vivo durante un periodo
prolongado de tiempo se puede observar que se alternan periodos de maxima
actividad con periodos de actividad escasa o nula. Cuando estas variaciones se
presentan con cierta periodicidad los denominamos ritmos biolégicos. Algunos de
estos ritmos se repiten en tan so6lo unas milésimas de segundos, mientras que
otros pueden repetirse hasta cierto nimero de afios (Gruart et al, 2002). Los
ritmos biolégicos son una forma de adaptacion al medio y de organizacién de las
actividades fisiol6gicas y conductuales, los genes son quienes contienen la
informacién necesaria para mantener a los ritmos y asi poder regular la conducta
(Pittendrigh, 1960). Ademas, esta ritmicidad puede sincronizarse a los estimulos

geofisicos.

2.3.1 Caracteristicas Generales de los ritmos bioldgicos.

Cuando una actividad biologica oscila con un periodo cercano a las 24 horas se
denomina ritmo circadiano (del latin circa= cercano o préximo, dies= dia), segun la
nomenclatura de Halberg (1960). Los ritmos circadianos se han tomado como

referencia para clasificar a otros de acuerdo a su frecuencia y periodo, como los



ritmos ultradianos que tienen una mayor frecuencia que los circadianos y periodo
menor a 19 h, y los ritmos infradianos con frecuencia menor a los circadianos y
periodo mayor a 28 h. Los ritmos circadianos generalmente estan asociados a
algun ciclo geofisico, como la rotacion de la Tierra y al periodo de iluminacion, la
duracion del dia y la noche.

Para el estudio de los ritmos es necesario tomar en cuenta algunas caracteristicas
qgue los describen. Una oscilacion es un cambio ciclico medible que exhibe una
forma de onda y periodo relativamente constante (Fig. 1). La caracteristica mas
importante de una oscilacion es el periodo, que se define como la duracién de un
ciclo completo, es decir, el intervalo de tiempo entre dos puntos de referencia
idénticos, otra forma de describir esta caracteristica es a través de la frecuencia,
refiriéndose al nimero de veces que ocurre el ciclo durante un intervalo de tiempo
arbitrario. La amplitud es la magnitud del ciclo estimada del valor maximo (cresta)
al valor minimo (valle), y en ocasiones al valor medio (mesor). La fase es el valor
instantaneo de una funcién periddica, es el tiempo estimado en que ocurre un
hecho caracteristico dentro del ciclo en estudio. EI angulo de fase, es la
diferencia de fases entre dos sefiales. Cuando se presentan cambios en la fase en
que ocurre un hecho caracteristico (marcador de fase), se llama adelanto o retraso
de fase, si el cambio consiste en que el marcador de fase se realiza después de lo
esperado, hablamos de un retraso de fase, si el cambio ocurre antes de lo

esperado lo llamamos adelanto de fase.
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Figura 1. Componentes generales de una oscilacion periédica (Modificado de Gruart, 2002).

En los animales se han identificado diversos tejidos y érganos que funcionan como
oscilador, tales como el ganglio cerebroide en los insectos (Page, 2000), los ojos
en insectos y crustaceos, la glandula pineal en aves y en vertebrados no
mamiferos y el nlcleo supraquiasmatico en mamiferos, capaces de imponer el
periodo y la fase de la ritmicidad biol6gica en diversos fenébmenos estudiados.

Estas estructuras son conocidas como marcapasos (Aguilar, 1993).

2.3.2 Oscilacion espontanea o libre curso.

Se plante6 el problema de esclarecer si los ritmos reflejaban la influencia del
ambiente, o bien si el organismo era capaz de generar la ritmicidad en un
ambiente arritmico. Algunos factores como la luz, temperatura, humedad, ruido,

presion atmosférica, radiaciones ionizantes y electromagnéticas, podrian ser



capaces de servir al organismo como estimulos que le impongan ritmicidad. El
origen enddgeno de la ritmicidad biolégica, se basa en el hecho de que en las
condiciones tipicas de aislamiento de sefiales ambientales temporales, la
ritmicidad biologica persiste con una ligera pero significativa variacion en el
periodo que la caracteriza. Este fendmeno es denominado como ritmo en libre
curso (free running en inglés) u oscilacion espontanea (Aguilar, 1993).

Existe un intervalo de variacion en el periodo del ritmo en libre curso entre
individuos de la misma especie y después de varios ciclos, los sujetos se
desincronizan entre si, aunque el periodo en oscilacion espontanea sea muy
preciso en cada individuo. Los organismos son capaces de generar los ritmos
biolégicos gracias a los ya mencionados relojes bioldgicos, que les permiten medir
el tiempo con gran precision. Aschoff (1960) demostré que los relojes circadianos
son sensibles a la intensidad de iluminacion ambiental, y en general, el incremento
de la intensidad de la luz produce la disminucion del periodo en libre curso en
animales diurnos, y el alargamiento en animales nocturnos. Por otra parte, la
oscuridad continua en animales diurnos alarga el periodo, y en animales nocturnos

lo acorta (Aguilar, 1993).

2.3.3 Compensacion de temperatura.

Otra caracteristica del ritmo en oscilacion espontanea es la compensacion de
temperatura, que consiste en que el periodo enddgeno se mantiene relativamente
constante a pesar de los cambios de temperatura del ambiente, y que pueden
afectar el funcionamiento biologico. Lo cual sugiere que a nivel metabdlico existen

sistemas especificos que compensan los efectos de la variacion de temperatura,



un caso de la conservacion homeostatica de la frecuencia de las oscilaciones
circadianas. El fenbmeno de compensacion de temperatura permite que la
medicion del tiempo por los organismos pueda realizarse con la precision en ciclos
sucesivos, sin importar los cambios térmicos ambientales que pudieran ocurrir
entre éstos (Aguilar, 1993).

La temperatura es un factor importante en la regulacién de la actividad enzimatica.
Si la temperatura aumenta, también lo hace la actividad de las enzimas, y si
disminuye, la actividad de las enzimas de igual forma. Por lo tanto se ha sugerido
que la funcién de un reloj biol6gico depende de un grupo de enzimas con distintas
temperaturas Optimas ajustadas entre si, asi presenta la misma cinética a

diferentes temperaturas (Gruart et al, 2002).

2.3.4 Sincronizacion.

En condiciones naturales, la ritmicidad biol6gica presenta una estrecha relacion
temporal con las variaciones ciclicas del ambiente geofisico, manifestandose en el
periodo de ritmo biolégico y en su relacién de fase con los ciclos ambientales. A
este ajuste o adecuacién del tiempo biolégico con el geofisico lo llamamos
Sincronizacién y al agente fisico que causa la sincronizacion se le conoce como
“Zeitgeber” (del vocablo aleman Zeit= tiempo y gever= dador). La sincronizacion
provee a los relojes biolégicos de un mecanismo por el cual éstos son capaces de
reconocer la hora local, propiedad sin la cual los relojes no tendrian relevancia
adaptativa. Ademas, sin la sincronizacién el individuo no podria ajustar sus
funciones a los cambios que ocurren en el ambiente, se veria afectada la

migracion y localizacion geogréafica. Gran variedad de fendmenos ambientales



pueden funcionar como zeitgebers como el magnetismo terrestre, radiaciones
cOsmicas, la luz, la temperatura, la disponibilidad de alimento y las sefiales
sociales. Entre estas sefales, las variaciones de iluminacion del ciclo dia-noche
presenta la mayor estabilidad en su periodo y fase, lo que las hace las méas
predecibles, y se consideran como la principal sefial de sincronizacion ambiental,
por lo menos en los organismos epigeos. Cuando un ritmo en oscilacion
espontdnea se encuentre fuera de su rango de sincronizacion, se observa que el
periodo enddgeno es modulado por el sincronizador, cuando ambos se encuentran
en una cierta relacion de fase, a este fenbmeno se le conoce como coordinacion
relativa (Aguilar, 1993).

Los efectos sincronizadores de estimulos ambientales sobre los osciladores
biolégicos se pueden explicar por dos mecanismos de accidn, sincronizacion
paramétrica y sincronizacion no paramétrica. En la sincronizacion paramétrica o
continua se propone que el estimulo ambiental afecta de manera continua la
velocidad angular del oscilador. En la sincronizacion no paramétrica o discreta
soOlo se afecta la fase del oscilador en las transiciones del inicio y fin del estimulo.

(Aguilar, 1993)

2.3.5 Enmascaramiento

Los estimulos sincronizadores pueden afectar al organismo sin necesidad de
actuar sobre los osciladores biologicos, en estas circunstancias el estimulo
actuaria directamente sobre los sistemas efectores de la ritmicidad manifiesta, a
este fendbmeno se le denomina efecto de enmascaramiento y se caracteriza

cuando el ritmo enmascarado se libera a condiciones de oscilacion espontanea, la



fase y el periodo del ritmo en estudio se predice por las condiciones del oscilador
previas a la presencia del estimulo ambiental que produjo el enmascaramiento
(Aguilar, 1993). El estimulo ambiental no afecta ni el periodo ni la fase del

oscilador bioldgico.

2.4 ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA CIRCADIANO EN

VERTEBRADOS NO MAMIFEROS.

La compleja organizacion del sistema circadiano de los vertebrados se pudo
apreciar desde los primeros estudios orientados a localizar los relojes biologicos
(De Coursey, 2004). Hay tres estructuras relacionadas con sistemas de
fotorrecepcién que estan asociadas en los vertebrados a la regulacion de los
ritmos circadianos: la glandula pineal o epifisis, la retina y el nucleo
supraquiasmatico del hipotalamo.

En algunos estudios en vertebrados, se sefiala a la glandula pineal como un reloj
biolégico presente en peces, anfibios, reptiles y aves. En algunos reptiles se ha
descrito un ojo primitivo asociado con la glandula pineal. La retina y el nucleo
supraquiasmatico en algunas especies de reptiles y aves cumplen también
funciones de reloj biolégico, y se ha mostrado que la retina funciona como un
oscilador circadiano (Underwood, 2000). La diferencia entre el sistema circadiano
de los diversos vertebrados no radica en sus componentes y su organizacion
anatomica, sino mas bien en la funcion que tiene cada uno de ellos en sistema

(Gruart et al, 2002).



2.4.1 Laglandula pineal.

El primer reloj biolégico claramente demostrado en vertebrados fue la glandula
pineal. Hacia 1968 se encontrd que la extirpacion de la glandula pineal elimina el
ritmo circadiano de locomocion en el canario (Passer domesticus), y al
transplantarle la glandula pineal se restablece el ritmo, aunque la fase del ritmo
reestablecido correspondia a la del donador. Con esto se demuestra que hay un
reloj localizado en la glandula pineal trasplantada. Actualmente, se han acumulado
datos que evidencian la presencia de un reloj circadiano en la glandula pineal de
algunos peces (Esox lucius, Heteroneupsis fossilis, Lampreta japponica), reptiles
(Anolis carolinensis, Gallo tiagalloti) y aves (Padda oryzivora, Sturnus vulgaris)
(Underwood, 2000). En todas estas especies se ha demostrado que la extirpacion
de la glandula pineal elimina los ritmos circadianos. La extirpacion de la glandula
pineal en la lagartija Podarcis sicula altera el periodo de los ritmos biolégicos pero
no los elimina, mientras que el transplante de esta glandula induce cambios en el

sentido opuesto de la alteracién inicial (Gruart et al, 2002).

2.4.2 Laretina como oscilador circadiano.

Diversos estudios experimentales han permitido concluir que también existen
relojes biologicos en la retina. En aves (Gallus domesticus, Coturnix coturnix,
Columbia livia) y reptiles (Sceloporus olivaceus, Sceloprus occidentalis, Podarcis
sicula), se requiere la extirpacion de ambos ojos, ademas de la glandula pineal,
para eliminar por completo la produccidén de ritmos circadianos. Ademas, se ha
demostrado la persistencia del ritmo circadiano de secrecion de melatonina por

células de la retina mantenidas en cultivo (Underwood, 2000). Un estudio en la



rana africana (Xenopus laevis) demuestra la presencia de un reloj circadiano en la
retina (Anderson y Green, 2000). Otro estudio en lguana iguana demuestra que
existen osciladores circadianos en la retina, la glandula pineal y el ojo parietal, los
diversos osciladores detectados funcionan como reloj para procesos diferentes.
Asi, mientras que la glandula pineal controla el ritmo de temperatura corporal, su
participacion es marginal en la generacion del ritmo de actividad locomotriz

(Underwood, 2000).

2.4.3 El nucleo supraquiasmatico.

También existe evidencia de que el nucleo supraquiasmatico funciona como un
reloj circadiano en algunas especies de reptiles y aves (Underwood, 2000). Se ha
demostrado que la lesion del nucleo supraquiasmatico elimina la expresion del
ritmo circadiano de locomocion en los reptiles (Dipsosaurus dorsalis, Podarsis
sicula) y en las aves (Passer domesticus, Padda oryzivora, Coturnix coturnix). La
organizacién del sistema circadiano en estas especies supone no sélo la
presencia de varios relojes circadianos, sino también una compleja interaccion
entre éstos. Se ha propuesto que la glandula pineal, la retina y el nucleo
supraquiasmatico, interactian formando un asa neuroendocrina. Asi, la luz afecta
directamente los osciladores circadianos de la retina y la glandula pineal mediante
sus propios fotorreceptores. El nicleo supraquiasmatico recibe la influencia de la
luz ambiental por via nerviosa desde la retina, y por via endocrina desde la
glandula pineal, a través de la hormona melatonina. A su vez, el nucleo
supraquiasmatico podria influir sobre la glandula pineal y la retina por su

inervacion a través del ganglio cervical superior (Underwood, 2000).



3. ANTECEDENTES

En los estudios realizados por De La O-Martinez y colaboradores (2004) con el
estado adulto del acocil cavernicola Procambarus cavernicola, y estadios juvenil y
adulto de su especie hermana epigea Procambarus clarkii, se que el adulto epigeo
demostrd tener una mayor actividad y un ritmo mejor expresado en periodos de
oscuridad, lo que indica que se trata de una especie nocturna. El acocil juvenil
epigeo y el cavernicola, por el contrario, demostraron mayor actividad en
condiciones de luz, comportamiento tipico de especies diurnas. En estas especies
el sistema nervioso se desarrolla tempranamente, lo que puede ser la causa de la
capacidad del acocil juvenil para ajustarse a un régimen de fotoperiodo. Las
similitudes entre el comportamiento circadiano del acocil juvenil epigeo y el acocil
cavernicola, sugiere que el acocil cavernicola tiene poco desarrollado el sistema
neuroendocrino, debido a las condiciones estables del ambiente (De La O-
Martinez et al, 2004).

En los estudios realizados por Trajano y Menna-Barreto (2000), sobre el aspecto
evolutivo entre cinco ejemplares de Taunayia sp. (cavernicolas) y dos ejemplares
de Taunayia bifasciata (epigea, nocturna), se encontré que la especie troglobia
presenta una reduccién en la actividad locomotriz, con la pérdida de componentes
circadianos en todos los especimenes estudiados, y que son completamente
arritmicos en condiciones de libre curso (Trajano y Menna-Barreto 2000). La
arritmicidad en Taunayia sp. es mas acentuada que en el pez de las cuevas de
México del género Astyanax, el cual la mantiene retenida, probablemente por una

sincronizacion de multiples osciladores (Espinasa y Borowsky, 2000). Continuando



con sus estudios sobre Taunayia sp. Trajano y colaboradores (2005), fortalecen
sus resultados sobre esta especie, y sugieren un patron para especies troglobias
altamente especializadas, con una progresiva reduccion de mecanismos
circadianos. Con frecuencia, las especies troglobias constituyen un excelente
material para los estudios de cronobiologia. Las diferencias en el tiempo de
aislamiento y en las condiciones ecoldgicas observadas en el habitat subterraneo
permiten la comparacion entre especies sobre diferentes contrastes. Estos
estudios demuestran el potencial de los organismos subterrdneos  para
investigacion de origen, evolucion, funcionamiento y genética de los ritmos
circadianos (Trajano et al, 2005).

También se han realizado estudios en artrépodos, como el caso del grillo Strinatia
brevipennis por Hoenen (2005). Los grillos han demostrado una respuesta
fotofébica, y a diferencia de otras especies del Orden Orthoptera, no realizan
migraciones al exterior de la cueva, aunque si las hacen del interior a las entradas
(Hoenen, 2005). Es una especie nocturna, y su actividad ritmica circadiana parece
ser estimulada por la temperatura y la humedad relativa de la zona (Hoenen et al
2001). Otro trabajo mas con artrépodos, realizado por Oda y colaboradores
(2000), acerca del acoplamiento de dos ciclos (muda y ovoposicion) del colémbolo
Folsomia candida. Estos ciclos presentan periodos regulares, muda 4 dias y
ovoposicion 8 dias, para los que solo presentaron ciclos de muda el periodo era de
5 dias, y respondieron a pulsos de temperatura dirigidos cada 24 h, demostrando
asi una organizacion temporal interna (Oda et al, 2000)

Al determinar los ritmos circadianos en la actividad locomotriz de la rana

Eleutherodactylus longipes, un trogléfilo de la Cueva de Los Ricos, nos permitiran



conocer mas sobre el desarrollo y adaptacién a los ambientes cavernicolas de los
ritmos circadianos, y si existe una oscilacion en libre curso. Ademas de aportar
una mayor informacién en su papel ecolégico y comportamiento dentro de la

cueva.



4. ZONA DE ESTUDIO

4.1 CUEVA DE LOS RISCOS, QUERETARO.

La cueva de Los Riscos (21° 117 797" N -99° 30" 972" W) se localiza a 3
kilbmetros de Puente de Dios, rio Jalpan, dentro del municipio de Jalpan de Serra,
Querétaro, a una altitud de 1122 m snm. Las caracteristicas geomorfologicas de la
zona son las montafias fuertemente plegadas con presencia de cafadas, por
donde corren los arroyos que se unen al rio Jalpan. El tipo de suelo desarrollado
en esta zona es de roca caliza debido a la formacion El Abra. Los factores que
determinan las caracteristicas de la cueva de Los Riscos estan asociados a los
factores externos dados por el clima de la region y los periodos de precipitacion.
La permanencia del agua es variable debido a la diferencia de periodos de seca y
lluvia. El periodo de maxima precipitacion es entre los meses de Junio y
Noviembre, y la época mas seca va de los meses de Diciembre a Mayo. El clima
que presenta este tipo Célido Subhumedo (A) C (wo) (w), la precipitacion media
anual es de alrededor de 600mm y la temperatura media anual es de 22°C (Espino
del Castillo et al, 2009). El tipo de vegetacion en el area es selva baja

subcaducifolia (Morales-Malacara y Vazquez, 1986).

4.1.1 Descripcion de la Cueva

Es una cavidad horizontal con una profundidad de 35 m y una longitud de 440 m
(Lazcano, 1986 I). La cueva se dividid en ocho zonas principales (A-H) incluyendo
tuneles y galerias, estas zonas se delimitaron de acuerdo a la topografia de la

cueva (Espino Del Castillo et al, 2009). Segun la zonacion basica de las cuevas,



en la zona de luz se encuentra la zona A, en la zona de Penumbra se encuentra la
zona B y partes de la zona C, D, E, Fy H, y la zona de Oscuridad se encuentra la
zona D y parte de las zonas C, D, E, F y H (Fig. 2). El sistema tiene cuatro
entradas que se abren una depresion de unos 25 m de diametro, las tres
cavidades se abren a la misma zona (zona A). La entrada principal forma un
puente natural, que accede a una amplia boca que se abrié debido a un antiguo
colapso, la cual presenta aproximadamente 20 m de altura por 20 m de ancho. Al
descender por los 20 m entre grandes bloques rocosos, se llega a una galeria que
tiene 100 m de largo, 25 m de ancho y 18 m de alto, y accede a un espacioso
salén que presenta gran cantidad de concreciones. Esta entrada de la gruta limita
a la zona A. El brazo derecho lleva a la zona B que es un tunel cerrado de unos 40
m de longitud total, después de recorrer 25 m se sube por una pendiente hasta
una altura de 11 m Al final de ésta se encuentra un tanel de 2 m de ancho por 5 m
de largo que termina en una bifurcacion que comunica a una grieta de 1.70 m de
ancho por 15 m de longitud y a dos pequefias camaras de forma irregular. El techo
de toda la zona presenta gran cantidad de estalactitas. Como a 30 m del lado
izquierdo de la entrada principal, se abre la zona E, se asciende por 8 m de alto y
se llega a un descanso, es una zona de irregular amplitud. Las paredes que
rodean al descanso se angostan hasta 3.5 m a lo que sigue una pendiente de 4 m.
En el fondo hay un tanel de 13 m de alto hasta llegar a una pared de 12 m de
altura, se sube por un piso inclinado a lo largo de 13 m, hay una pared no muy alta
donde se encuentra un segundo descanso de 2 m y hay otra pared de 6 m de alto;
4 m adelante se observa la segunda entrada. La zona F es la tercer entrada y se

encuentra entre las entrada que llevan a la zona A y E. Al entrar, a 16 m se



encuentra una pared con 2 m de altura que lleva a una camara que se bifurca y
cuyos brazos se comunican mas adelante, en la union hay una gatera de 6 m de
largo y unos 40 cm de altura. La cuarta entrada se encuentra del lado izquierdo de
la entrada principal y corresponde a la zona H, que representa un corredor vertical
estrecho de dificil acceso. Al interior de la cueva se encuentran dos tuneles (C y
D) los cuales tienen gours en su interior y las elevaciones varian en el interior de

éstos (Morales-Malacara y Vazquez, 1986).



Figura 2. Zonacion de la cueva de Los Riscos, Jalpan, Querétaro (Tomado de Espino Del Castillo

et al, 2009).



4.1.2 Ciclos de energia.

Como factores que pueden influir en el ciclo de energia de a cuerdo a las
caracteristicas de la cueva son: la composicion de la roca predominante esta
constituida por caliza arrecifal, la presencia de cuatro entradas le proporcionan
ventilacion, la textura del suelo es migajon arenoso con casi los mismos
porcentajes de limos y arcillas (Morales-Malacara y Vazquez, 1986). La fauna es
muy diversa en artrépodos, se encuentra una especie de anfibio y dos especies de
murciélagos hematofagos, que proporcionan guano rico en compuestos
nitrogenados, ademas la entrada se encuentra rodeada por una gran cantidad de
vegetacion. Cuando el Rio Jalpan tiene crecidas, penetra algo de agua en esta
caverna. Las numerosas filtraciones producidas por las lluvias, han originado gran

cantidad de concresiones (Lazcano, 1986 ).

4.1.3 Condiciones fisicoquimicas

El suelo de la Cueva de los Riscos presenta un 12% de materia organica, con pH
5, siendo un suelo es acido de textura de migajon arenoso, ya que tiene 40% de
arena, 32% de limo y 28 % arcilla (Morales-Malacara y Vazquez, 1986).

La zona B y E, son dos de la zonas que presentan una mayor variacion
morfolégica dentro de la cueva, por lo que sus condiciones fisicoquimicas son muy
particulares. La circulacion del aire en el caso de la zona E toma el efecto de tubo
de viento, aunque la influencia de los agentes refrigerantes como la roca y la
humedad, minimizan los efectos de las variaciones de la temperatura epigea. En
las partes profundas de los tuneles de la zona B y D la temperatura permanece

constante (Morales-Malacara y Vazquez, 1986). La temperatura en la zona B es



aproximadamente entre 15°C a 17°C con una humedad aproximada de 83%, en la
zona D la temperatura también varia entre 15°C a 17°C pero la humedad es de
96%, en la zona E la temperatura varia entre 13°C a 17°C con una humedad
aproximada de 78%.

La humedad relativa en el exterior es irregular debido al régimen de lluvias en la
region, sin embargo en los tuneles de la cueva se conserva siempre mas alta que
en el exterior (Morales-Malacara y Vazquez, 1986). Hay una gran variacion de la
humedad en las zonas E y F por su comportamiento como tinel de viento, y la
zona B por las precolaciones de agua que provocan un aumento en la saturacion
del medio en ciertos periodos del dia y el desplazamiento de esta masa de aire
cargado de humedad hacia otra area de la cueva por otras masas de aire. La
cueva presenta precolaciones de agua durante todo el afio en las zonas B, C y D.

El pH del agua en la cueva es de 6 y 7 dependiendo la hora del dia.

4.1.4 Biodiversidad

La Cueva de los Riscos presenta una gran diversidad de organismos troglobios,
troglofilos y trogoxenos que tienen un importante papel en las cadenas troficas y
en la vida de la caverna. Los organismos que ahi se encuentra son: hongos,
protozoarios, nematodos, anélidos (oligoquetos), moluscos (gasterépodos),
crustaceos (isopodos), chilépodos, diplépodos, sinfilos, aracnidos (arafias y
opiliones y &caros), insectos de la clase Collembolla, Thysanura, Dictyoptera,
Dermaptera, Blattaria, Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e
Hymenoptera, y vertebrados como peces del género Astyanax, anfibios de la

especie Eleutherodactylus longipes y quirépteros hematofagos de las especies



Desmodus rotundus y Diphylla ecaudata (Lazcano, 1986 I; Espino del Castillo,

2009).

5. BIOLOGIA DE LA ESPECIE Eleutherodactylus longipes (Baird, 1859).

Este anuro pertenece a la familia Brachycephalidae, siguiendo la clasificacion
propuesta por Frost et al, (2006). Eleutherodactylus longipes (Fig. 3) ha tenido una
serie de conflictos taxonémicos, se le ha aplicado el nombre de Batrachyla
longipes por Baird (1959), y de Syrrophus latodactylus descrita por Taylor (1939),
ésto se debe al patron de coloracion que predomina en la parte sur de la zona de
distribucién, ya que presenta grandes manchas, a diferencia de las del norte,
cuyas manchas son pequefias (Lynch, 1970), la mayoria son ranas pequefas, de
cabeza angosta, crestas craneales ausentes, la membrana timpanica y annulus
prominentes, presentan tubérculos prominentes y el dedo V de la pata trasera mas
pequefio que el dedo Ill (Lynch y Duellman, 1997). Las ranas del género
Eleutherodactylus, presentan un dimorfismo sexual marcado, por que en los
machos son regularmente de dos tercios de tamafio que las hembras (Lynch y

Duellman, 1997).



Figura 3. Eleutherodactylus longipes. La barra muestra la escala de 2 cm (Foto de la izquierda

tomada en el Laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias, UNAM, foto de la derecha

tomada de Espino del Castillo et al, 2009)

Sus caracteres taxondémicos son: terminal de falanges se expanden en forma de T,
los machos miden de hocico-cloaca entre 22.1-33.2mm, y las hembras entre 26.8-
39.6mm., la hendidura vocal est4 ausente en machos, primer dedo de las patas
delanteras mas corto que el segundo, la piel del dorso es mas aspera, la piel del
vientre es mas lisa, didmetro del timpano en machos es de 61.1-87.2% que del
0jo, Y en hembras es de 49.5-72.1% (Lynch, 1970).

Es un grupo Neotropical, presenta desarrollo directo. El desarrollo directo permite
que la reproduccién se realice fuera del agua, depositando sus huevos en la tierra,
y con ello la subsecuente exploracion de nuevos y diversos habitats (Hedges,
1989). En Meéxico, hay 27 especies de anuros viven en cuevas, los cuales
corresponden aproximadamente al 7% del total de las especies de anfibios del
pais (Reddell, 1981; Hoffmann et al., 1989). Esta especie es endémica de México,

en la lista roja de la IUCN (2009) se encuentra como vulnerable y se considerara



que su poblacién se encuentra decreciendo. Su distribucion (Fig. 4) descrita para
la Sierra Madre Oriental, abarca desde el centro de Nuevo Ledn al oeste de
Tamaulipas, San Luis Potosi, Querétaro y el extremo noroeste de Hidalgo (Santos-
Barrera y Canseco-Marquez, 2004). En Querétaro se le encuentra en la Cueva de
los Riscos, cerca de Pinal de Amoles (Lazcano, 1986 | y Il). Habita elevaciones de
650 a 2000 m y presenta una marcada tendencia a ocupar cuevas, dado que
frecuentemente se les ha colectado en ellas (Taylor, 1939; Lynch, 1970). Dentro
de la Cueva de los Riscos se ha encontrado durante el dia en las zonas A, B, E 'y

F, siendo méas abundantes en las zonas de penumbra de dichas zonas.

Il Eleutherodactyius fomgipes

Figura 4. Distribucion de Eleutherodactylus longipes. (Modificado de Lynch, 1970)



6. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Con base en la afinidad y preferencia del anuro Eleutherodactylus longipes al
ambiente de la Cueva de los Riscos; este estudio pretende, encontrar la
persistencia de los ritmos circadianos, a través de la actividad locomotriz, y su
capacidad de sincronizar a ciclos artificiales de luz y oscuridad. La importancia del
presente estudio contribuye al conocimiento de las adaptaciones en la fisiologia

circadiana de esta especie trogldfila, desde condiciones controladas de laboratorio

6.2 ESPECIFICOS

1. Caracterizar el ritmo de actividad locomotriz en Eleutherodactylus longipes,
mediante un sistema de detectores infrarrojos.

2. Evaluar la ritmicidad del ritmo de actividad mediante el analisis por
periodograma.

3. Evaluar la fotosensibilidad circadiana en estas especies mediante su

exposicion a ciclos completos de luz y oscuridad.



7. METODO

7.1 OBTENCION DE ANIMALES Y MANTENIMIENTO.

Se capturaron un total de nueve ejemplares adultos de Eleutherodactylus longipes
sin distincion de sexo ni talla, durante colectas realizadas el 20 de diciembre del
2006 (ldentificando a cada ejemplar como S;, S,, S3, S4), el 10 de marzo del 2007
(Ss, S, S7 Yy Sg) Yy el 14 de marzo del 2008 (Sg). Las ranas colectadas se
encontraban dentro de las zonas B y E, su captura fue manual y azarosa.
Inmediatamente después de su captura, las ranas fueron colocadas en sacos de
manta humedecidos con un poco de agua embotellada para mantener la
humedad. Para su transporte de la Cueva al laboratorio, los sacos fueron
colocados en una hielera doble, la cual consta de dos hieleras de unicel colocadas
una dentro de la otra (Fig. 5), con hielo machacado entre ambas hieleras, y evitar
con ésto que subiera la temperatura durante el viaje y asi mantenerla junto con la

humedad casi constante, y mantener a los organismos en condiciones éptimas.
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Figura 5. Hielera para transportar los ejemplares de la Cueva de los Riscos al laboratorio.



7.2 REGISTRO DE DATOS DE ACTIVIDAD.

En el laboratorio los organismos se colocaron individualmente en acuarios
pequefios dentro de una camara de ambiente controlado. Cada acuario esta
conectado a una serie de fotosensores infrarrojos conectados a un sistema de
registro de PC. Ademas, cada acuario tiene una ldmpara (Philips 150 lux) que
suministra las condiciones de luz. Para que la luz fuese mas tenue, ya que
presenta una mayor intensidad de luz que la registrada en la cueva, las lamparas
fueron forradas en forma de espiral con cinta de aislar. En condiciones de
oscuridad se coloc6 un foco de luz roja, forrado con cinta de aislar de la misma
forma, el cual era prendido para poder realizar las observaciones y mantenimiento
de los ejemplares. El fotoperiodo se controlé a través de un reloj interruptor, el cual

se programo para un fotoperiodo de 12:12 (Fig. 6).
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B. Camara de ambiente E. lluminacion | . Computadora

controlado F. “wantilador J. Tolltas himedas
C. Acuario G. Fooo rojo

Figura 6. Dispositivo individual para tomar el registro de actividad.

Los acuarios fueron adaptados para la especie empleada, se coloco una pequefia

capa de toallas absorbentes en la parte inferior del acuario, la cual era



humedecida cada vez que era necesario. Se les dio alimento de dos a tres veces
por semana alternando los dias y las horas para no provocar ritmicidad a este
evento. Se les alimentaba principalmente con grillos, larvas de tenebrios y moscas
de fruta. EI mantenimiento de los acuarios se realiz6 de una a dos veces por

semana, dandole limpieza y revision al equipo.

7.3 PROTOCOLOS

Los datos de registro se dividieron en tres grupos (Fig. 7). Protocolo 1,
correspondiente a los datos de registro del grupo de ranas colectadas el 20 de
diciembre del 2006; Protocolo 2, correspondiente al registro de las ranas de la
colecta del 10 de marzo del 2007; y Protocolo 3, para la rana colectada el 14 de
marzo del 2008. El Protocolo 1 consté de un registro de actividad de 48 dias
después de la llegada de los ejemplares, iniciando el registro el 21 de diciembre
del 2006 en condiciones de oscuridad continua (OO) y con una duracion de nueve
dias. En los siguientes ocho dias se continué en condiciones de luz y oscuridad
(LO) en periodos de 12:12 h. Los siguientes diez se mantuvieron en condiciones
0O, los siguientes diez dias en condiciones LO y los ultimos once dias en
condiciones de OO. El Protocolo 2 constd de un registro de actividad con duracion
de 57 dias, iniciando el registro el 12 de marzo del 2007 en condiciones de OO
durante los primeros veintinueve dias, los siguientes veintiocho dias se
mantuvieron en condiciones de LO 12:12 h. El Protocolo 3 consto un registro de
actividad con duracion de 37 dias, iniciando el 16 de marzo del 2008 en
condiciones de OO durante los primeros treinta y un dias, los ultimos seis dias se

mantuvo en condiciones de LO 12:12h.



Después de los registros, los animales fueron donados para la coleccion del

Instituto de Biologia de la UNAM.
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Figura 7. Duracion de las condiciones OOy LO en cada uno de los protocolos.

7.4 ANALISIS DE DATOS

El programa para tomar el registro fue disefiado por la compafia NAFRI S.A. de
C.V México, el cual permite capturar los datos en lenguaje ASCII. Posteriormente
son procesados en el programa Excel (Microsoft Office, 2003), y analizados en el

programa DISPAC para analisis de ritmos circadianos (IFC UNAM) en el cual los



resultados son analizados por los métodos de Actograma, Periodograma y el Perfil
de Actividad. El actograma es una de las formas mas comunes de representar un
registro de actividad, consiste en el ordenamiento consecutivo de graficos de
ocurrencia de eventos en una serie de tiempo. La técnica de doble ploteo, consiste
en que a partir de una serie de datos, se agrupan los datos en subintervalos y se
escalan para construir una gréfica de barras, esta grafica se repite al lado
izquierdo de la misma, pero recorrida un periodo sobre la escala de las ordenadas,
ésto permite una mejor observacion sobre la ritmicidad y el periodo. Para el
andlisis del periodo, se utiliza la técnica matematica del periodograma, ya que nos
permite estimular el periodo de los componentes responsables de la periodicidad
del fendbmeno. Este analisis consiste en tomar una cantidad de mediciones a
intervalos regulares, para ver si existe un componente armonico principal de
periodo, el valor de la desviacién estandar de las observaciones hechas, es un
buen estimador de la funcion periédica durante este tiempo. Representado en la
grafica se encuentra la amplitud de los estimadores (ordenadas) contra los
periodos propuestos (abscisas), el estimador de la mayor amplitud indicara que
ese periodo es el componente principal de la funcion (Vega, 1993).

Los resultados de los periodogramas, que presentaron un valor circadiano
significativo, fueron comparados entre grupos de cada protocolo con una prueba

de T de student, mediante el programa STATISTICA.



8. RESULTADOS

La actividad locomotriz de las ranas del Protocolo 1 y del Protocolo 2, tuvieron

registros muy semejantes, a pesar de haber tenido diferentes tiempos en las

condiciones de luz y oscuridad.
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Figura 8. Registro de la rana S1 del Protocolo 1, colectada en época de lluvias. A la izquierda (A)
Muestra el actograma de doble grafica marcado con flechas en el inicio de cada condicion

experimental. A la derecha (B) Muestra los periodogramas correspondientes a cada condicion.
Cada flecha indica el inicio de una nueva condicion.



En la Fig. 8 se muestra el actograma en doble grafica, con sus respectivos
periodogramas de una rana del Protocolo 1. La actividad locomotriz de la rana
muestra un ritmo circadiano en libre curso durante los primeros 9 dias que dura la
condicién de OO con periodo de t=24.12 h, y un segundo valor de t= 16.09 h,
los cuales son estadisticamente significativos. En los siguientes 10 dias al entrar a
ciclos de LO, su actividad muestra un periodo de = 23.50 h el cual pierde
amplitud y aunque no es significativo, indica una tendencia a mantener la
ritmicidad circadiana. Durante estas primeras condiciones, la actividad de la rana
se mantiene en un ciclo diurno. La rana muestra valores de periodos significativos
en las siguientes condiciones de fotoperiodos (002 t=23.10 h, LO2 1=26.85hy

1=14.81 h), aunque su actividad se ve fragmentada a lo largo del dia.
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Figura 9. Andlisis espectral correspondiente al registro de la rana S1 del protocolo 1.



El analisis espectral correspondiente a éste registro, y para cada condicion, se

muestra en la Fig. 9. Los resultados indican como los primeros valores de amplitud

alta 27.32 h, para las tres primeras condiciones (OO, LO y O02) y 22.57 h para la

condicion LO2. Para las condiciones de total oscuridad (OO y OO02) el valor de

mayor amplitud es 16.74 h. Para condicion de LO2, encontramos que el valor con

mayor amplitud es 3.73 h.
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Figura 10. Registro de la rana S2 del Protocolo 1. A) Actograma en doble gréfica, sefialado en el
inicio de cada condicion experimental (izquierda). B) Periodogramas correspondientes a cada
condicién del registro (derecha).



El actograma de la Fig. 10, muestra un patrén de actividad locomotriz muy
semejante al de la rana S1, y presencia de un ritmo circadiano en libre curso,
reflejado en un valor de 1= 24.18 h significativo, durante la primer condicion de
0O, con actividad diurna. Para las siguientes condiciones de fotoperiodos, los
valores de los periodos son estadisticamente significativos (LO 1= 22.76 h y 002
1=24.91), con actividad durante todo el dia. En la Fig. 11 se muestran los
resultados del analisis espectral que corresponden a este registro, los cuales nos
muestran una gran similitud entre las condiciones de completa oscuridad, con
valores de mayor amplitud de 27.32 h y 22.57 h, para la condicién de LO2, el

valor de mayor amplitud es 8.11. Estos valores son muy parecidos a los de la rana

S1.
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Figura 11. Analisis espectral correspondiente al registro de la rana S2 del Protocolo 1.



Las ranas del Protocolo 2, estuvieron durante 29 dias en la primera condicion de

OO. Durante los primero dias de registro, mostraron un ciclo circadiano en su

actividad locomotriz, muy semejante al mostrado en las ranas del protocolo 1.
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Figura 12. Registro de la rana S5 del Protocolo 2. A) Actograma en doble gréafica sefialando el
inicio de cada condicion experimental (izquierda). B) Periodogramas correspondientes a las
condiciones de fotoperiodos (derecha).



En la Fig. 12, se muestra el actograma y periodogramas de la rana S5 del
Protocolo 2, colectada en época de secas, la cual muestra en su actividad
locomotriz un periodo de 1= 25.93 h para la condicién de OO,. Para la condicion de
LO, el valor del periodo es de t= 24.12, y un segundo valor de t= 27.40, que no

alcanzan el nivel de significancia establecido en el analisis
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Figura 13. Analisis espectral correspondiente al registro de la rana S5 del Protocolo 2.

El analisis espectral de este registro, se muestra en la Fig. 13. Los valores de
mayor amplitud en la condicion de OO se encuentran entre 2.78 h y 8.45 h, por lo
que la actividad locomotriz de la rana se refleja en ritmos ultradianos. Para la
condicion de LO, los valores fajan de amplitud y se encuentran entre 1.14 h'y 6.25
h. La actividad locomotriz de la rana S6, presenta actividad circadiana con valor de
periodo de 1= 24.23 estadisticamente significativo en la condicion de OO,
mostrado en la Fig. 14. Al estar en condiciones de LO muestra un valor primario
de t= 28.75 y uno secundario de t= 18.47. En el analisis espectral de dicho

registro Fig. 15, encontramos para la condicion de OO valores de mayor amplitud



de 27.32 h'y 19.22 h, y para la condicién de LO presenta el valor de amplitud alta

de 6.41 h.
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Figura 14. Registro de la rana S6 del Protocolo 2. A) Actograma en doble grafica, sefialando el

inicio de las condiciones experimentales (izquierda). B) Periodogramas correspondientes a cada

condicion.
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Figura 15. Andlisis espectral correspondiente al registro de la rana S6 del Protocolo 2.

La Tabla 1 nos muestra los valores individuales de periodos correspondientes a
cada condicion experimental. Se observa de manera general, que 8 de 9 ranas
mostraron ritmo de actividad circadiano, con periodo variable; sin embargo, al
registrar la actividad ante ciclos LO, solamente 1 rana (S5) logra cambiar el
periodo, acercandose al que presenta el sincronizador (24 h), lo que indica que
s6lo este organismo, tuvo una tendencia a la sincronizacion con los ciclos de luz-
oscuridad. Las comparaciones del promedio de los periodos con al analisis de T
de student, no mostraron diferencias significativas. EI promedio de los periodos en
OO inicial, 1 vs 1l (23.32 h £+ DE 0.92, 24.85 h + DE 0.76, respectivamente), El
promedio de periodos en OO VS LO (23.26 h + DE 0.79 vs 26.14 h = DE 2.17

respectivamente).



TABLA1.

PERICDC (h)
PROTOCOLD ORGANISMO oo L o0 Lo OO
I rana 51 2412 235 231 | 2885 | ar
20-dicD8 rana 52 2418 2278 2491 o -
(Final de rana 53 231 sd sd sd | sd
lluvias )
rang 54 21,91 sd sd sd sd
Il rana 55 2593 2412
10-mar-07 rana 58 24,4 29,43
(Secas)
rana 57 2423 28,75
rana 58 sd sd sd sd sd
14-rnar. 08
[Secss) rana 59 21,45

Tabla 1. Valores de periodo calculados por periodograma, para cada uno de los individuos

estudiados en distintas condiciones: OO y LO.

Los valores de mayor amplitud de las primeras dos condiciones experimentales
de OO y LO, mostrados en el andlisis espectral de cada uno de los registros de los
Protocolos 1y 2, se representan en las graficas de la Fig. 16. Para la condicion de
OO, los valores de mayor amplitud se encuentran con mayor frecuencia entre las
10 y 2 h, demostrando la presencia de ritmos ultradianos, los valores que se
encuentran entre 30 y 16 h, aunque no tengan una mayor frecuencia, tienen una
mayor amplitud ( Figs. 9, 11, 13 y 15). En la condicion de LO, aumenta la
frecuencia de los valores de mayor amplitud entre las 4 a 1 h, y disminuye o
desaparece entre las 30 y 8 h. Al estar en esta segunda condicion, los ritmos

ultradianos estan mas presentes.
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Figura 16. Histogramas que representan la frecuencia de los valores de mayor amplitud en el

analisis espectral para las condiciones de OO y LO, del registro de todas las ranas.



9. DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede decir que el ritmo de actividad
locomotriz en adultos de la rana Eleutherodactylus longipes, es tipicamente diurno.
Los ejemplares estudiados mostraron actividad circadiana diurna en libre curso
durante los primeros dias de registro en condiciones de OO, lo que indica la
existencia de un reloj circadiano funcional asi como las vias de salida a sus
efectores.

El ritmo de actividad registrado en el laboratorio, presenta una fase de inicio
estable, lo que permitié proyectar la fase que tenian los animales antes de ser
transportados al laboratorio. Para confirmar los hébitos diurnos, la exposicion a la
luz indica que la mayor proporcion de actividad se encuentra durante la fase
luminosa del ciclo de luz-oscuridad.

Sin embargo, la sensibilidad de la especie a condiciones en cautiverio indicé que
las condiciones ambientales no fueron capaces de reinducir la ritmicidad ni lograr
un enmascaramiento por los ciclos de luz-oscuridad. En consecuencia, se observa
actividad fragmentada y dispersa sin un aparente patrén, después de
aproximadamente 10 dias de registro. Un factor importante que pudo provocar su
arritmicidad es la intensidad luminosa de las lamparas utilizadas, ya que era mayor
que la registrada en las zonas de la cueva en las que se distribuye la rana. Es
posible que la intensidad de la luz induzca modelos arritmicos en estos animales y
exprese ritmos ultradianos, esto pasa en otros animales expuestos a la luz

continua (Aschoff 1960).



Dentro de la Cueva de Los Riscos, las ranas se distribuyen en relacion a factores
ambientales tales como la humedad y luminosidad (Espino del Castillo et al,
2009), estos factores pueden ser los sincronizadores en el ambiente cavernicola.

Algunas observaciones preliminares, indican que en la zona B, donde hay una
mayor abundancia de ranas, también lo hay de grillos y arafas, las cuales pueden
ser las posibles presas de la especie de rana. La interaccion con otras especies es
un estimulo més que induce una actividad circadiana en un medio natural (Oda et
al, 2000), y los experimentos realizados no incluyeron esta interaccion. Cabe
sefalar que se han desarrollado registros de otras especies de animales, tanto
arafias como peces encontrados en la misma caverna que muestran patrones de
locomocion claramente circadianos. El suponer que la luz es el agente principal de
sincronizacion para esta especie desprecia la posibilidad de que estos organismos
sean mas sensibles a factores no foticos. Anteriormente se han indicado que
existen ventajas sensoriales no fotosensibles en organismos cavernicolas, que
pudieran representar una adaptacién que les favorece la ocupacién de dicho
habitat. La especie en este estudio, no presenta una completa insensibilidad
retinal a la luz, de hecho, la vision parece ser indispensable para que el animal
localice a su presa. En observaciones preliminares, se detectd que los animales
son reactivos a la luz, sin embargo, no parecen tener preferencias foticas en un
ambiente con iluminacion, sombra. Ya que el ritmo circadiano indica actividad
diurna, es posible que la rana pudiera salir a alimentarse dentro de la caverna, con
la poca luz que difunde desde la entrada, y de noche es posible que busque

ocupar otros nichos o repose en grietas de la cueva.



El presente trabajo deja un precedente importante. La sensibilidad de la respuesta
circadiana en un organismo cavernicola puede ser labil y por lo tanto, la falta de
ritmicidad observada en otras especies, es posible que se deba las condiciones de
laboratorio a las que son expuestas. Finalmente, el estudio de las relaciones
temporales entre organismos cavernicolas nos dara una mejor idea de las
interacciones en el espacio y en el tiempo que existen en ambientes
aparentemente constantes.

De igual forma, estudios sobre la organizacién circadiana en especies, troglobias y
trogldéfilas, permitird entender la organizacion temporal en los organismos de una
comunidad tan especifica como la existente en cavernas, lo que a su vez
enriquecerd la comprension de la biologia de estas especies “in vivo”, ademas de
ser un antecedente importante para el desarrollo de los programas de

conservacion.
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