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RESUMEN:

El presente trabajo muestra la expresion del ritmo de actividad locomotriz

en el ajolote juvenil Ambystoma mexicanum en condiciones de

laboratorio. Para ello se usaron 8 animales de 3 a 5 meses de edad (grupo
1) y 8 animales de 7 a 9 meses (grupo 2). Los animales fueron obtenidos
de reproductores mantenidos en el acuario de la Facultad de Ciencias de
la UNAM. La actividad locomotriz fue registrada de manera individual
mediante acuarios con flujo tenue pero continuo de agua filtrada y
aireada. Cada acuario contenia una bateria de fotoceldas de luz infrarroja,
las cuales al ser interrumpidas por el movimiento del animal, permitian
monitorear la actividad. Los animales fueron expuestos a ciclos de luz y
oscuridad, en fotoperiodo completo y a fotoperiodo esqueleto, con pulsos
de 1 h al amanecer y al atardecer respectivamente. La actividad fue
monitoreada automaticamente mediante un sistema de captura
computarizado. Los resultados obtenidos muestran que los animales del
grupo 1 presentan poca actividad y no hay una expresion clara del ritmo
circadiano. Su respuesta a los fotoperiodos es pobre y los niveles de
actividad aumentan conforme avanza la edad de los animales. Los
animales del grupo 2, en cambio, muestran en mayor proporcion ritmos
de actividad siendo principalmente nocturna en fotoperiodos completos y
se comienza a presentar respuesta sincronizacion ante ciclos de
fotoperiodos esqueleto. Los resultados de este trabajo permiten concluir
gue el ritmo de actividad locomotriz parece manifestarse de manera clara
a partir de los 5 meses de edad, momento en el cual parece haber

maduracion completa del sistema circadiano correspondiente.



1) INTRODUCCION

1.1 RITMOS BIOLOGICOS, IMPORTANCIA Y CLASIFICACION.

Los ritmos bioldgicos son sucesos ciclicos o variaciones de las actividades
fisiologicas y conductuales que presentan cierta periodicidad. Ocurren en todos
los organismos desde bacterias hasta animales, por lo que son considerados
una forma de adaptacién al medio (Pittendrigh, 1960). Algunos de estos ritmos
se expresan en tan solo fracciones de segundo mientras otros pueden repetirse
en meses o incluso anos (Gruart, et al, 2002). Los ritmos biolégicos se

clasifican por su semejanza o relacion con el periodo de ciclos geofisicos:

- Circadianos (cercano a un dia, 24 h).
- Circanuales (cercanos a 1 ano, 365 dias).
- Circamareales (cercano a la duracion de las mareas, 12.4h).

- Circalunares (cercano a un ciclo lunar completo, 28 dias).

También, los ritmos biolégicos se han clasificado con base en su frecuencia:

- Ritmos Circadianos (cercano a 24 h)

- Ritmos ultradianos (periodo menor a 20 h)

- Ritmos infradianos (periodo mayor a 28 h)
Los ritmos circadianos, sirven como referencia para estudiar y entender los
otros tipos de ritmos antes ya mencionados, y es por ello que han recibido

mayor atencidn, por lo que se conocen mejor sus mecanismos (Aschoff, 1982).



Para que sean generados los ritmos biologicos, dependen de la existencia de
un reloj que les confiera un caracter adaptativo. El reloj biolégico es un sistema
fisioloégico capaz de generar un orden temporal circadiano en las actividades de
un organismo. También es responsable de medir el tiempo y sincronizar el
curso de los procesos internos del organismo con respecto a lo que sucede en
su ambiente diariamente (Aguilar, 1993; Moore Ede, et al; 1982). El termino
circadiano proveniente del Latin circa (cerca) y diano 6 diem (dia) y se ha
utilizado para describir los ciclos endégenos que duran aproximadamente 24

horas que son generados por los organismos (Moore Ede, et al; 1982).

Para el estudio de los ritmos circadianos, es de gran importancia tomar en
cuenta algunas caracteristicas que los describen. Un ritmo requiere que exista
una oscilacion, que es un cambio ciclico medible, el cual generalmente muestra
una forma de onda y un periodo que puede ser constante (fig. 1). La
caracteristica mas importante en la oscilacion es el periodo (f) que es la
duracién de un ciclo completo, es decir el intervalo entre dos puntos que son
idénticos respecto a un punto de referencia, otra referencia importante es la
frecuencia, que es el numero de veces que ocurre un ciclo en un intervalo de
tiempo arbitrario. La fase (0) es el valor inmediato de una funciéon que es
periddica. La amplitud es la magnitud del ciclo estimada del valor maximo
conocido como cresta o acrofase, hasta el valor minimo, conocido como valle o
batifase; el valor promedio entre estos dos puntos se denomina mesor. El
angulo de fase (W) es la diferencia en unidades de tiempo entre |la fase de dos

oscilaciones (Gruart, 2002).
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Figura 1.Componentes generales de una oscilacion periédica en
una oscilacion sinusoidal (A) y su equivalente en una oscilacion
correspondiente a un ritmo de actividad locomotriz (B) en relaciéon a un
ciclo de luz y oscuridad(C).



1.2 PROPIEDADES GENERALES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Los ritmos circadianos presentan diversas caracteristicas que los
distinguen de los demas ritmos biologicos. Las mas distintivas son su origen
enddgeno es decir, su oscilacion espontanea en libre curso, su capacidad de
sincronizarse y de compensar los cambios de temperatura (Moore Ede, et al,

1982).

1.2.1 OSCILACION ESPONTANEA EN LIBRE CURSO

El ritmo circadiano en libre curso es representado por la oscilacion
espontanea con un periodo cercano a las 24 hs. ello requiere de un origen
endogeno de la ritmicidad bioldgica, la cual se basa en el hecho de persista el
ritmo en las condiciones tipicas de aislamiento de sefiales ambientales (como
condiciones constantes de oscuridad, temperatura y disponibilidad de

alimento).

La naturaleza endogena de los ritmos circadianos, ha sido demostrada con
el descubrimiento de distintos grupos de genes que han sido identificados
como su maquinaria fundamental. Estos genes varian en funcion del taxa en
estudio, pero basicamente reflejan asas de retroalimentacion de transduccion
y transcripcién, lo que da lugar a un control con un periodo circadiano (De

Coursey, 2004).



En los animales se han identificado diversos tejidos y o6rganos que
funcionan como osciladores marcapasos capaces de imponer a otras
estructuras el periodo y la fase de la ritmicidad biolégica en diversos
fenomenos estudiados, ejemplos de estos marcapasos son el ganglio
cerebroide en los insectos (Page, 2000), los ojos en insectos y crustaceos, la
glandula pineal en aves y en vertebrados no mamiferos (Underwood, 2000) y

el nucleo supraquiasmatico (NSQ) en mamiferos (Moore Ede, et al; 1982).

Los factores ambientales, que al presentarse de manera ciclica le sirven al
organismo como estimulos que le ajustan la ritmicidad, estos son: los ciclos
naturales de la luz, la temperatura, la humedad, el ruido, la presion atmosférica
y el magnetismo. Las sefales que son capaces de sincronizar a los ritmos
biolégicos reciben el nombre de Zeitgeber que proviene del aleman zeit

(tiempo) y geber (dador), es decir “dador de tiempo” (Moore Ede, et al, 1982).

1.2.2, EL SISTEMA CIRCADIANO

El sistema circadiano comprende a los elementos necesarios para

generar el ritmo, para sincronizarlo y para manifestarlo (figura 2).

El estimulo es aquella sefial o evento que ocurre en el ambiente
(temperatura, luz-oscuridad, pH, etc.) este estimulo debe ser detectado por un
receptor el cual actia como intermediario para transmitir la senal (este puede
ser el ojo, la retina, la glandula pineal, etc.) a osciladores primarios que son

sistemas capaces de generar y expresar cambios ciclicos de manera



independiente. Estos cambios son capaces de imponer fase y periodo a otros
osciladores o bien a estructuras que sirven como elementos pasivos y que
responden al oscilador. Cuando esto ocurre, al oscilador principal se le
denomina marcapasos, también conocido como reloj maestro o principal (figura
2). El marcapaso manda sefial a uno o varios efectores los cuales van a llevar
la sefial a diversas partes del organismo u osciladores periféricos que dan
sefales o bien conocidos como ritmos biolégicos o expresién del ritmo (Moore

Ede, et al, 1982).

Figura 2.- Esquema de los elementos que componen el sistema circadiano.

Modificado de Moore Ede, et al, 1982.



1.2.3 SINCRONIZACION

Los ritmos se sincronizan con factores ambientales ciclicos como la luz y la
temperatura. Un sincronizador es una sefal exdgena que pone a tiempo el
reloj bioldgico con respecto al local es decir, sincroniza el ritmo endogeno y asi
le permite medir intervalos de tiempo, por lo que se dice que durante la
sincronizacion, existe una coordinacion absoluta entre el marcapasos y el
sincronizador.

La sincronizacién es un mecanismo por el cual los relojes circadianos son
capaces de reconocer la hora local, esta es una propiedad que hay que
destacar ya que sin ésta, los relojes no tendrian importancia adaptativa.
Ademas sin la sincronizacion, los organismos no podrian ajustar sus funciones
a los cambios que ocurren en su entorno, por lo que se podria ver afectada la
localizacién geografica y la migracién de los individuos (Aguilar, 1993).

La coordinacion relativa de un ritmo circadiano, hace referencia a cuando el
ritmo esta en oscilacion espontanea aun en presencia de un zeitgeber, y
solamente se observa un efecto del sincronizador cuando incide en fases
especificas del ritmo, es decir que el periodo endégeno estad modulado por un

sincronizador sin lograr una sincronizacion completa (Moore Ede, et al, 1982).



1.2.3.1 SINCRONIZACION CONTINUA Y DISCRETA

En la sincronizacidn continua, el estimulo ambiental afecta de manera
continua la velocidad angular del oscilador; causando que el sistema acelere o
reduzca su velocidad angular para ajustarlo continuamente; como ejemplo, en
un ciclo de 12 h luz 'y 12 h de oscuridad, la sincronizacion continua tiene efecto
durante toda la fase en que se presenta la luz. Aqui las oscilaciones pueden
ser sincronizadas a periodos ciclicos que se desvian de su periodo natural pero
siempre dentro de ciertos limites, a estos limites se les conoce como rangos de

sincronizacion.

Por otro lado, en la sincronizacion discreta sélo se afecta una fase
especifica del oscilador, el efecto sobre esta fase uUnica que tiene como
consecuencia producir un avance o un retraso en la velocidad angular del
oscilador, suficiente para que diariamente, el estimulo breve sea capaz de
sincronizar al oscilador. Un ejemplo de la forma en la que se puede entender la
sincronizacion discreta es mediante la Curva de Respuesta de Fases (CRF):
Esta curva relaciona los desplazamientos de fase, adelantos y retrasos, de un
ritmo con respecto a la hora circadiana a la cual se produce un pulso

estimulador, como puede ser de luz o de oscuridad (Aschoff, 1981).



1.2.4 FOTOPERIODO ESQUELETO

El Fotoperiodo esqueleto es un protocolo de iluminacion para demostrar la
sincronizacion discreta. Consiste en sustituir el ciclo de luz obscuridad 12:12
por dos pulsos discretos de luz presentados en las fases de transicion de
iluminacién (Aschoff, 1960). Esta sincronizacién se puede dar en pulsos de
horas o minutos. La sincronizacién por fotoperiodo esqueleto es la suma de
dos efectos discretos que estan asociados con su principio y su fin. Para que
se lleve a cabo esta sincronizacion, se requiere de diversos factores, como la
fuerza de la sefal y la sensibilidad del organismo a dicha sefial. (Aschoff,

1981).

1.2.5 COMPENSACION DE LA TEMPERATURA

La tercera propiedad de los ritmos circadianos es la compensacion de
temperatura, ésta se da con base en el concepto del Q'°, el cual es un
cociente que da la velocidad de reaccion del cambio de “x” diferente a 10
grados C. (Moore Ede, et al, 1982).

La temperatura es un factor de suma importancia en la regulacion
enzimatica; por lo que si la temperatura aumenta también lo hace la actividad
de las enzimas, y esta disminuye cuando la temperatura disminuye. Por esto
se ha sugerido que la funcion del reloj biolégico depende de un grupo de
enzimas las cuales presentan diversas temperaturas optimas las cuales estan

ajustadas entre si, por tanto presentan la misma cinética a diferentes

temperaturas (Gruart et al, 2002).
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Para compensar los cambios de la temperatura, el periodo del ritmo no
debe ser afectado de manera drastica, de tal manera que el valor de Q" que

considera el valor del periodo en libre curso es cercano a 1.

1.2.6 ENMASCARAMIENTO

El enmascaramiento es una sincronizaciéon aparente, ya que cuando se
quita la sefial ambiental, el ritmo toma la oscilacion espontanea determinada
por el reloj circadiano, y no por la que le impuso el ciclo ambiental, el
enmascaramiento se da en diversas condiciones experimentales, o de sefales
ambientales que modifican el mecanismo real de sincronizacion, actuando
sobre los sistemas efectores del ritmo, sin llegar a afectar el reloj circadiano
(Moore Ede, et al, 1982). Algunos estimulos sincronizadores generan un
enmascaramiento inmediato del organismo; en estas circunstancias, el
estimulo sincronizador actua directamente sobre los sistemas efectores y no en
el reloj biolégico, es decir, éste no genera una respuesta de fase ante el

estimulo (Aschoff, 1960).

1.2.7 ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA CIRCADIANO EN
VERTEBRADOS NO MAMIFEROS

La organizacion compleja que presentan los sistemas circadianos de los
vertebrados, se observd desde los primero estudios orientados a localizar los
relojes biolégicos (De Coursey, 2004). Hoy en dia se sabe que en los
vertebrados no mamiferos hay tres estructuras relacionadas con el sistema de
fotorrecepcioén, asociados a la regulacion de los ritmos circadianos: la glandula

pineal o epifisis, la retina (ojos) y en la regiobn homodloga al nucleo

11



supraquiasmatico en el hipotalamo de los mamiferos. Se sabe que la glandula
pineal es un reloj bioldégico en peces, anfibios, reptiles y aves (Underwood,
2000). La diferencia del sistema circadiano en los diversos vertebrados no
radica en sus componentes y su organizaciéon anatdémica, sino mas bien en la
jerarquia que tienen cada uno de ellos en su sistema circadiano. En algunos
casos la permanencia de la ritmicidad en un sitio puede requerir la entrada

periodica de otro oscilador (Gruart, et al, 2002).

1.2.8 LA GLANDULA PINEAL COMO RELOJ CIRCADIANO

El primer reloj biolégico que fue demostrado en vertebrados es la glandula
pineal. En 1968 se encontré que la extirpacion de la glandula pineal elimina el
ritmo circadiano de locomocion, un ejemplo es el canario (Passer domesticus),
que al trasplantarle una glandula pineal se restablece el ritmo, aunque la fase
del ritmo restablecido correspondia a la del donador. Con esto se demostré que
hay un reloj 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), de
reptiles (Anolis carolinensis, Gallotia galloti) y de aves (Padda oryzivora,
Sturnus vulgaris). En todas estas especies se ha demostrado que la
extirpacion de la glandula pineal elimina los ritmos circadianos (Underwood,

2000).
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1.2.9 LA RETINA COMO OSCILADOR CIRCADIANO

Diversos estudios experimentales han permitido concluir que también
existen relojes bioldgicos en la retina. En aves (Gallus domesticus) y reptiles
(Sceloporus olivaceus), se requiere la extirpacion de ambos ojos, ademas de
la glandula pineal, para eliminar por completo la produccion de ritmos
circadianos. Ademas se ha demostrado la persistencia del ritmo circadiano de
secrecion de melatonina por células de la retina mantenidas en cultivo

(Miranda-Anaya et al 2002, 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
Iguana iguana demuestra que existen osciladores circadianos en la retina, la
glandula pineal controla el ritmo de temperatura corporal, aunque su
participacion es marginal en la generacién del ritmo de actividad locomotriz

(Underwood, 2000).

1.2.10 EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

Existe evidencia que el NSQ funciona como un reloj circadiano en
algunas especies de reptiles y aves. Se ha demostrado que la lesion NSQ
elimina la expresion del ritmo circadiano de locomocion en reptiles (Podarsis
sicula, Dipsosaurus dorsalis) y aves (Coturnix coturnix, Passer domesticus). La
organizacion del sistema circadiano en estas especies supone no solo la

presencia de varios relojes circadianos, sino también una compleja interaccion

13



entre estos. Se ha propuesto que la glandula pineal, la retina y el NSQ,
interactuan formando asas neuroendocrinas.

Asi, la luz afecta directamente a los osciladores circadianos de la retina 'y
de la glandula pineal mediante sus propios fotorreceptores. El nucleo
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
de la melatonina. A su vez, el NSQ podria influir sobre la glandula pineal y la
retina por su comunicacion a través del ganglio cervical superior (Underwood,

2000).

1.3 ONTOGENIA DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

La ontogenia implica el estudio de los cambios que se presentan durante el
desarrollo de un individuo, ésta incluye su construccién fisica desde un huevo
fertilizado, la maduracion funcional de su conducta, sistemas reproductivos y

homeostaticos, y la declinacion de estos sistemas con la edad (Nason, 1993).

La ontogenia de los ritmos circadianos es propiamente la ontogenia del
sistema circadiano; debe entonces incluir los medios, formales y fisioldgicos,

por los cuales las partes del sistema emergen y se organizan (Aschoff, 1981).

La ontogenia es la historia de vida individual de un organismo, que involucra
cambios en muchas funciones conductuales fisiolégicas y bioquimicas. Los
ritmos circadianos en un mismo organismo no son independientes uno de otro
aun si son controlados por un marcapasos circadiano o por muchos. Los
ritmos estan temporalmente organizados con respecto a los ritmos del medio

ambiente. La ontogenia de los ritmos circadianos o mejor dicho la ontogenia del
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sistema circadiano, incluye los mecanismos por los cuales las partes del
sistema surgen y llegan a organizarse; lo cual debe incluir ademas los
mecanismos que guian este surgimiento como las causas y efectos de una
pérdida de organizacion dada por la edad. La regulacion del tiempo en los
procesos del desarrollo (medidos en horas, semanas y meses) reflejan la
constancia de los procesos de desarrollo y no el control por un reloj circadiano

(Aschoff, 1981).

1.4 RITMO CIRCADIANO DE ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

Un ritmo circadiano de actividad locomotriz se refiere a la repeticion
diaria de la funcién movil de los organismos. Este ritmo nos da una respuesta
rapida acerca de los habitos diurnos 6 nocturnos de los animales; nos aporta
informacion de la hora del dia en la que los organismos son mas activos. Se le
considera un ritmo circadiano solo si persiste en condiciones constantes de
laboratorio (Hirschie-Johnson, et al. 2004), este ritmo puede ser alterado por
lesiones en el sistema nervioso. En diferentes especies de reptiles se ha
demostrado que este ritmo desaparece si se le dafa la region homadloga al
NSQ o si existe dafio en la glandula pineal (Miranda-Anaya et al, 2007). Una
caracteristica que tiene el ritmo de actividad locomotriz es su capacidad de
sincronizacion con ciclos ambientales completos o sélo a exposiciones cortas,
ya sea de alimento, de temperatura o de luz, entre otros posibles

sincronizadores (Hirschie-Johnson, et al. 2004).
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2. ANTECEDENTES

2.1 ESTUDIOS DE RITMOS CIRCADIANOS EN ANFIBIOS

Los estudios acerca de la organizacion circadiana en anfibios son escasos. Los
principales reportes acerca de marcapasos en este grupo corresponde a los
cultivos de retina de la rana africana Xenopus laevis pues sintetiza a la
hormona melatonina circadianamente in vitro (Cahill y Besharse, 1989). Otros
estudios en ranas adultas apuntan a que existe en el hipotdlamo alguna regién
homodloga al NSQ, y que tiene papel equivalente a un marcapasos, pues
después de lesionarla, desaparece el ritmo de actividad motriz (Harada et al,
1998). Los efectos de Ila pérdida del mismo ritmo de actividad, por

pinealectomia, se han reportado en la salamandra japonesa (Chiba et al, 1993).

2.2 BIOLOGIA GENERAL DEL AJOLOTE Ambystoma mexicanum

El ajolote Ambystoma mexicanum (figura 4), es endémico de México.

Se caracteriza por poseer un cuerpo alargado, con una coloracién que varia
del gris oscuro al negro terroso, apertura bucal grande con reemplazo continuo
de dientes, ojos pequefos, tres pares de branquias situadas en la parte
superior de la cabeza, cuatro extremidades (con cuatro dedos en las patas
delanteras y cinco en las traseras) una aleta que recubre parte del dorso y la
cola, y se distingue principalmente por presentar neotenia permanente durante
todo su ciclo de vida (se entiende por neotenia, a la facultad que tiene el animal
de reproducirse en estado larvario, sin llegar a completar la etapa normal del
desarrollo). El ajolote llega a medir como adulto hasta 25 cm desde la boca

hasta la punta de la cola. Ademas de branquias, posee sacos pulmonares,
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asciende a la superficie para llenar de aire sus sacos y desciende nuevamente

al fondo Viven en aguas poco profundas (Tihen,1958).

2.2.1 Estado actual de la especie

El Ambystoma mexicanum es totalmente acuatico, vive en lagos, pozas
y canales de Xochimilco (México, D. F.) donde el clima es templado sub-
humedo con lluvias en verano (Cw), la altitud promedio de la region es de 2,250
msnm y la lluvia anual promedio es de 600 mm. El ajolote requiere en su medio
condiciones particulares de turbidez, altos niveles de oxigeno disuelto en el
agua, y condiciones estables de las corrientes. La temperatura ideal del agua
es fria, de 16 a 18° C y no debe de exceder los 22° C. Actualmente el cuerpo
de agua en que habita se ha visto fuertemente perturbado y reducido. La
vegetacion que solia rodear en abundancia el habitat del Ajolote Mexicano, son
gramineas y plantas herbaceas suculentas (plantas con tejidos que almacenan
agua) de suelos salinos, alcalinos y mal drenados; asi como algunos tipos de
pastos. Actualmente la vegetacion acuatica es escasa, anteriormente se
encontraba el bosque de pino-encino; ecosistema que ahora esta fragmentado
y del que queda poco. Hoy en dia hay extensas zonas de cultivo de maiz, flores

y diferentes tipos de vegetales como lechuga (Chaparro, 2007).

En diez afnos, la densidad de ajolotes descendio de alrededor de seis mil
individuos por km? en 1998, a solo un mil en 2004 y s6lo 100 o tal vez menos,
para 2008. Para ese mismo ano, los estudios sugerian que la poblacion total en
vida silvestre pudiese ser de entre 700 a 1200 individuos. Sin embargo se,

considera que debido a lo agresivo de los factores que amenazan su
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ecosistema, sobreviven menos de lo esperado, y para 2009 se piensa apenas
quedan 20 individuos (Stephan y Ensastigue, 2001).

Desde 1975 fue incluido en el Apéndice Il de CITES, para regular su
comercio internacional. Actualmente se esta estudiando su cambio al Apéndice
|. En México se incluy6 en la NOM-059-ECOL-1994 y se refrendd su estatus
bajo proteccion especial en la NOM-059-ECOL-2001. En 1993 se decreto el
Parque Ecolégico de Xochimilco, que incluye en su plan de manejo un proyecto
para la conservacion del Ajolote. En 1999, el Comité Técnico Consultivo
Nacional para la Recuperacién de Especies Prioritarias (CTCNREP), creé un
Subcomité para la Recuperacion de Especies Prioritarias de México dedicado
al Ajolote Mexicano. Actualmente es una de las 51 especies del programa de
Conservaciéon de Especies Prioritarias (PROCER). En 2006, la IUCN modifico
el estatus de la especie de vulnerable a en peligro critico, que es cuando una
especie enfrenta un alto riesgo de extincion. En ese mismo afio, se publicé el
programa de manejo del area natural protegida con caracter de zona de
conservacion ecologica “Ejidos de Xochimilco y San Gregorio Atlapulco” donde

es obligatoria la conservacion y manejo del Ajolote Mexicano.

Figura 4.- Ajolote mexicanum
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2.3 TAXONOMIA

Reino: Animalia (Linnaeus, 1758)
Phylum: Chordata (Bateson, 1885)
Clase: Amphibia (Linnaeus, 1758)
Subclase: Lissamphibia (Haeckel, 1866)
Orden: Urodela (Dumeril, 1806)
Familia: Ambystomatidae (Gray, 1850)
Género: Ambystoma (Tschudi, 1838)
Especie Ambystoma mexicanum

Nombre Comun: Ajolote o Axolote

2.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA

En la época en que Hernan Cortés realizara la Conquista de México,
Ambystoma mexicanum se encontraba en el gran lago que ocupaba gran parte
del valle de México y estaba dividido en seis sectores, cada uno llamado lago
de: Chalco, México, Texcoco, Xaltocan, Zumpango y Xochimilco. En la
actualidad, esta especie se encuentra restringida unicamente a los canales que
aun existen del lago de Xochimilco (fig. 5) y al pequefio vestigio del lago de

Chapultepec (Malcinski, 1977; Smith, 1989).
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Figura 5. Canales de Xochimilco (arriba) y vista aérea de la region de los
canales 19° 15"47" N, 99° 6’ 11"UTM 2129938 489171 14Q zoom 8 Escala
1:10000.
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2.5 CICLO DE VIDA

La fase inicial del cortejo en el ajolote, consiste en que cada animal se
empuja suavemente unos a otros con su hocico, primero a lo largo del flanco y
después alrededor de la cloaca. Esto lleva al comportamiento del “vals”, en el
cual cada animal presiona el hocico en la cloaca del otro, moviéndose la pareja
en circulo. Después de algunos minutos de estar bailando en circulo el macho
interrumpe la secuencia y se aleja de la hembra, quien lo sigue muy de cerca, a
menudo tocando su cola con el hocico. Durante esta etapa del cortejo, el
macho sacude su cola del lado a lado con un movimiento ondulatorio que
empieza en la parte posterior de su cuerpo. La hembra sigue al macho y
posteriormente bajando la porcién de la cloaca mientras sacude vigorosamente
su abdomen y cola, depositando el espermatéforo en el substrato; este proceso
dura aproximadamente medio minuto. La hembra se coloca sobre el
espermatéforo para recogerlo, mientras que sacude fuertemente su cola, al
grado que el comportamiento resulta indistinguible del macho durante la
deposicion. Después de esto, los dos animales se mueven
independientemente. El proceso de cortejo y transferencia del espermatoforo
se repite varias veces en el transcurso del encuentro (Eisthen, 1989).

La condicion para reproducirse (actividad funcional de las gonodas) es
regulada en los anfibios por un ritmo endégeno, con el que se encuentra
correlacionado y genéticamente ajustados a trenes estacionales en cuanto a
fotoperiodo, temperatura, e incluso regimenes especificos de precipitacion

(Douglas, 1981).
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3 JUSTIFICACION

El ajolote Ambytoma mexicanum es una especie endémica de México y esta
catalogada como especie Sujeta a Proteccion Especial (PR) por la NOM-059-
SEMARNAT-2001. EI conocimiento sobre la estructura del ritmo circadiano de
actividad locomotriz en organismos juveniles, asi como de su capacidad de
sincronizacion continua y discreta, permitira enriquecer el conocimiento de la
biologia general de la especie, lo cual a su vez contribuye con conocimiento
original, sobre el cual se desarrollan los programas de conservacion para el

ajolote.

Por otro lado, no existen estudios realizados anteriormente que reflejen
informacion sobre la ontogenia del ritmo de actividad en A mexicanum, por lo
que el presente trabajo aporta informacion original para el estudio de la

especie.

En el presente trabajo se estudian dos intervalos de edad en el
desarrollo y la maduracion de Ambystoma mexicanum. Lo anterior permitira
correlacionar los cambios en el crecimiento y la maduracion del sistema

circadiano en este organismo.
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4 HIPOTESIS:

Debido a que en diversos organismos se ha podido establecer claramente que
durante la ontogenia va madurando el sistema circadiano, hasta quedar bien
organizado, entonces esperamos observar cambios en la organizacion
circadiana de Ambystoma mexicanum al registrar su actividad locomotriz en

dos etapas, relativamente tempranas, de su ontogenia.

5 OBJETIVOS

Objetivo General:

e Caracterizar el ritmo de actividad locomotriz y su capacidad de
sincronizacion en dos intervalos de edad del ajolote Ambystoma

mexicanum (3 a 5 meses y de 7 a 9 meses de edad).

Objetivos Especificos:

e Determinar si en Ambystoma mexicanum existe un ritmo circadiano de
actividad locomotriz en condiciones constantes desde etapas juveniles
de dos distintas edades y si se presenta el ritmo, analizar sus
caracteristicas.

e Determinar si la actividad locomotriz presenta sincronizacion con la
fase de un fotoperiodo 12:12 y si dicha relacion se mantiene ante un

fotoperiodo esqueleto 11:1, 11:1.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion y mantenimiento de los animales

Los 16 ajolotes de distintas edades (8 de 3-5 meses y 8 de 7-9 meses) sin
distincion de sexo, se obtuvieron del Acuario de la Facultad de Ciencias, donde
fueron criados, con el protocolo y condiciones reportadas por Cambranis
(2000). Los animales de 3 a 5 meses, tienen una longitud que va de 4 a8 cm, y
los de 7 a 9 meses de 8 a 11 cm aproximadamente. Los reproductores
provenian, el macho de la colonia del acuario de la Facultad de Ciencias vy la
hembra proveniente del Instituto de Biologia de la UNAM. La temperatura en
que se mantuvieron fue entre 18° y 20° C durante todo el protocolo de crianza,
el agua se filtraba y oxigenaba mediante filtros biolégicos a base de grava, y
constantemente se recirculaba el agua para evitar acumulaciéon de amoniaco y
nitritos que producen los ajolotes. Mientras estuvieron en registro, los animales
fueron alimentados dos veces a la semana con artemia, pulga de agua, lombriz

de tierra.

6.2 Sistema de registro de actividad locomotriz

Los animales fueron colocados de manera individual en acuarios de
vidrio de 10 x 30 x 10 cm (alto, largo y ancho respectivamente). Los acuarios
fueron mantenidos en una gaveta metalica que tenia ventilacion constante y
fotoperiodo controlados (Fig.7). Los ciclos de luz y temperatura se controlaron
independientemente con interruptores programables domésticos (STEREN
modelo Temp-08E). La etapa luminosa consistio de luz brillante (260 Ix)

proporcionada por una lampara de luz blanca (Philips 20 W, F20T12/D) y la

24



fase oscura consistié en iluminacion de fondo con luz roja tenue (5 Ix)
proporcionada por una bombilla de baja intensidad cubierta con plastico celofan
rojo de alta densidad. La actividad locomotriz fue detectada mediante un par de
barras con sensores infrarrojos colocadas a lo largo de la base de cada
acuario. La actividad fue medida utilizando la cuantificacion de interrupciones
del haz de luz infrarrojo (figura 7). La informacion obtenida con el sistema fue
almacenada en una computadora de escritorio cada 10 minutos de forma

automatizada mediante el software RALM15 (figura 8).

Figura 7.-acuario de registro, con barras de sensor infrarrojo que registran la
actividad al cortar el haz de luz y con un sistema de recambio del agua.
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6.3 Sistema de flujo continto de distribucidén de agua

Cada una de los 8 acuarios recibia una manguera de plastico donde fluia
una corriente continua de agua proveniente de un estanque de 50 litros desde
donde el agua era constantemente aireada vy filtrada. El agua circulaba en cada
acuario por gravedad hasta otro depdsito de 50 litros donde era bombeada al
primer estanque mediante un sistema eléctrico bombeo (Racom, control de

bombeo modelo, CBST).

FIGURA 8 Sistema de flujo continuo de distribucion de agua, la fotografia
muestra el sistema que controlaba el bombeo hacia la tina superior, en relacion
al nivel de agua.
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6.4 Disefio experimental

Se usaron simultaneamente 8 animales en acuarios individuales, bajo un
fotoperiodo de 12:12 Luz-Obscuridad (LO, 07:00-19:00 fotofase) durante 8-10
dias, con el fin de observar la organizacién de la actividad en sincronizacion
continua. Posteriormente se mantuvieron en luz roja constante (LRC) durante
10 dias para observar el libre curso y control de fase del ritmo de actividad
locomotriz; luego pasaron a ciclos de fotoperiodo esqueleto 11:1, 11:1, durante

10 dias mas y nuevamente en LRC por al menos 8 dias mas.

6.5 Anédlisis de datos
Los datos obtenidos se analizaron mediante en actogramas de doble
grafica periodogramas de X? y analisis espectral, las fases estables de
oscilacion en cualquier fotoperiodo, sirvieron para hacer la comparacion de los
perfiles de actividad y la distribucién de la actividad en cada fase, mediante el

uso del software ACTIVIEW (Minimitter, Oregon USA).
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7 RESULTADOS

Grupo 1 (3 a5 meses de edad)

En la figura 9, se muestra un actograma respresentativo de un
organismo del grupo1 (3 a 5 meses de edad), que en la condicion inicial de LO
se observa una actividad locomotriz de baja amplitud en los primeros ocho
dias, con una tendencia a ser nocturna, como se muestra en la curva de
actividad promedio presentada a la derecha del actograma. La actividad se
muestra dispersa en la fase luminosa del ciclo desde unas horas antes del
apagado de la luz; después en LRC, no se ve un ritmo definido, y se aprecian
brotes intensos de actividad sin un patron circadiano aparente. Al pasar al FE,
se observa que la actividad no se concentra de manera especifica en
cualquiera de las fases establecidas por el fotoperiodo, la curva de actividad
promedio muestra un brote conspicuo que podria ser resultado del dato
correspondiente al 6 de abiril, el cual no es constante el resto del registro en
esta condicidon. En la ultima etapa en LRC, en libre curso se puede observar
unicamente dos ciclos de actividad, posteriormente se carece de datos en este
ejemplo. De los 8 animales usados en este grupo, solo 2 mostraron una
respuesta al ciclo LO, y 2 presentaron ritmos en LRC. La respuesta de
organizacion de actividad ante el FE se observa solo en 3 animales sin que

fuera posible verificar si existe control de fase en la condicién de LRC posterior.
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Figura 9. Actograma de un ajolote del grupo 1. El lado izquierdo del
actograma indica con color las condiciones luminicas de cada fase del
protocolo. Se nota en todo el registro una falta de ritmo en libre curso asi como
de respuesta organizada en el fotoperiodo. A la derecha del actograma se
muestra la curva promedio del periodo en LO y FE respectivamente, las cuales
presentan mayor actividad nocturna.
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Grupo 2 (7 a9 meses de edad)

En la figura 10, se muestra un actograma respresentativo de un
organismo del grupo 2 (7 a 9 meses de edad), que en la condicion inicial de LO
se observa una actividad locomotriz de mayor amplitud principalmente
nocturna, como se muestra en la curva de actividad promedio presentada a la
derecha del actograma. Tambien se observa actividad dispersa en la fase
luminosa del ciclo desde unas horas antes del apagado de la luz; después en
LRC, se ve un ritmo definido con periodo mayor a 24 hs que oscila a partir de
la fase que mantuvo el ultimo dia en fotoperiodo. Ademas se aprecian brotes
menores de actividad sin un patron circadiano aparente. Al pasar al FE, se
observa que la actividad se concentra de manera especifica entre los pulsos
que representan el dia subjetivo, la curva de actividad promedio muestra un
brote conspicuo. En la ultima etapa en LRC, en libre curso se puede observar

un ritmo robusto con periodo menor a 24 hs.
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Figura 10. Actograma de un ajolote del grupo 2 (7 a 9 meses). El lado
izquierdo del actograma indica con color las condiciones luminicas de cada
fase del protocolo. Se nota en todo el registro una mayor consistencia de la
oscilacion del ritmo de actividad y sincronizacion al fotoperiodo completo, A la
derecha del actograma se muestra la curva promedio del periodo en LO la cual
presenta mayor actividad nocturna.

31



Sincronizacion a LO ante ciclos (12:12)

De los 8 oragnismos revisados en cada grupo, solo dos mostraron
sincronizacion detectada por analisis de periodograma a LO en el grupo 1, y
seis del grupo 2. La figura 11 muestra el valor promedio (+tEE) del periodo. En
el grupo 1 se obtuvo un periodo de 24.8 ( + 1.38h) y en el grupo 2 un periodo
de 23.3 ( £ 0.187 h). En el grupo dos (azul) se ve un periodo menor con
respecto al grupo uno (rojo), pero esto tomando en cuenta que en el grupo uno

solo se obtuvo este promedio de dos organismos.

Figura 11 . Promedio del periodo en LO. En el grupo 2 muestra que en 6
animales el periodo resulto menor a 24 hs.
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Libre curso en LRC

La figura 12 muestra el promedio del periodo del primer segmento de
LRC posterior a la condicién inicial de LO (azul) y del segundo segmento en
LRC, después del FE (rojo). En ambos casos es mayor el numero de animales
del grupo dos que presenta un periodo detectable en el periodograma (indicado
con paréntesis sobre cada barra). En la figura 10 se observa en el grupo uno,
en la primera etapa experimental un periodo promedio de 24.05 + 0.34 h y en
la segunda etapa un periodo de 24.48 + 0.5h y en el grupo 2 presenta en su
primera etapa 26.55 £ 0.281h y en la segunda etapa un promedio de 24.86 +

0.00148h.

Figura 12. Promedio del periodo del ritmo de actividad en LRC posterior
a cada fotoperiodo LO (azul) y del FE (rojo)
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Respuesta al Fotoperiodo esqueleto.

Del grupo 1, sélo 3 ajolotes y del grupo 2, sélo 4 ajolotes sincronizaron
con el FE. La Figura 13 muestra los promedios del periodo del ritmo de
actividad de los organismos que tuvieron respuesta al FE. En el grupo 1 se
obtuvo un periodo de 24.6 (£ 0.888) y en el grupo 2 un periodo de 23.76 (
0.616).

Figura 13. Promedio del periodo y Numero de organismos que
respondieron a la sincronizacion del FE.
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Niveles de actividad en condiciones constantes de oscuridad

En la figura 14 se muestra el promedio de la actividad total, evaluado
como el promedio de interrupciones a las fotoceldas por cada 10 minutos (bin),
durante los ultimos cinco dias de cada condicion. En el grupo 1, durante la
primera etapa de LRC, se observo un promedio de 14.2 £ 0.449 mov/ bin, en la
segunda etapa de LRC (posterior e FE) fue de 46.23 mov/ bin + 18.96. En el
grupo 2 en la primera etapa se obtuvo un valor de actividad total de 58.2 + 3.11

mov/ bin, en la segunda etapa con un valor de 45.2 + 11.99 mov/bin.

Fig. 14. Nivel promedio de actividad en la primera etapa de LRC (azul)
y de LCR en segunda etapa (rojo), se nota como incrementa la actividad en los
animales del grupo 1 durante la exposicion a el segundo periodo de LRC,
mientras que en el grupo 2 la actividad mas intensa se ve en el primer periodo
de exposicion LRC.
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Niveles de actividad en LO.

En la figura 15 se observa el nivel de actividad promedio
correspondientes al grupo 1. En condicion de Iluz durante el ciclo LO, se
registraron 10.7 £ 2.69 mov/bin y en obscuridad con un valor de 14.75 £ 4.72
mov/bin. En el grupo dos en la etapa de luz, el valor es de 37.65 + 7.7

mov/bin) y en obscuridad es de 106.26+ 21.72.).

Figura 15.- Nivel de actividad en luz-obscuridad, luz (azul) y obscuridad
(rojo), se observa como aumenta notablemente la actividad en la fase de
obscuridad en el grupo dos al igual que aumenta en la fase de luz.
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8 DISCUSION
El ajolote mexicano es un organismo neoténico, pero aun asi hay ciertas
caracteristicas representativas que son descritas para tomar en cuenta los

intervalos de edad descritos en el presente trabajo:

Holly et al (2002) elaboro la tabla de estadios de Ambystoma
mexicanum. En la cual hace la descripcion de los estadios de desarrollo del
ajolote mexicano respecto al crecimiento de las extremidades anteriores y
posteriores. Aunque los cambios mostrados en la tabla no incluyen todos los
intervalos de edad usados en este trabajo, se aprecia que después del estadio
54, aproximadamente a los 25 dias de edad, aun existen cambios en la
formacion y de las patas, lo que indica una etapa de desarrollo cercana al

grupo 1.

La primera etapa usada en el presente trabajo inicia a los 3 meses, es
en ella donde los individuos ya desarrollaron morfolégicamente las
extremidades y comprende los estadios 54 en adelante, sin embargo la
mayoria de los organismos estudiados no presentaron actividad circadiana, por
lo que pese a que parece completa la transformacion morfoldgica, el sistema
circadiano parece no estar aun maduro, ya sea la vias de entrada o de salida
las que pudieran estar implicadas. En un organismo con mayor edad, que en
este caso fueron los organismos de siete meses, se observa que mas animales
presentan respuestas circadianas cuantificables. Cabe senalar que los

promedios mostrados para los periodos de ritmos circadianos, corresponden
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unicamente a los datos obtenidos en que los periodogramas y los analisis
espectrales pudieron detectar un ritmo. Por lo tanto, la segunda etapa usada
parece representar una época de desarrollo con mayor madurez del sistema

circadiano.

Conforme van creciendo, los ajolotes van ocupando menos el sistema
pulmonar y utilizan mas el sistema branquial, esto podria tener alguna relacién
con su capacidad metabdlica lo cual se ve reflejado en los niveles de actividad
que mostraron en el registro de actividad. Tomando en cuenta el nivel de
actividad total obtenido en libre curso podemos ver que, los animales de 7
meses tienen mayor movimiento que los de tres meses, tomando en cuenta
que cuando el registro llegé a esta etapa ya tendrian un mes mas, permite
suponer que entre mas pasa el tiempo con respecto a la edad de los
organismos hay mayor movilidad por una parte y por otra mayor sincronizacion

a los ciclos de luz-oscuridad.

El presente estudio es un antecedente importante para enriquecer el
conocimiento de la biologia de la especie, que puede ser util con fines de
conservacion. El ajolote mexicano no solo es una especie endémica de México,
ademas es una especie que se encuentra en peligro critico segun la UICN, por
encontrarse en alto riesgo de peligro de extincion, lo cual nos hace ver que es
una especie muy interesante, si no por todas las cualidades que su fisiologia y
morfologia le confieren, como el hecho de poder regenerar un 60% de su
cuerpo, de tener usos tradicionales con propiedades curativas, ser una especie

neotenica, etc. Cabe sefalar que los organismos usados en este trabajo,
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fueron reintegrados a la colonia existente en el acuario de la Facultad de

Ciencias al terminar los registros de actividad.

Aun hacen falta muchos estudios, en diferentes campos de la biologia, y en lo

referente a este estudio, falta trabajar con mas estadios y en particular en los

organismos de mayor talla (Chaparro, 2007).
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9 .CONCLUSIONES

. La cantidad de actividad detectada fue mayor, conforme aumenta la

edad de los animales estudiados.

. En condiciones constantes, la mayoria de los animales mas jovenes
no presentan un ritmo circadiano de actividad locomotriz definido, lo que

cambia al aumentar la edad.

. Los organismos mas jovenes no muestran sincronizacién clara a
cualquiera de los dos fotoperiodos usados en este trabajo, mientras que los

mayores, son tipicamente nocturnos en LO, pero sin fase preferente en FE.

. El intervalo de edades estudiadas, parece comprender la fase del
desarrollo en el que madura el sistema circadiano que controla la actividad

locomotriz hasta el nivel del control de los efectores.
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