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1 RESUMEN

La vibora de cascabel de cola negra (Crotalus molossus) ha sido descrita como una serpiente diurna,
nocturna y crepuscular. Por su condicion poiquiloterma, se piensa que su actividad estd asociada
principalmente a la temperatura ambiental y no a otros factores, como la luz. Los ciclos de temperatura y de
luz y oscuridad (L/O) son considerados como los sincronizadores mas importantes para los ritmos
circadianos de la actividad locomotriz. Se investigé la capacidad de sincronizacién de ciclos de L/O y de
temperatura (30 °C/20 °C) en la actividad locomotriz de C. molossus. El estudio se realiz6 en dos fases. En
la fase 1, las viboras se expusieron a condiciones naturales en encierros en semicautiverio resultando que
siete de nueve individuos presentaron actividad diurna iniciandola después de medio dia. En la fase 2, se
mantuvieron en condiciones controladas modificando ciclos de L/O y de temperatura. Al presentar ciclos
de L/O a temperatura constante, el ritmo fue sincronizado por la luz con actividad durante la escotofase y
continu6 en libre curso por lo que se confirma circadiano. Al exponer a las serpientes a ciclos de temperatura
en oscuridad constante, la actividad fue sincronizada por el ciclo térmico y se presentd durante la termofase
(30 °C). Al presentar ciclos de L/O con la escotofase durante la termofase, todas las viboras se sincronizaron
al ciclo de L/O y realizaron su actividad durante la escotofase. Finalmente, cuando se colocaron en ciclos
de L/Oy ciclos de temperatura fuera de fase uno con el otro, la actividad se volvié bimodal en tres de ocho
viboras, mientras que en las otras se distingue una sincronizacion mediada por luz con movimiento durante
la escotofase. Los resultados demuestran que los ciclos de L/O y de temperatura son importantes para
sincronizar los ritmos de actividad locomotriz de C. molossus y la interaccion entre ambos ciclos sincroniza
con mayor precision este ritmo. Asi también, los ciclos de temperatura sincronizan adecuadamente la
actividad cuando las sefiales foticas estan ausentes. De mayor importancia, parece que la luz es el

sincronizador de mayor prioridad para los ritmos de actividad, dado un intervalo 6ptimo de temperatura.



2 ABSTRACT

The black—tailed rattlesnake (Crotalus molossus) has been reported as a diurnal, nocturnal and crepuscular
snake. Because of its poikilotherm condition, it is believed that its activity is associated to ambient
temperature rather than other factors, such as light. In relation to such, light-dark (L/D) and temperature
cycles are considered the most important synchronizers of locomotor activity of circadian rhythms. Here it
was examined the relative importance of 24 h LD and temperature (30 °C/20 °C) cycles in entraining the
circadian locomotor activity rhythm in C. molossus. The study consisted in two phases. In phase 1, shakes
were exposed to natural conditions in semi-captive enclosures, resulting in that seven out of nine individuals
presented diurnal activity starting after noon. In phase 2 snakes were maintained under controlled conditions
and L/D and temperature cycles were modified. We found that the activity rhythm was synchronized by
light when exposed to L/D cycles with constant temperature showing activity during scotophase. Moreover,
it was confirmed that the rhythm was truly circadian because it free ran in constant conditions. In addition,
when exposing the snakes to temperature cycles in constant darkness, the activity was synchronized by the
thermal cycle and occurred during the thermophase (30 °C). When snakes were subjected to L/D cycles
with the scotophase during the thermophase, all snakes were synchronized to the L/D cycle and performed
their activity during the scotophase. Finally, when snakes were exposed to L/D and thermo cycles out of
phase with each other the activity became bimodal in three of eight snakes, while the others showed a light-
mediated entrainment with activity during the scotophase. In conclusion, these results demonstrate that both
L/D and temperature cycles are important for entraining circadian locomotor activity rhythms of C.
molossus and an interaction between these most accurately synchronizes this rhythm. Additionally,
temperature cycles are important for entraining circadian locomotor activity rhythms when photic cues are
absent. Most importantly, it appears that light is the highest priority synchronizer for activity rhythms, given

an optimal temperature range.



3 INTRODUCCION

3.1 Relojesy ritmos bioldgicos

Debido al constante cambio del ambiente, los organismos han desarrollado mecanismos para poder
medir y anticiparse a las variaciones ciclicas predecibles. Dentro de estos mecanismos, los relojes
bioldgicos han sido los mas ampliamente estudiados (Golombek y Rosenstein, 2010) y se pueden
definir como sistemas celulares capaces de generar un orden temporal en las actividades de los
organismos (Daan, 2010). Los relojes bioldgicos son también llamados marcapasos y generan una
representacion interna del tiempo externo. En la mayoria de los organismos, este sistema se
compone de un marcapasos central y osciladores periféricos (Figura 1) (Pittendrigh, 1960). El
marcapasos central en los mamiferos y en la mayoria de los vertebrados es el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) localizado en el hipotdlamo (Klein et al., 1991; Watanabe et al., 2012).
Sin embargo, en algunos peces, anfibios, reptiles y aves esta funcion la desempefia ya sea la
glandula pineal o alguna otra estructura todavia no descrita (Underwood, 1990; Tosini et al., 2001).
©
:
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Figura 1. Esquema de la organizacién del sistema circadiano en vertebrados. Las sefiales son
captadas por sistemas sensoriales que envian la informacion a un marcapasos primario, el cual impone
fase y periodo a osciladores periféricos capaces de generar ritmos bioldgicos observables de muy diversa
indole.



Los relojes bioldgicos generan ritmos biolégicos para predecir y anticiparse a las
condiciones ambientales. Estos se definen como una respuesta fisiolégica o conductual que
presenta cierta periodicidad (Sharma, 2003). Los ritmos biologicos mas estudiados son los
circadianos (circa: alrededor de, y dies: dia) con duracion aproximada de 24 horas y se consideran
de origen enddgeno ya que persisten sin estimulos externos (Pittendrigh, 1960). Al mantener a un
organismo en condiciones constantes, el ritmo se manifiesta con su periodo endogeno (tau, 1),
denominado como una oscilacion espontanea en libre curso (Sheeba, 1999).

La hormona melatonina, considerada como el principal mensajero neuroquimico para los
ritmos circadianos, transduce la informacién fotoperiddica y sincroniza los ritmos circadianos en
el organismo mediante la activacion de receptores de melatonina (Dubocovich et al., 1995). Esta
hormona se sintetiza principalmente en la glandula pineal y en menor medida en las retinas, en la
glandula de Harder y en el ojo parietal de los reptiles (Tosini et al., 2001; Firth et al., 2010). La
sintesis y secrecion de esta hormona aumenta durante el periodo oscuro del dia y se mantiene a un
nivel bajo durante las horas de luz (Underwood, 1990). Este ritmo hormonal funciona como una
sefial que indica el cambio en iluminacion, tanto diaria como estacional, para la sincronizacion y
expresion de varios ritmos bioldgicos (Firth et al., 1999). Se ha reportado que en vertebrados
poiquilotermos el ritmo de melatonina es sensitivo a cambios térmicos, indicAndole al sistema sobre
la temperatura ambiental, lo que dificulta el entendimiento de como los ritmos de melatonina
afectan la homeostasis diaria y estacional de estos organismos (Firth et al., 1989, 1991).

Los ritmos biolégicos se clasifican de acuerdo con su periodo (la duracion de un ciclo
completo) y frecuencia (nimero de veces que ocurre el fenébmeno en un intervalo de tiempo).
Tomando como referencia los circadianos, cuya frecuencia es una vez cada 24 horas, se definen
los ultradianos, con una frecuencia mayor a los circadianos y ocurren mas de una vez durante un

dia (e.g., respiracion, actividad cardiaca) y los infradianos, con menor frecuencia que los
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circadianos y requieren mas de un dia para su repeticion (e.g. migraciones, reproduccion,

hibernacion) (Sharma, 2003).

3.1.1 Caracteristicas de los ritmos circadianos

La principal caracteristica de los ritmos circadianos es la conservacién de un periodo
intrinseco cercano a 24 horas (Pittendrigh, 1960). Otra caracteristica de gran importancia es la
independencia a cambios en varios factores externos, como temperatura, nutricion y pH, dentro de
limites fisioldgicos tolerables. La propiedad de ser independiente a cambios en la temperatura se
le conoce como compensacion de temperatura y ha sido de las mas estudiadas (Rensing y Ruoff,
2002). Finalmente, se pueden ajustar, mediante estimulos, para oscilar con un periodo de
exactamente 24 horas, una propiedad de los relojes circadianos conocida como sincronizacion
(Paranjpe y Sharma, 2005). Si no se cumplen con estos criterios, el ritmo no es considerado
circadiano y entonces se le denomina ritmo diario, el cual es la respuesta a sefiales ambientales; es
decir, un ritmo exdgeno (Pittendrigh y Minis, 1964).

La sincronizacion es producida por sefiales externas, denominadas zeitgeber (del aleman,
zeit: tiempo y geber: dador). De estas sefiales, la mas importante para los mamiferos y que también
se asume para otros organismos, es la luz, en el ciclo dia y noche generado por la rotacién de la
Tierra (Aschoff, 1981; Golombek y Rosenstein, 2010). Sin embargo, existen otros factores a los
que se sincronizan los ritmos y estos pueden ser abidticos, como los ciclos geofisicos, temperatura
0 humedad; y bi6ticos como disponibilidad de comida, oportunidad de apareamiento u
organizacion social. Es importante mencionar que esta sincronizacion no solo permite predecir y
anticiparse a los eventos periédicos, sino también provee de mecanismos para ajustar la respuesta

(Helm et al., 2017).



Un proceso parecido a la sincronizacion es el enmascaramiento, el cual consta de una ruta
que no involucra un marcapasos (Mrosovsky, 1999); no obstante, puede complementar el control
del sistema circadiano (Redlin, 2001). Un factor de enmascaramiento se puede definir como aquel
que afecta directa e inmediatamente la fisiologia y el comportamiento de un organismo (Redlin,
2001), es una aparente sincronizacion, ya que al retirar el estimulo sincronizador el ritmo en libre
curso se restablece con la fase del reloj enddgeno. Una de las principales caracteristicas de este
proceso es que, si bien el ritmo expresado por el efector ajusta su fase al sincronizador, este altimo
no afecta el periodo ni la fase del reloj bioldgico. Es interesante mencionar que cualquier estimulo
puede enmascarar, incluida la luz (Mrosovsky, 1999).

En la naturaleza, los organismos presentan ritmos de actividad (alpha, o) y reposo (rho, p),
mostrando actividad diurna, nocturna, crepuscular o siendo arritmicos (Floessner y Hut, 2017). Sin
embargo, estos ritmos de actividad pueden modificarse dependiendo de las condiciones
ambientales (Hut et al., 2012) .Debido a esto, se han definido escalas de tiempo y marcadores
especificos para su andlisis. Por ejemplo, cuando un organismo se encuentra en sincronizacion, el
periodo de actividad del ritmo es igual al periodo del ciclo del zeitgeber (T). El eje temporal de
este ciclo T se puede dividir en 24 horas zeitgeber (ZTO — ZT24) considerando el inicio del estimulo
(e.g. encendido de la luz) como la hora zeitgeber 0 (ZTO0). Sin embargo, en condiciones constantes
esta escala no se puede utilizar, por lo que se ha implementado una basada en el ritmo en libre
curso, denominada escala del tiempo circadiano (CT). La escala del ritmo circadiano se puede
definir como una unidad de tiempo estandarizada de 24 horas, basada en el periodo endégeno de
un organismo en libre curso sin referencia a ningun zeitgeber y representa una estimacion del
tiempo subjetivo del organismo (Vitaterna et al., 2001). En esta escala, CTO marca el inicio del di
subjetivo, que es el inicio de actividad en animales diurnos y CT12 el inicio de la noche subjetiva,

que es el inicio de actividad en animales nocturnos.



Los ritmos bioldgicos se observan en toda la escala filogenética, en procariotas y eucariotas
desde unicelulares hasta multicelulares (Paranjpe y Sharma, 2005). Los parametros que definen un
ritmo se pueden analizar mediante una funcion sinusoidal y son el periodo, la frecuencia, la
amplitud, el estimador de linea media estadistica del ritmo (MESOR, por sus siglas en inglés), la

fase, la acrofase, la batifase, el marcador de fase y la relacion de fase (Figura 2).

100 ACROFASE
>0 i AMPLITUD |
u | i
<« 0 f------- e N -———— - - -- MESOR
S i !
-50 i |
i BATIFASE ; FASE
-100 : :
i e ——— i
- PERIODO

012 3456 7 8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

TIEMPO
(horas)

Figura 2: Parametros que definen un ritmo biologico ajustado a una sinusoidal.

El periodo es el intervalo de tiempo entre dos acontecimientos idénticos; esto es, la duracion
de un ciclo completo. La frecuencia es el nimero de veces que ocurre el fendbmeno en un intervalo
de tiempo. La amplitud es la diferencia entre el valor maximo (o minimo) y el valor medio de una
oscilacion. EI MESOR es una media ajustada a ritmos que difiere de la media aritmética cuando
los datos no son equidistantes y/o no cubren un nimero entero de ciclos. La fase es el momento en

que ocurre un hecho caracteristico dentro del ciclo en estudio. La acrofase es el valor maximo de
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la variable a lo largo de un periodo y, la batifase el valor minimo de la variable a lo largo de un
periodo. EI marcador de fase es el evento caracteristico seleccionado para estimar la fase y la

relacion de fase, la diferencia en la comparacién entre dos ritmos distintos.

3.2 Organizacion general del sistema circadiano en reptiles

El sistema circadiano de los reptiles estd compuesto por varias entradas foticas y multiples
osciladores autbnomos que regulan diversas salidas dentro del organismo y cuya importancia varia
dependiendo de la especie y de la estacion (Underwood, 1983; Tosini y Menaker, 1998). Se
consideran cuatro estructuras como los principales marcapasos del sistema: el nucleo
supraquiasmatico o su region homdloga al hipotdlamo de los mamiferos, la glandula pineal o
epiphisis cerebri, el ojo parietal y la retina. Estas se encuentran conectadas mediante sefializacion
enddcrina y neural (Underwood, 2000; Tosini et al., 2001; Ellis et al., 2007).

Se ha comprobado que lesiones electroliticas en el NSQ elimina casi todos los ritmos
circadianos (Tosini et al., 2001). Sin embargo, en reptiles solo se ha demostrado la participacion
del NSQ en ritmos circadianos en las lagartijas Dipsosaurus dorsalis y Podarcis siculus debido a
que su lesion elimina los ritmos de actividad locomotriz (Janik et al., 1990; Minutini et al., 1995).

La glandula pineal se encuentra presente en todas las especies de reptiles con excepcion del
orden Crocodilia y es un componente central en la regulacion circadiana (Underwood, 1990). Esta
glandula contiene células sensibles a la luz, excepto en el suborden Ophidia (Quay, 1979). Diversos
estudios demuestran que la lesion a la glandula pineal elimina o modifica varios ritmos en reptiles
(Janik et al., 1990; Innocenti et al., 1996; Tosini y Menaker, 1998; Miranda-Anaya et al., 2000).
Sin embargo, en otras especies como Sceloporus occidentalis y Dipsosaurus dorsalis, el ritmo de

actividad locomotriz persiste después de su extirpacion quirurgica o pinealectomia (Underwood,



1981; Janik et al., 1994). Esta glandula es considerada como un transductor foto-termoendécrino
ya gue le informa al organismo de las variaciones ambientales de luz y temperatura, mediado por
via de la hormona melatonina (Tosini et al., 2001).

El ojo parietal, ubicado en la parte superior del craneo en un foramen, entre los huesos
parietales, se encuentra en algunas especies de lagartijas y en el tuatara (Sphendon spp.). Esta
compuesto por una lente, una cdrneay una retina simple con fotorreceptores y células ganglionares.
El nervio del ojo parietal inerva varias areas del cerebro, pero no existen proyecciones a la parte
visual. Esta estructura parece estar involucrada en varias funciones fisioldgicas en lagartijas como
termorregulacion, reproduccion y orientacion (Tosini et al., 2001).

Como ultima estructura asociada al sistema circadiano se encuentran las retinas, 6rganos
que comparten casi todos los vertebrados (Lamb et al., 2007). Las retinas de los ojos laterales
contienen osciladores circadianos autosostenidos que producen melatonina y varios estudios
demuestran que su remocion puede afectar ritmos de comportamiento o fisiol6gicos en reptiles
(Underwood, 1981; Janik et al., 1990; Foa, 1991).

La ruta que siguen los estimulos luminicos desde las retinas al NSQ y luego a la glandula
pineal, ha sido muy estudiada en mamiferos, pero en otros organismos no esta tan bien definida.
En mamiferos, las retinas se conectan con el NSQ por medio de proyecciones conocidas como
tracto o eje retino-hipotalamico. Este tipo de proyecciones se han encontrado en algunas especies
de lagartijas como Xantusia vigilis, Tupinambis nigropuntatus y P. siculus, (Butler, 1974;
Ebbesson y Karten, 1981; Korf y Wagner, 1981); sin embargo, en otras especies como Iguana
iguana, Anolis carolinensis y Gekko gecko no se han registrado (Butler y Northcutt, 1971;
Northcutt y Butler, 1974). Asimismo, en Crotalus viridis, Caiman crocodilus y Crocodylus
niloticus se han encontrado proyecciones retinales que inervan el NSQ demostrando que en

serpientes y cocodrilos este eje puede existir (Schroeder, 1981, Derobert et al., 1999). Estas
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investigaciones sugieren que tanto el NSQ como las proyecciones retinales de varios reptiles son
homologas al de roedores y juegan un papel importante en el sistema circadiano. Sin embargo, no
se puede asegurar que los eferentes retinianos en todos los reptiles inerven el NSQ. Schroeder
(1981) menciona que, aungue en su estudio con C. viridis demostré la existencia de estos eferentes,
en otras serpientes no ha quedado claro si las fibras terminan en el NSQ, o simplemente lo

atraviesan (Northcutt y Butler, 1974).

3.2.1 Factores determinantes para los ritmos biologicos, la sincronizacion por luz y
por temperatura

Entre las sefiales ambientales, la luz y la temperatura son los zeitgebers con mayor prioridad para
la sincronizacién de los ritmos circadianos (Firth et al., 1999). Ambos factores presentan ciclos
diarios y estacionales y actlan sobre marcapasos enddgenos circadianos que controlan ya sea la
actividad locomotriz o la actividad de termorregulacion (Innocenti et al., 1993; Ellis et al., 2007;
Tosini y Menaker, 1995). Se especula que el marcapasos es el mismo para ambos ritmos (Ellis et
al., 2008). De la misma manera, se ha comprobado que la intensidad de la luz es importante para
la regulacion de los periodos en libre curso en muchas especies de animales. Esto tltimo, conocido
como Regla de Aschoff, indica que el periodo del ritmo enddgeno disminuye en animales diurnos
y aumenta en animales nocturnos cuando son expuestos a luz constante; y que, al aumentar la
intensidad de la luz, el tiempo de actividad (o)) incrementa en contraste con el tiempo de reposo (p,
rho) en animales diurnos y disminuye en animales nocturnos (Aschoff, 1981). Es importante

mencionar que estas reglas no se cumplen en todos los organismos.

La capacidad de sincronizacion diaria a ciclos foticos y térmicos en reptiles se fundamenta

en estudios realizados principalmente en lagartijas (Innocenti et al., 1993; Rensing y Ruoff, 2002;

10



Ellis et al., 2006, 2007). Underwood y Menaker (1970) comprobaron que ciclos foticos sincronizan
el ritmo de actividad locomotriz en la lagartija Sceloporus olivaceus incluso al removerle los 0jos.
En el gecko Gekko japonicus se demostro que la actividad es sincronizada por luz y la amplitud
del ritmo aumentaba al incrementar la temperatura (Tawa et al., 2014). Incluso en anfisbénidos
(Amphisbaenia manni y A. gonavensis) se ha demostrado que ciclos de luz sincronizan la actividad
locomotriz, presentando actividad nocturna (Thomas y Thomas, 1978). Respecto a ciclos de
temperatura, en la lagartija Uta stansburiana, se comprobdé que ciclos térmicos son un
sincronizador de mayor prioridad que ciclos de luz (Evans, 1966).

La amplitud de los ciclos térmicos es un factor importante para la sincronizacién de los
ritmos de actividad. Se ha comprobado que la amplitud necesaria de ciclos térmicos para la
sincronizacion de organismos poiquilotermos es menor que la requerida para organismos
endotérmicos (Ellis et al., 2009). Ciclos térmicos con amplitud de 0.9°C sincronizaron la actividad
de la lagartija Lacerta sicula (Podarcis siculus) (Hoffman, 1968), mientras que se necesit6 de una
amplitud de 6 - 12 °C para la ardilla Ammospermophilus leucurus (Pohl, 1998). Estudios en otros
ectotermos, como el pez cebra (Danio rerio), han demostrado que, dentro de una misma especie,
algunos individuos se sincronizan a ciclos de luz y oscuridad, mientras que otros lo hacen a ciclos
térmicos (Lopez-Olmeda et al., 2006).

Estudios con ciclos de luz y de temperatura demostraron que ambos sincronizan los ritmos
de melatonina en las lagartijas Anolis carolinensis, Tiliqua rugosa, Takydromus tachydromoides y
T. smaragdinus y en el gecko Christinus marmoratus (Underwood, 1985; Moyer et al., 1997; Firth
et al., 1999; Oishi et al., 2004). En la tortuga Testudo hermanni se comprobé que la temperatura
es mas importante que la luz para la expresion ritmica de la melatonina (Vivien-Roels y Arendt,

1983). Aunado a esto, se ha demostrado en reptiles que, debido al sistema de compensacion de
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temperatura, los ritmos circadianos se mantienen dentro de un amplio intervalo de temperaturas
ambientales (Rensing y Ruoff, 2002; Oishi et al., 2004).

Varios estudios in vivo e in vitro han demostrado que la amplitud de los ritmos de
melatonina pineal sincronizados por luz aumenta cuando se agrega un termociclo; es decir, que la
accion sinérgica de ambos sincronizadores refuerza los ritmos (Firth et al., 1979, 1991, 1999; Firth
y Kennaway, 1989). Asi mismo, se sabe que las mayores amplitudes coinciden con la temperatura

preferida o seleccionada por las especies (Firth et al., 1989).

3.2.2 ¢Cual estimulo sincroniza mas eficientemente la actividad de los reptiles?

A pesar de que se ha demostrado que los ciclos foticos y térmicos sincronizan la actividad
locomotriz de los reptiles, el sincronizador de mayor prioridad en la exposicion a ambos factores
en fases opuestas (e.g., fase luminosa fria y fase oscura calida) o fuera de fase, solo se ha examinado
en cuatro estudios (Evans, 1966; Lee, 1974; Graham y Hutchison, 1978; Ellis et al., 2009) en la
tortuga dulceacuicola Chrysemys picta, de amplia distribucion en Estados Unidos, en las lagartijas
Uta satnsburiana, Xantusia henshawi y Coleonyx variegatus, de EUA y norte de México; y en
Tiliqua rugosa, un scincido australiano. Un estudio con la lagartija europea Podarcis siculus
analizo la capacidad de los ciclos térmicos para sincronizar su actividad, sin embargo, dejé a un
lado el como afectan ambos sincronizadores (Foa y Bertolucci, 2001). Las temperaturas minimas
y maximas utilizadas en los ciclos térmicos en los trabajos anteriores fueron los siguientes: En C.
variegatus y U. satnsburiana de 22 a 27 °C y de 22 a 33 °C para ambos, en X. henshawi de 22 a
34°C,enC. pictade 15a25°C,en T. rugosa de 15a 33 °Cy de 20 a 30 °C y en P. siculus de 27
a 30 °Cyde 28.3a30 °C (Evans, 1966; Lee, 1974; Graham y Hutchison, 1978; Foa y Bertolucci,

2001; Ellis et al., 2009). En los cinco primeros trabajos se confirmé que los ciclos térmicos son un
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sincronizador importante para la actividad locomotriz; sin embargo, el disefio experimental en tres
experimentos no permite discernir si se trata de una sincronizacion o de un enmascaramiento.

Sin embargo, los resultados de estos trabajos son discordantes. Por ejemplo, C. variegatus
se sincroniz6 por la fase oscura del fotoperiodo, mostrando actividad Unicamente durante la
escotofase (Evans, 1966); mientras que X. henshawi expreso un ritmo bimodal, con un componente
asociado al fotoperiodo y otro al termoperiodo, con actividad diurna (Lee, 1974). Es decir, X.
henshawi presenté dos fases de actividad separadas en el tiempo. P. siculus mantuvo un ritmo
bimodal en condiciones constantes, no necesitando de ambos sincronizadores, y este patrén se
asocia a la época del afio (Foa y Bertolucci, 2001). En C. picta, al igual que en X. henshawi, se
hipotetiz6 una interaccion entre los dos sincronizadores, asociado a un sistema de dos osciladores
(Pittendrigh, 1960) en el que un oscilador se sincroniza por el termoperiodo y otro por el
fotoperiodo, puesto que el ritmo de actividad pierde sincronia con el termoperiodo, “brincando” de
fase y limitando su actividad a la fase luminosa. En el Unico organismo que se comprobd una
sincronizacion de la actividad a ciclos térmicos fue en U. stansburiana (Evans, 1966). En el trabajo
maés actual, de mayor robustez, Ellis et al. (2009) encontraron que los ciclos térmicos en T. rugosa
sincronizan los ritmos de actividad en oscuridad constante, inclusive cuando las sefiales foticas son
conflictivas. Los resultados de estos estudios indican que la luz es posiblemente el sincronizador
con mayor influencia sobre los ritmos de actividad; sin embargo, concluyen que la actividad
locomotriz es el resultado de la interaccion entre ambos sincronizadores.

De esta manera, en todos los trabajos se observa que la interaccion entre ambos
sincronizadores aumenta la amplitud del ritmo y que el estar fuera de fase tiene varias posibilidades
ya sea eliminando el ritmo, disminuyendo la amplitud o “brincando” de fase para estar sincronizado
al otro zeitgeber (Lee, 1974; Graham y Hutchison, 1978). Sin embargo, no existe un consenso sobre

cuél sincronizador es el de mayor importancia para los ritmos de actividad entre los reptiles.
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Recordemos que estas conclusiones estan restringidas al estudio de Unicamente cuatro especies de

lagartijas y una de tortuga, dejando a los demas ordenes en el olvido.

3.2.3 Sistema circadiano en serpientes

La mayoria de los estudios en el grupo de las serpientes han tenido un enfoque ecoldgico (Secor y
Nagy, 1994; Maciel et al., 2003). Por consiguiente, se han enfocado en el efecto que producen las
condiciones del ambiente externo como el clima (luz, temperatura, humedad, etc.), ubicacién
geografica y algunas variables propias del organismo como la edad o condicién fisiologica en su
actividad y movimiento; clasificando a las serpientes burdamente como diurnas o nocturnas (Shine,
1979; Secor, 1994; Daltry et al., 1998; Whitaker y Shine, 2003; Tozetti et al., 2009).

Por otro lado, las pocas investigaciones que buscan el mecanismo celular (i.e. reloj
bioldgico) que controla los ritmos bioldgicos en las serpientes, se han enfocado en los efectos de
la pinealectomia y en los efectos de la administracion exdgena de melatonina sobre los ritmos de
actividad o sobre los ciclos reproductivos en una sola especie, Thamnophis sirtalis parietalis
(Crews et al., 1998; Mendonca et al., 1995, 1996a, 1996b). Sin considerar que estos estudios se
han realizado s6lo en una especie de serpiente, han confirmado que la glandula pineal es un
transductor enddcrino que detecta cambios luminicos y térmicos y que es parte de un sistema
multioscilador; también mencionan que puede tener una importante implicacion en el
comportamiento reproductivo. Sin embargo, estos estudios no profundizan en la capacidad de la
glandula pineal como marcapasos circadiano y se enfocan en ritmos de mayor duracion (e.g. ciclos
reproductivos).

Aunqgue en algunas especies de lagartijas se ha comprobado que el NSQ o la glandula pineal
son el marcapasos central para los ritmos de actividad, no se puede asegurar que en las serpientes

estas estructuras tengan la misma funcion. Tosini (1997) ha demostrado que el complejo pineal en
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la clase Reptilia presenta una gran variabilidad, tanto a nivel de estructura como neuroendocrino y
un claro ejemplo es la carencia de células fotorreceptoras en la pineal de las serpientes (Quay,
1979). De la misma manera, estudios recientes de morfologia cerebral en el suborden Serpientes
han confirmado una gran variabilidad en diferentes familias, se ha encontrado variacion en el
desarrollo del techo dptico, en el bulbo olfatorio y en la glandula pituitaria (Allemand et al., 2017)

(Figura 3).

o Glandula pineal
Tectum Optico

Telencéfalo

Bulbo Tracto
olfatorio  olfatorio

Nucleo

Supraquiasmatico

Hipofisis
Figura 3. Molde interno de la boveda craneal de Crotalus atrox obtenido mediante tomografia
computarizada. Se marcan con circulos rojos las zonas en donde se localizan los posibles marcapasos

circadianos, como la glandula pineal y el nucleo supraquiasmatico. Escala barra negra: 1 mm (Modificado
de Allemand et al., 2017).

Aunado a la variacion morfoldgica, las serpientes de las familias Boidae y Viperidae pueden
realizar la mayoria de sus procesos bioldégicos como reproduccion, forrajeo, busqueda de refugio,
interacciones entre predador y presa (Kardong y Mackessy, 1991) o localizando refugio térmico
(Krochmal y Bakken, 2003) sin necesidad de los 0jos. Esto se debe a que cuentan con otros sistemas
sensoriales ya sea quimiorreceptores como el 6rgano vomeronasal y el pasaje nasal (Graves y

Duvall, 1985; Chiszar et al., 1986), mecano-receptores en la piel (Proske, 1969), o los
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térmico/visuales, como las fosetas termosensibles (Campbell et al., 2002). Sin embargo, la
participacion de estos biosensores y estructuras asociadas en el control de los ritmos circadianos se

desconoce.

3.2.4 Estudios realizados en serpientes con ciclos de luz y temperatura

Los estudios que abordan la actividad locomotriz de las serpientes enfrentan obstaculos que
incluyen la dificultad de observar a los individuos en la naturaleza, la corta duracion de muchos
estudios y la escasez de informacion sobre neonatos (Secor, 1994; Whiting et al., 1996). Los pocos
datos conocidos se infieren a partir de algunos especimenes observados en el campo (Beck, 1995),
por lo que son evidencias circunstanciales y pueden no reflejar la conducta del grupo.

Pocas investigaciones han analizado la influencia de la luz y la temperatura en los ritmos
de actividad locomotriz en las serpientes. Griffiths (1984) encontr6 que, en la boa de arena Eryx
conicus (Boidae) de actividad nocturna en vida libre, en organismos criados en cautiverio, el ciclo
luz/oscuridad es un buen sincronizador de la actividad locomotriz. Este investigador también
propuso gue los ciclos térmicos no son un buen sincronizador para los ritmos de actividad, aunque
estos resultados deben tomarse con cautela, debido a que, para determinar si la temperatura
sincroniza el ritmo de actividad, mantuvieron a los organismos en luz constante, lo que ha
demostrado, una alteracién del ritmo de actividad en varios organismos, como ratas (Wideman y
Murphy, 2009; Tapia-Osorio et al., 2013) y serpientes (Pereira da Cruz et al., 2008a). Ademas,
solo una de cinco serpientes mostré indicios de ser sincronizada por temperatura. Las temperaturas
utilizadas en los ciclos térmicos de este estudio fueron de 20 £ 3 °C a 26 £ 3 °C. De la misma
manera, en las especies de serpiente subterraneas Typhlops pusilla y Typhlops biminiensis de
Republica Dominicana y Bahamas, se comprob6 un ritmo circadiano de actividad sincronizado por
luz con preferencias nocturnas (Thomas y Thomas, 1978).
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La accidn conjunta de ambos sincronizadores influye en la expresion del ritmo de actividad
dependiendo de la especie. Por ejemplo, la culebra de agua Thamnophis radix hayendi de Cologne,
Minnesota (EUA), muestra actividad diurna bajo ciclos de luz y oscuridad a baja temperatura, pero
modifica esta actividad a nocturna cuando la temperatura aumenta (Heckrotte, 1975). Debido a
esto, el autor concluye que este organismo es una excepcion a la regla de Aschoff, y asimismo,
confirma la importancia de la temperatura en la actividad locomotriz de estos organismos. En la
culebra de agua Nerodia rhombifera de Oklahoma (EUA), Tilden y Hutchinson (1993) encontraron
que los niveles de melatonina en suero muestran un claro ritmo diario que es afectado por el
fotoperiodo y la temperatura en la que la amplitud del ritmo aumenta a mayor temperatura.
Respecto a estudios de mayor duracién, se demostro que, la serpiente de agua Thamnophis sirtalis
en Chatfield, Manitoba, Canada, durante el otofio presenta un ritmo diario de melatonina en plasma,
en invierno, bajo condiciones de hibernacion (4°C, en oscuridad constante), no se encontrd ningdn
ritmo de melatonina en plasma y que en primavera, los niveles de melatonina se elevaron
rapidamente una hora después de salir de la hibernacion y el ritmo diario se restablecié 24 horas
después (Mendonca et al., 1995). Estos resultados indican que la concentracion de melatonina en
plasma presenta cambios estacionales y que puede servir como sincronizador y modulador de la
actividad sexual en esta especie.

Estudios més recientes han evaluado la influencia de fotoperiodos en la actividad
locomotriz en vipéridos. A continuacion, se presenta un resumen de estas investigaciones. En la
vibora Bothrops jararaca en el Estado de Santa Catarina, Brasil, se detectd un ritmo de actividad
unimodal (una sola fase de actividad en un ciclo de 24 horas) cercano a 24 horas con actividad
nocturna y éste muestra un ritmo en oscilacion espontanea por lo que se considera circadiano
(Pereira da Cruz et al., 2008b). En otra especie similar, Bothrops jararacussu en el Estado de Santa

Catarina, Brasil, se asume un ritmo endogeno sincronizado por la luz, con actividad preferente al
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final del ciclo luminoso y durante la fase oscura. Sin embargo, en condicion de oscuridad constante
el ritmo al parecer se suprime y en luz constante se fragmenta (Pereira da Cruz, 2006, 2007; Pereira
da Cruz et al.,, 2008a). ElI no presentar ritmo durante la fase oscura puede ser debido a un
enmascaramiento o probablemente ocasionado por una situacién ajena al sistema circadiano; por
ejemplo, el proceso de muda (el presente estudio). No obstante, no se puede asegurar que el ritmo
sea circadiano y se requieren mas estudios al respecto. A pesar de esto, los autores concluyen que
es un ritmo circadiano y que las alteraciones que presenta en condiciones constantes pueden indicar
poca flexibilidad en la organizacion circadiana en respuesta a condiciones ambientales. Otra
investigacion, con organismos criados en cautiverio de la vibora Bothrops moojeni del Instituto
Butantan, Brasil, demuestra que esta especie presenta un ritmo de actividad locomotriz cercano a
24 horas y el nivel de actividad disminuye dependiendo la cantidad de comida ingerida (Stuginski
et al., 2012); sin embargo, no se define si el ritmo es circadiano. Finalmente, un estudio con la
vibora de cascabel de cola negra Crotalus molossus en el Pedregal, Ciudad de México, demostrd
un ritmo circadiano de actividad locomotriz sincronizado por luz y con actividad nocturna en
condiciones de cautiverio (Villarreal-Medina, 2018).

La humedad ambiental es otra variable que puede tener efectos en la actividad de las
viboras. En diversos estudios se ha demostrado un mayor avistamiento de viboras con respecto a
la humedad y o precipitacion. Si se supone que un mayor nimero de avistamientos se debe a una
mayor movilidad, la humedad tendria un efecto positivo en la actividad. Daltry et al. (1998) tras
seguir la actividad del vipérido tropical Calloselasma rhodostoma durante cinco meses en el oeste
de Malasia, encontraron mas ejemplares con mayor humedad ambiental relativa. De la misma
manera, en un estudio de un afio con el crotélido Crotalus durissus en el sureste de Brasil, Tozetti
y Martins (2012) encontraron mas viboras mientras mas humedo era el ambiente; sin embargo, no

encontraron diferencias significativas en capturas de viboras entre la época hiumeda y la seca. Asi
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mismo, estudios con Bothrops atrox, una especie tropical de Brasil, han demostrado una
correlacion entre la humedad relativa y la precipitacion con la cantidad de viboras encontradas
(Oliveiray Martins, 2001). En otro estudio con el vipérido Crotalus catalinensis de la Isla Catalina,
Golfo de California, se registraron mas viboras durante la época de lluvias (Arnaud et al., 2018).
Finalmente, en un estudio con tres poblaciones de C. triseriatus en el eje Neovolcanico Transversal,
se registraron un mayor nimero de capturas durante la época de lluvias (Jaramillo-Alba et al.,
2020). Es importante considerar que la humedad relativa es parcialmente dependiente de la
temperatura y generalmente se correlacionan. Debido a esto, experimentalmente es dificil evaluar

la temperatura y la humedad por separado.

3.3 Biologia general de la vibora Crotalus molossus

La vibora de cascabel de cola negra (Crotalus molossus, Baird y Girard, 1853) pertenece a la
familia Viperidae y subfamilia Crotalinae. Es una vibora de tamafio grande y cuerpo robusto que
llega a medir hasta 1.25 m, tiene cabeza triangular y las escamas aquilladas (figura 4). Una
particularidad de esta especie es que la parte posterior de la cola es mas oscura que el resto del
cuerpo (SEMARNAT, 2018). Es una especie generalista con una fuerte afinidad por el terreno
rocoso Yy con frecuencia se encuentra en o cerca de barrancos, acantilados o taludes. Su distribucion
es amplia (figura 5) con tres subespecies (Liner y Casas-Andreu, 2008) y se ha registrado desde el
nivel del mar hasta los 2,930 m.

Esta especie forma parte de tramas tréficas y puede actuar como control bioldgico de
poblaciones de especies consideradas plaga, como la de algunos roedores (Campbell y Lamar,
2004). Culturalmente mantienen un importante simbolismo en las culturas prehispanicas

(Castellon—Huerta, 2001); de la misma forma, es parte de los simbolos patrios.
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Figura 4. Ejemplar adulto hembra de Crotalus molossus nigrescens.

En México, las viboras de cascabel en general se han utilizado desde tiempos prehispanicos
de diversas maneras en las industrias peletera, cosmética, alimenticia y medicinal (Gémez-Alvarez
et al., 2007). Esta especie se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010 bajo
la categoria PR (Sujeta a proteccion especial), en la Convencion sobre el Comercio Internacional
de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) en el Apéndice 11l y en la lista roja
de la Unién Internacional para la conservacion para la naturaleza (UICN) en categoria

Preocupacion Menor (Least Concern).
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Figura 5. Distribucion geografica del grupo Crotalus molossus
(Modificado de Anderson y Greenbaum, 2012).

3.3.1 Conducta

La serpiente de cascabel Crotalus molossus es un animal rastrero, aunque Campbell y
Lamar (2004) han reportado individuos sobre los arboles, y algunos inclusive en las copas. Beck
(1995) en Arizona, calcul6 un rango hogarefio promedio de 3.49 hectéreas y un movimiento medio

anual de 14.99 km. Asi mismo, report6 que la temperatura corporal media de viboras activas fue
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de 29.60 °C (Beck, 1995). También se ha registrado que C. m. nigrescens puede desplazarse
aproximadamente 43 m por dia y viajar hasta 15 km en promedio en una sola temporada.

El apareamiento y el nacimiento de las crias es variable debido al alto rango de distribucién
que poseen. No obstante, tanto Armstrong y Murphy (1979) como Werler y Dixon (2000)
reportaron el apareamiento de C. m. molossus y C. m. nigrescens en la primavera y el nacimiento
de las crias entre junio y agosto en el noroeste y centro de México. En Arizona se han reportado
apareamientos al inicio de la temporada de lluvias desde finales de julio a principios de septiembre
(Greene et al., 2002), en el centro de México, Balderas Valdivia et al. (2009) reportaron que, en la
Reserva del Pedregal de San Angel, el inicio de la temporada de reproduccion es a principio del
verano. Varios estudios indican que C. molossus probablemente presente almacenamiento de
esperma a largo plazo durante su dormancia en invierno, dandose la ovulacion y fertilizacién a
finales de la primavera (Schuett, 1992). Asimismo, se piensa que esta especie presenta un ciclo
reproductivo bienal (Goldberg, 1999).

Como la mayoria de los reptiles, esta especie necesita termo-regular, y lo hace por medio
de su comportamiento al moverse hacia la temperatura adecuada en el ambiente, desplazandose a
la sombra o para asolearse. Se considera un organismo heliotermo; es decir, su termorregulacion
es conductual y se calientan al asolearse bajo la luz solar (i.e. captacion de calor a partir de la
radiacion solar) y en menor medida tigmotérmico (captacion del calor por conduccion, poniéndose
en contacto con superficies mas calientes). Crotalus molossus presenta habitos tanto diurnos como
nocturnos, pudiendo modificar su actividad a nocturna debido a altas temperaturas durante el dia
en un sitio determinado (Armstrong y Murphy, 1979; Hardy y Greene, 1999; Balderas Valdivia et
al.2009). Tozetti et al. (2009) hipotetizan que la capacidad de cambio de héabito dependiente de la
temperatura ambiental refleja un patron para el género Crotalus. Debido a esto, es ain polémico si

la actividad de la vibora de cascabel es preferentemente diurna o nocturna.
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En el estado de Arizona, EUA, en las montafias Chiricahua, C. m. molossus, se ha registrado
activa practicamente durante todo el afio, (Armstrong y Murphy, 1979; Tennant, 1984; Beck,
1995). En Nuevo México, Degenhardt et al. (1996) colectaron C. m. molossus durante todo el afio
a excepcion de los meses de febrero y diciembre. Durante el verano, la mayoria de las viboras
fueron crepusculares o nocturnas presentando actividad de 16:00 a 22:00 horas, pero en invierno,
primavera y otofio se encuentran a menudo al mediodia, cuando la temperatura es mas alta (Greene,
1999; Hardy y Greene, 1999; Green et al., 2002). Estudios en C. atrox, en el suroeste de Oklahoma
(EUA), respaldan este comportamiento, mostrando que su actividad fluctud estacionalmente
encontrandose a medio dia durante el invierno, temprano por las mafianas y en las tardes en
primavera y otofio y a media noche en verano (Landreth, 1973).

De la misma manera, mas australmente en la Cuenca de México, la subespecie C. m.
nigrescens es principalmente diurna; sin embargo, se han encontrado ejemplares adultos activos
cerca de las 21:00 h (Balderas-Valdivia et al., 2009), aunque también se han sefialado periodos de
actividad crepusculares (Uribe-Pefia et al., 1999). Balderas-Valdivia et al. (2009) registraron que
el principal periodo de actividad es durante los meses de marzo a noviembre, pero es en la
temporada seca, de marzo a mayo, cuando recorren mayores distancias. Se sugiere que la especie
no se encuentra activa durante el invierno; sin embargo, se piensa que las viboras salen
ocasionalmente de sus refugios en la temporada fria después de varios dias soleados. En otras
latitudes la actividad es aparentemente diurna, aunque puede ser nocturna en los meses mas
calientes del verano (Armstrong y Murphy, 1979). En el vipérido Crotalus triseriatus en la Sierra
del Ajusco, se han calculado temperaturas corporales medias de 20.83°C (Garcia y Guizado, 2008),
21.57°C (Jaramillo-Alba et al., 2020) y 26.24°C (Lemos-Espinal et al., 1997).

Crotalus molossus caza la mayoria de las veces en la noche, al parecer debido a que sus

presas mas comunes, los roedores, presentan actividad nocturna (Hardy y Greene, 1999; Tozetti y
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Martins, 2012). Por revision de muestras estomacales, se sabe que los roedores constituyen la dieta
principal de las viboras adultas, pero incluso se han encontrado restos de murciélagos (Semarnat,
2018). En viboras jovenes, se han detectado principalmente restos de lagartijas Sceloporus
torquatus y S. grammicus, organismos diurnos (Balderas Valdivia et al., 2009; SEMARNAT,
2018). Estos analisis sugieren que, dentro de una misma poblacion, debido al tipo de alimentacién,
los organismos juveniles pueden presentar una actividad diurna mientras que los adultos pueden
exhibir una actividad nocturna. Las serpientes de cascabel son principalmente depredadores de
emboscada y son capaces de esperar a su presa por horas e incluso dias (Hardy y Greene, 1999;
Greene et al., 2002), lo que dificulta aun mas el encontrar un patrén en su conducta. Aunado a esto,
se ha especulado que una vibora puede sobrevivir con dos o tres comidas grandes durante un afio
(Beck, 1995), lo cual podria eliminar la probabilidad de un oscilador sincronizado al alimento,
comun en mamiferos (Davidson et al., 2003).

Los diferentes patrones de actividad observados indican que, aparentemente, las viboras de
cascabel pueden modificar sus habitos y periodo de actividad debido a diversos factores externos
(Uribe-Pefia et al., 1999; Campbell y Lamar, 2004; Balderas-Valdivia et al., 2009). Si las
condiciones no son propicias para salir de su refugio para termo-regular o buscar alimento,
simplemente pueden resguardarse en oquedades, cuevas, 0 bajo rocas donde la luz es escasa o nula
y no estar sujetas a un fotoperiodo regular (Uribe-Pefia et al., 1999). Asi, pueden encontrar un
refugio en el cual mantenerse dentro de un rango térmico adecuado y no tener necesidad de salir
por dias, incluso semanas dificultando alin mas el encontrar un patron en su actividad (Tozetti y

Martins, 2012).
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha expuesto, existen mdltiples factores que gobiernan la actividad de las
serpientes; entre ellos, la luz y la temperatura han sido los méas estudiados y aparentemente de
mayor influencia en su actividad. Aunque se ha registrado que en algunas serpientes tropicales la
humedad o el ciclo lunar pueden ser un factor que influya en su actividad (Clarke et al., 1996;
Daltry et al., 1998; Campbell et al., 2008), no se sabe si actian como zeitgeber y la sincronicen.
Para los organismos poiquilotermos, la temperatura puede ser inclusive mas importante que la luz
como zeitgeber para los ritmos de actividad (Moyer et al., 1997; Maciel et al., 2003; Ellis et al.,
2009). Inclusive se ha hipotetizado la capacidad de modificar su actividad dependiendo la
temperatura ambiental (Tozetti et al., 2009). Sin embargo, hasta el momento, no se han realizado
estudios con ciclos térmicos y féticos en la actividad diaria de las serpientes para demostrar qué
factor es mas importante para sincronizar su actividad.

Debido a que las serpientes son generalmente dificiles de encontrar y monitorear, el enfoque
de este estudio serd el de observar y describir la actividad diaria mediante el uso de videograbacion
en el laboratorio (Parpinelli y Marques, 2008; Pereira da Cruz et al., 2008a; Stuginski et al., 2012;
Villarreal-Medina, 2018). Esto permitira analizar la actividad de manera més efectiva, asi como
reconocer el alcance de esta actividad e identificar picos de actividad, asi mismo, se pueden evaluar
los diferentes factores que la influyen.

El presente estudio pretende determinar la importancia de ciclos de luz y temperatura como
zeitgebers en la sincronizacion del ritmo circadiano de actividad locomotriz en C. molossus y de
esta manera establecer una jerarquia entre ambos. Modificando estos factores se planea dilucidar
cual es mas influyente en sus ritmos de actividad y asi poder valorar la importancia de la luz y la

temperatura en su comportamiento. Estudios previos han demostrado que esta especie exhibe
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ritmos circadianos de actividad locomotriz y que son sincronizados por luz (Villarreal-Medina,
2018). Sin embargo, no se ha comprobado si también son sincronizados por temperatura y de existir
esta capacidad, entre que intervalos se encuentra esta sincronizacion.

Asi mismo, se busca conocer el ritmo de actividad en condicidn de semicautiverio durante
el verano y evaluar la influencia que factores como luz, temperatura y humedad tienen sobre estos
ritmos y asi poder compararlos con los patrones generados en cautiverio. Con esto, se pretende
esbozar un patrén de actividad para estos organismos, ya que, a pesar del creciente interés en
conocer la actividad de las serpientes, esto sigue siendo una tarea dificil (Marques et al., 2001,

2006; Parpinelli y Marques, 2008).
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5 JUSTIFICACION

Los ciclos de temperatura pueden ser un sincronizador de igual o0 mayor importancia que
ciclos de L/O, particularmente para animales que son expuestos a variaciones en su temperatura
corporal. Al no conocer cudl es el sincronizador con mayor jerarquia en las serpientes de cascabel,
se quiere determinar si la temperatura es dominante sobre el estimulo fético.

Los estudios de ritmicidad bioldgica en reptiles se han enfocado principalmente a iguanas,
geckos, anolis, lagartijas y tortugas (Foa, 1991; Tosini y Menaker, 1998; Bartell et al., 2004). Como
ya se menciond, los estudios para determinar cuél es el sincronizador de mayor influencia sobre
los ritmos, solo se ha examinado en cuatro estudios (Evans, 1966; Lee, 1974; Graham y Hutchison,
1978; Ellis et al., 2009). De estos, ninguno es en serpientes, por lo que los resultados de este estudio
arrojaran luz sobre la biologia en este grupo, asi como en reptiles en general. Debido a esto, este
trabajo representa una contribucion original respecto al entendimiento de los ritmos circadianos de
actividad locomotriz en serpientes y especialmente en Crotalus molossus.

Se han realizado estudios de ritmicidad circadiana evaluando ciclos foticos y su respuesta
en la actividad locomotriz en el género Bothrops (Pereira da Cruz, 2006, 2007, Pereira da Cruz et
al., 2008a, 2008b; Stuginski et al., 2012). Debido a esto, se podra comparar la biologia de especies
tropicales en la misma familia para dilucidar similitudes y diferencias en la respuesta a estimulos
sincronizadores en el sistema circadiano. Estos hallazgos podran servir de referencia para estudiar
las caracteristicas conductuales circadianas en viboras de cascabel, asi como la fisiologia de este
grupo.

A pesar del estatus de proteccion existente para C. molossus, la especie se encuentra
amenazada. Por lo que es urgente disefiar planes de manejo adecuados para su conservacion, para

lo cual es necesario investigar a fondo las bases bioldgicas del comportamiento de la especie.
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Debido a varios factores como almacenamiento de grasa, bajo metabolismo, habitos
especie-dependiente, poca informacion de juveniles, entre otros, el conocer su actividad y tratar de
inferir patrones es complicado. Por lo tanto, la comprensién de los efectos de ciclos luminicos y
térmicos sobre la actividad locomotriz contribuira sustancialmente al conocimiento en su actividad
y a la prediccion de su gasto energético. Finalmente, debido a su amplia distribucion geografica y
variedad de climas en que habita, con condiciones foticas y térmicas distintas, resulta de interés el

conocer las posibles adaptaciones ritmicas a las distintas latitudes en que habita.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Establecer si existe una mayor influencia del termoperiodo sobre el fotoperiodo como

sincronizador en el ritmo circadiano de actividad locomotriz de la vibora Crotalus molossus.

6.2 Objetivos particulares

1. Determinar las caracteristicas del ritmo de actividad locomotriz de C. molossus en condiciones
féticas y térmicas ambientales naturales y en condicion de cautiverio bajo ciclos artificiales
impuestos.

2. Evaluar la capacidad de los ciclos térmicos y féticos para sincronizar la actividad locomotriz de
C. molossus.

3. Evaluar si existe una influencia diferencial entre los estimulos sincronizadores, luz y
temperatura, sobre el ritmo de actividad locomotriz de C. molossus en semicautiverio y en
condiciones controladas.

4. Comprobar que el ritmo de actividad locomotriz de C. molossus es circadiano.

5. Conocer la interaccion de los estimulos sincronizadores sobre el ritmo de actividad locomotriz

de C. molossus.
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7 HIPOTESIS.

Debido a que el ritmo de actividad locomotriz de las viboras es circadiano y se sincroniza a ciclos
de luz y oscuridad (Pereira da Cruz et al., 2008a; Villarreal-Medina, 2018), que la actividad en los
reptiles se sincronizan a los ciclos de temperatura (Evans, 1966; Griffiths, 1984;) y que las
serpientes dependen de la temperatura ambiental para realizar su actividad (Heckrotte, 1975; Tilden
y Hutchinson, 1993), se espera que el ritmo de actividad locomotriz de la vibora Crotalus molossus

sea circadiano y que se sincronizara preferentemente al ciclo térmico antes que al fético.

7.1 Predicciones

Prediccién 1: En condiciones de semicautiverio y de cautiverio, las viboras mostraran un ritmo
asociado a las variables de temperatura y de luz diferencialmente.

Prediccién 2: En condicion de semicautiverio y en condiciones controladas el ritmo de actividad
locomotriz se sincronizara preferentemente al ciclo de temperatura.

Prediccién 3: Las viboras expresaran un ritmo de actividad locomotriz enddgeno y su periodo sera
muy cercano a 24 horas.

Prediccidn 4: Al sincronizarse a un estimulo y presentar otro, en fase o fuera de fase, el periodo del
ritmo permanecera sin cambios, aunque el otro estimulo varie.

Prediccién 5: En presencia de ambos sincronizadores fuera de fase, las viboras se sincronizaran a
uno preferentemente.

Prediccion 6: En presencia de ambos sincronizadores en fase el uno con el otro, el ritmo se

sincronizara de manera mas eficaz y presentara mayor amplitud.
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8 MATERIALES Y METODO

8.1 Obtencion y mantenimiento de los organismos de estudio

Se realizaron muestreos diarios en la Reserva del Pedregal de San Angel en los meses de
septiembre, octubre y noviembre de 2018 y de febrero a septiembre de 2019. En total se
recolectaron nueve viboras de cascabel de la subespecie Crotalus molossus nigrescens, de las
cuales ocho se utilizaron en todo el experimento y a la novena, que era un juvenil, solo se le realizé
el experimento de semicautiverio. Las serpientes se numeraron siguiendo el patron de colecta para
identificar el organismo y lugar de colecta. Siete fueron machos y dos hembras. Los animales
variaron de 64 a 110.50 cm en longitud total (media= 98.90 cm; D. S= 15.24 cm) y de 259.61 a
894.37 g en peso (media= 654.21g; D. S: 259.61 g). Se organizaron dos grupos, comprendiendo

cuatro viboras cada uno y se acomodaron en el orden en que se capturaron (Cuadro 1). Al finalizar

la investigacion se regresaron los ejemplares al mismo sitio de captura.

Cuadro 1. Viboras capturadas separadas por grupo, estadio y sexo.

Grupo | Vibora Sexo Estadio Grupo Vibora Sexo Estadio
1 Macho Adulto 5 Hembra Adulto

1 2 Macho | Adulto 2 6 Macho Adulto

3 Macho | Adulto 7 Macho Adulto

4 Macho Adulto 8 Macho Adulto

8.2 Protocolo experimental de ritmos biologicos

Para abarcar todas las posibilidades de respuesta y discernir entre efectos, el protocolo experimental
consistio de dos fases (Cuadro 2). La fase 1, en condiciones de semicautiverio, evalud las
condiciones naturales de luz, temperatura y humedad; y la fase 2, en condiciones de cautiverio,

evalud los efectos de ciclos féticos y térmicos en ambientes controlados.




Cuadro 2. Protocolo de registro de actividad por individuo colectado.

£ . ¢ Condicis Duracién Dias
Xperimento ondicion (dias) totales
Colecta de ejemplar 1 1
Fase 1: Aclimatacion al encierro 10 2-11
Semicautiverio
Luz, temperatura y humedad naturales. 10 12-21
Fase 2 Alimentacion y aclimatacion al encierro 10 22-31
L/O 12:12a30 °C
Etapa 1 L/O 18:6 10 32-41
Ritmo enddgeno y la luz como Libre corrimiento O/O 10 42-51
sincronizador.
Temperatura a 30 °C L/O 12:12 (Resincronizacion) 10 52 -61
Alimentacion y limpieza L/O0 12:12a30°C 10 62-71
Condicion 1
1 72 -81
Etapa 2 30°C/20°Ca12:12en O/O 0 8
La temperatura y la luz como Condicion 2 10 8291
sincronizadores 30 °C/20 °C a 18:6 en O/O
Condicion 3 10 92 - 101
30°C/20°Cal8:6yL/O 12:12 i
Alimentacion y limpieza L/O 12:12a30°C 10 102 - 111
Condicion 4 (Conflicto)
30°C/20°C12:121/0 12:12 10 112-121
Total 121 121

8.2.1 Fase 1. Condicién semicautiverio con condiciones naturales de luz,
temperatura y humedad.

Para poder medir los ritmos naturales que tenian las serpientes de cascabel antes de la
captura, cada serpiente capturada se traslado al Jardin Botanico del Instituto de Biologia de la
UNAM, donde permanecieron en encierros de semicautiverio hasta conjuntar las cuatro serpientes
del grupo. Los experimentos se realizaron en un espacio asignado dentro del invernadero de
cactaceas del mismo Jardin Botanico. Las serpientes se colocaron en encierros individuales de 90
x 90 x 90 cm bajo condiciones naturales de luz, temperatura, humedad y sonido (Figura 6). Los
encierros se cubrieron con malla sombra para homogeneizar los niveles de iluminacion y prevenir

exceso de radiacion solar. Los luxes dentro de los encierros oscilaron entre los 20 mil y 25 mil a
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medio dia. Antes del experimento se alimentaron y se aclimataron a los encierros por 10 dias y
posteriormente se grabo su actividad por diez dias. El primer grupo se colocd en experimentacion
del 22 de junio de 2019 al 01 de julio de 2019 y el segundo grupo del 12 de julio de 2019 al 21 de
julio de 2019. Los grupos experimentales se iniciaron con diez dias de diferencia debido a la

duracion del proceso de aclimatacion al encierro que lleva cada grupo.

Figura 6. Encierros de semicautiverio en el Jardin Botanico (UNAM).
Medidas 90 x 90 x 90 cm.

Para los experimentos se videograbaron a los organismos individualmente con camaras
digitales (marca MERIVA) para exterior con visién diurna y nocturna. Los videos se analizaron
individualmente para cuantificar el tiempo total de movimiento de las viboras en segundos y

posteriormente se agruparon los datos en bloques de 15 minutos en el programa Excel. Se
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registraron los parametros ambientales de temperatura (°C) y humedad (%) en dos encierros usando
Data-Loggers (marca HOBO) y por medio de la Red Universitaria de Observatorios Atmosféricos,
del Observatorio de Ciudad Universitaria (RUOA, 2020) se obtuvieron datos de irradiancia
(Watts/m2) de la zona; esto con el fin de realizar una relacion de la actividad locomotriz de las

viboras con parametros ambientales naturales.

8.2.2 Fase 2. Condiciones controladas de luz, temperatura y humedad.

Finalizando la fase 1, los organismos se trasladaron al Bioterio para la Experimentacion Zoologica
(BEZ) del Instituto de Biologia de la UNAM, donde las serpientes se mantuvieron en encierros
individuales de 30 x 40 x 20 cm (largo x ancho x alto) con fotoperiodo de 12 horas de luz y 12
horas de oscuridad (L/O 12:12, 200 lux), con temperatura estable de 30 £ 1°C y humedad relativa
de 60 + 5% hasta su uso en la experimentacion. Durante este periodo de espera se alimentaron con
ratones vivos cepa CD-1 en funcion del peso de la serpiente cada 20 dias y agua disponible ad
libitum, suministrada por medio de bebederos que se colocaron al inicio de cada fase y antes de la
condicion 4.

Durante el experimento, cada serpiente fue colocada en encierros individuales idénticos en
proporciones a los encierros de semicautiverio en la fase 1 (Figura 7). Durante el experimento en
cautiverio la luz del fotoperiodo fue provista mediante el uso de luz blanca con modulos flexibles
de diodos emisores de luz (LED) para iluminacién resistentes al agua de tres diodos (marca
HanleyLED) que no producen calor, colocadas a una distancia desde los 70 a 90 cm sobre el area
de prueba. La periodicidad de la luz fue mantenida mediante el uso de temporizadores digitales y
la intensidad de iluminacion se mantuvo similar entre los encierros, las medidas del luxémetro

variaron entre 252.3 a 256.5 LUX.
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La temperatura fue controlada mediante un sistema de temporizadores y un termostato
digital que controlaban dos radiadores de aceite (marca Commercial Electric) para aumentar la
temperatura. Este mismo sistema también controlaba un aire acondicionado portatil de 12 mil
BTU’s (marca Frikko) y un extractor para disminuir la temperatura. La humedad se mantuvo
mediante el uso de un humidificador y recipientes con agua dentro del cuarto. Todos estos factores
se monitorearon con cuatro termohigrometros, dos se colocaron a distintas alturas dentro del cuarto
y otros dos dentro de los encierros. De esta manera se mantuvo la temperatura y humedad igual

dentro y fuera de los encierros.

Figura 7. Encierros individuales de cautiverio realizados con
madera utilizados para videograbacion.
Medidas 90 x 90 x 90 cm.

La fase 2 se inici6 inmediatamente después de terminada la fase 1. Se trasladaron a los
organismos a encierros con condiciones controladas de luz, temperatura (30 £ 1°C), humedad (60

+ 5%) y sonido, donde se aclimataron por 10 dias (Firth y Keenaway, 1989; Bartell et al., 2004)
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con fotoperiodo L/O 12:12 alimentandolas al tercer dia, para que al décimo dia iniciaran la

experimentacion después de la digestion y de haber defecado. La fase 2 constd de dos etapas:

Etapas 1y 2. La luz y temperatura como sincronizadores.

La etapa 1 tiene tres finalidades, primero, demostrar que el ritmo de actividad es en efecto,
circadiano, se espera que al mantener a las viboras en libre curso (oscuridad constante, O/O),
presenten un periodo de actividad cercano a 24 horas. Segundo, comprobar la influencia de la luz
como sincronizador del ritmo de actividad. Finalmente, observar el efecto que tiene un fotoperiodo
de dias largos (18 horas luz y 6 oscuridad) sobre el ritmo y el tiempo de actividad (alpha, o).

En esta etapa, las viboras se expusieron a una sola temperatura de 30 £ 1 °C y los encierros
se mantuvieron con una humedad del 60 = 5% y lo Gnico que se manipuld fueron los fotoperiodos.
Después de los 10 dias de aclimatacion, las viboras se colocaron en condicion L/O 18:6,
fotoperiodo 18 horas luz y 6 horas de oscuridad, (fotofase de 01:00 — 19:00h y escotofase de 19:00
- 01:00h, hora estandar del centro, CST) por 10 dias, inmediatamente pasaron a condicién O/O,
libre curso u oscuridad constante durante 10 dias, y al finalizar, se pusieron en condicion L/O 12:12
(fotofase de 07:00 — 19:00h y escotofase de 19:00 — 07:00, CST) por 10 dias (Cuadro 2).

Finalizando la etapa 1 se inicio la etapa de alimentacién y de limpieza en condiciones de
L/O 12:12 (fotofase de 07:00 — 19:00h, CST) y 30 °C durante 10 dias. Cada vibora se aliment6 con
un ratén vivo cepa CD-1 vy se esper6 a que defecaran (5 dias en promedio). Al dia siguiente de la
excrecion, las viboras se retiraron durante 30 minutos para la limpieza de los encierros. Finalmente,
se esper0 a que concluyeran los 10 dias de la etapa de limpieza monitoreando a los individuos y se
procedio a la etapa 2.

La etapa 2 constd de cuatro condiciones distintas y tiene tres finalidades. Primero, las

condiciones 1y 2 determinan si el ritmo de actividad se sincroniza a ciclos térmicos y durante qué
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parte del ciclo (termofase o criofase) realizan su actividad. Segundo, con la condicién 2, observar
el efecto que tiene un termoperiodo largo (18 horas a 30 °C y 6 horas a 20 °C) sobre el ritmo y el
tiempo de actividad (alpha, o). Finalmente, con las condiciones 3y 4, definir cual zeitgeber, la luz
o la temperatura, tiene mayor influencia sobre la actividad y cual sincroniza mas eficientemente el
ritmo de actividad. Durante esta etapa se emplearon dos temperaturas, una termofase de 30 °C y
una criofase de 20 °C y éstas se manipularon para completar un ciclo de 24 horas. Estas
temperaturas se seleccionaron tomando en cuenta experimentos previos realizados en reptiles, en
donde una diferencia de 10 °C en el intervalo de temperaturas de 15 a 30 °C produjo resultados
significativos (Evans, 1966; Lee, 1974; Graham y Hutchison, 1978; Griffiths, 1984; Ellis et al.,
2009). Las primeras dos condiciones se mantuvieron en oscuridad constante y en la tercera y cuarta,
se aplicé simultaneamente un fotoperiodo L/O 12:12.

Las primeras dos condiciones de esta etapa se realizaron en oscuridad constante para
descartar un potencial enmascaramiento generado por los ciclos L/O sobre el ritmo de actividad
locomotriz. Este disefio experimental permitio determinar si el ritmo en libre curso mantenido por
las viboras se sincronizaba a los ciclos de temperatura impuestos. Asi mismo, dentro del intervalo
térmico, definir el momento en que realizan su actividad. La tercera y cuarta condicién, a las que
se les agregd simultaneamente un fotoperiodo L/O 12:12 permitid determinar si la actividad
locomotriz de las viboras era preferentemente sincronizada por ciclos de luz o ciclos de
temperatura.

La condicion 1 fue en oscuridad constante y, consto de una termofase de 30 °C durante 12
horas y una criofase de 20 °C durante 12 horas, 30 °C/20 °C 12:12 en O/O (termofase de 10:30 —
22:30h y criofase de 22:30 — 10:30h, CST), durante 10 dias. Al finalizar, pasaron a la condicion 2;
manteniéndose en oscuridad constante, se modificé el termoperiodo aumentando la termofase a 18

horas y disminuyendo la criofase a 6 horas, 30 °C/20 °C 18:6 en O/O, durante 10 dias (termofase
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de 9:00 — 3:00h y criofase de 3:00 — 9:00h, CST). Al concluir esta condicion, pasaron a la condicién
3; donde se mantuvo el ciclo térmico 30 °C /20 °C 18:6 con los mismos horarios y se agregd un
fotoperiodo L/O 12:12 con el encendido de la luz, (fotofase de 3:00 a 15:00h, CST) durante 10
dias, 30 °C/20 °C 18:6 y L/O 12:12 (Cuadro 2). Finalizando esta condicion se llevd a cabo la
alimentacion de las viboras y limpieza de los encierros en condicion de L/O 12:12 a 30 °C que duro
10 dias, de la misma manera que cuando finaliz6 la etapa 1 (ver arriba). Concluyendo la etapa de
limpieza, se procedio a la condicion 4, en donde los ciclos foticos y térmicos se encontraron fuera
de fase. Esta condicion tiene el fin de resolver cuél de los dos zeitgeber tiene mayor influencia
sobre la actividad de las viboras y con cuél se sincronizan. Esta condicién tuvo una duracién de 10
dias y un fotoperiodo L/O 12:12 y un ciclo térmico 30 °C/20 °C 12:12 con las siguientes
caracteristicas: El ciclo fotico se inicid a la mitad del ciclo térmico, a las seis horas de iniciada la
termofase. La termofase (30 °C) fue de 11:00 a 23:00h CST y la criofase (20 °C) de 23:00 a 11:00h,
CST y la fotofase de 17:00 a 5:00h, CST vy la escotofase de 5:00 a 17:00h, CST. Para el analisis se

consideraron dos ZTO, el inicio de la fotofase (17:00h) y el inicio de la termofase (11:00h).

8.3 Analisis de datos y estadistico

8.3.1 Obtencidn de datos

La actividad locomotriz de C. molossus en todas las condiciones se observo en las grabaciones de
video y se transcribieron a mano todos los movimientos realizados en segundos, registrados como
segundos de actividad cada 15 minutos. En semicautiverio, los datos de temperatura, humedad e
irradiancia se obtuvieron mediante el promedio de dos data-loggers colocados en dos encierros
diferentes en intervalos de 15 minutos. En condiciones controladas, los datos de temperatura y
humedad se obtuvieron mediante el promedio de dos data-loggers, colocados igualmente en dos

encierros distintos, cada 15 minutos.
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8.3.2 Analisis estadistico

El tiempo de actividad se agrup6 en periodos de 15 minutos y se analizaron con el programa Excel
y posteriormente con los programas CronosFit, ActiView y Graph PAD 8. Los actogramas se
obtuvieron con los programas CronosFit y ActiView; se compararon en todas las condiciones y en
el presente trabajo se utilizaron los de ActiView al ser los mas visualmente atractivos. Asimismo,
los periodos de los ritmos de actividad se calcularon por medio de un periodograma de Lomb-
Scargle (Lomb, 1976) obtenidos con el programa CronosFit y se compararon con los
periodogramas de y? (Sokolove y Bushell, 1978) obtenidos con el programa ActiView. En este
trabajo se utilizaron los periodogramas de Lomb-Scargle, ya que se ha comprobado que son méas
precisos para calcular los periodos de andlisis de tiempo de corta duracion (Tackenberg y Hughey,
2020).

El tiempo total de actividad (o) medido en horas se obtuvo con el programa Excel, se
calculo el promedio y se presenta como el promedio de a. Asi mismo, las acrofases se obtuvieron
por medio del programa Cronosfit. El momento de inicio de la actividad (Ai) y el momento del fin
de la actividad (Af) se calcularon utilizando el método descrito por Pittendrigh y Daan (1976). Ai
y Af se utilizaron como marcadores de fase como el inicio y el término de la actividad locomotriz,
respectivamente.

La relacidn de fase entre el apagado de la luz y Ai (Ai - LOFF) y entre Af (Af - LOFF), asi
como el inicio del termoperiodo entre Ai (Ai — TON) y entre Af (Af — TON) se calculé para cada
vibora en cada dia de grabacion en las condiciones que presentan fotoperiodo y termoperiodo. De
igual manera, en semicautiverio, la puesta del sol a las 20 h se considerd como el apagado de la luz
y se consideraron las 11 h como el inicio del termoperiodo, cuando se rebasaron los 20 °C. Las
fases de inicio de actividad (Ai) y de fin de actividad (Af) se reportan en hora estandar del centro
(CST) para la ciudad de México.
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Finalmente, con el programa Graph PADS, se realizaron las graficas de relacion de fase y
las pruebas de maxima verosimilitud y de ANOVA de medidas repetidas para examinar si
existieron cambios en la duracion promedio de los periodos y en el promedio de o respectivamente.
Ademas, se aplicaron las pruebas de Wilcoxon, de Kruskal-Wallis y de Friedman, dependiendo del
comportamiento de los datos, para determinar si existieron diferencias significativas en los
siguientes parametros:

e Promedio del periodo del ritmo;

Tiempo promedio de inicio de la actividad (Ai);

e Tiempo promedio de término de la actividad (Af);

e Relacion de fase entre Ai y el apagado de la luz (Rf Ai - LOFF);

e Relacion de fase entre Af y el apagado de la luz (Rf Af - LOFF);

e Relacion de fase entre Ai y el inicio del termoperiodo (Rf Ai - TON);

e Relacion de fase entre Af y el inicio del termoperiodo (Rf Af - TON).

La etapa 1 se realiz6 a temperatura constante, debido a esto, las comparaciones que utilizan
ciclos de temperatura no son aplicables por lo que no se realizaron. De la misma manera, las
condiciones 1 y 2 de la etapa 2, se llevaron a cabo en oscuridad constante, por lo que las

comparaciones que implican ciclos de L/O no se realizaron.

8.4 Declaracion de ética

Este proyecto se realizd bajo los requerimientos legales del pais en el que se llevo a cabo la
experimentacion y sigui6 todas las reglas institucionales. Este estudio procedio bajo el permiso

especial otorgado por SEMARNAT (SGPA/DGVS/013219//18) y por la Reserva Ecoldgica del
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Pedregal de San Angel (REPSA, Proyecto 465) al Dr. Victor Hugo Reynoso. Los permisos
evaluaron y aceptaron todos los procesos de colecta, manutencidon y experimentacion de los
animales. Crotalus molossus se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010
bajo la categoria PR (Sujeta a proteccion especial), en categoria Least Concern de la lista roja de
la Union Internacional para la conservacion para la naturaleza (UICN) y en el Apéndice Il de la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres
(CITES). El area en donde se realizo el trabajo de campo forma parte de la Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel y el Jardin Botanico y el Bioterio para la Experimentacion Zooldgica son

parte de la infraestructura del Instituto de Biologia de la UNAM.
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9 RESULTADOS
9.1 Fase 1: Condicién semicautiverio

9.1.1 Comportamiento de las variables ambientales durante el experimento.

El primer dia de experimentacion, la salida del sol en el grupo 1 fue a las 07:06 y la puesta a las
20:19 y el ultimo dia de experimentacion, la salida del sol fue a las 07:09 y la puesta a las 20:18
horas, el promedio diario de horas de luz fue de 13 h'y 8 min. De la misma manera, en el grupo 2,
el primer dia de experimentacion, la salida del sol fue a las 07:00 y la puesta a las 20:18 y el ultimo
dia de experimentacion, la salida del sol fue a las 07:02 y la puesta a las 20:20 horas, el promedio
diario de horas de luz fue de 13 h y 17 min.

La temperatura ambiental (°C) dentro de los encierros se mantuvo por debajo de los 17° C
desde las 0 hasta las 9 h, presentando valores minimos de ~8° C desde las 6 hasta las 8 h. Desde
las 9 h la temperatura comenz0 a elevarse a razon de 2.5 ° C/h hasta las 13 h en los cuales algunos
dias alcanzaron su maximo, registrando hasta 28.81° C y se mantuvo estable hasta las 16:30 horas,
tiempo en el cual otros dias mostraron su maximo. Desde las 16 horas aproximadamente, la
temperatura comenz6 a disminuir a razon de 3 ° C/h hasta las 22 h cuando se estabiliz6 alrededor
de los 14° C. Desde las 22 hasta las 4 h se mantuvo entre los 12 y 14° C y desde las 4 h disminuyd
hasta mostrar sus minimos (Figura 8). La temperatura ambiental a la que estuvieron expuestos los
dos grupos no presentd diferencias significativas (tigo= 1.158, p = 0.24).

La humedad relativa (%) en los encierros se mantuvo por encima del 90% desde las 0 horas
hasta su maximo de ~98%, que fue registrado entre las 7:45y 9:30 h. Desde las 9:30 hasta las 14h
disminuyé a razon de 7%/h hasta alcanzar los valores minimos de ~50% en promedio, registrados
entre las 13:30 y 16:00. Desde las 16 hasta las 21 h aument6 un 8% de humedad por hora hasta

alcanzar 90% y se mantiene por encima de este valor hasta el dia siguiente (Figura 8). Si se
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encontraron diferencias significativas en la humedad ambiental a la que los dos grupos estuvieron

expuestas (tigo = 2.738, p = 0.006).
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Figura 8. Temperatura, humedad e irradiancia promedio diarias que se presentaron durante la
experimentacion en los encierros de semicautiverio en los dos grupos experimentales de viboras.
Grupo 1. Viboras 1 a 4. Grupo 2. Viboras 5 — 8. Las barras muestran medias +/- SEM.
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La irradiancia (Watts/m?) se mantuvo por debajo de cero, desde las 24 hasta las 6 h, ésta
fue incrementandose lentamente desde las 6 hasta las 8 h hasta alcanzar un valor de 100, desde ese
momento se elevo abruptamente hasta un valor aproximado de 500 a las 9 h, y continud elevandose
a razon de 100 unidades cada media hora hasta alcanzar su maximo registrado de 1200 Watt/m?
aproximadamente alrededor de las 11 h y manteniéndose hasta las 12 h. A partir de esta hora, la
irradiancia comenzé a disminuir aproximadamente 100 unidades por hora hasta alcanzar cero a las
19 h y se mantuvo por debajo de cero hasta las 6 h del dia siguiente (Figura 8). No se encontraron
diferencias significativas en la irradiancia a la que los dos grupos estuvieron expuestos (tis7.s7 =
0.38949, p = 0.6974).

En general, los dias fueron soleados hasta las 17 h aproximadamente, cuando se registraron
lluvias ligeras (maximo = 29.4 mm de agua para el grupo 1y 10.7 mm de agua para el grupo 2).
Durante el experimento con el grupo 1, no llovi6 el segundo y el dltimo dia, asimismo, no llovid
el tercero, séptimo y noveno dias mientras el grupo 2 se encontraba en experimentacion. Asi
mismo, se determind una relacion inversamente proporcional entre la temperatura y la humedad,
con un coeficiente de correlacidn negativo para el grupo 1 (R =-0.97, p < 0.0001) y para el grupo

2 (R=-0.99, p <0.0001) (Figura 9), lo que significa que, a mayor temperatura, menor humedad.

Grupo 1 Grupo 2
Temperatura/Humedad Temperatura/Humedad
1004 .. 1004 .
Y=-2951°X + 135.8 < Y =-352° + 142.1
R =-0.9742 R =-0.99
- p <0.0001 - ' p <0.0001
g ©
3 ?
g 754 g 75-
T I
R S
50 T T T 50 T T T
10 15 20 25 10 15 20 25
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 9. Regresién lineal entre temperatura y humedad registradas en los encierros de
semicautiverio en los dos grupos experimentales. Grupo 1. Viboras 1 — 4. Grupo 2. Viboras 5 — 8.
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9.1.2 Actividad de las viboras

Las viboras presentaron actividad unimodal, sin embargo, en la curva promedio de
actividad se pueden observar dos instantes con movimiento: un pequefio pico alrededor de las 9:45
h debido a que las viboras se desplazaban hacia la luz del sol para termo-regular, y otro pico, a

partir de las 13 h, que se consideré como el inicio de actividad (Ai) (Figura 10).

1000- - Grupo 1
-~ Grupo 2
_ 8004
)
h——
o i
m600
o
S
= 4001
[&]
<C
2004
oL V- A 3
o o O o O O ©O O O ©O O O © ©o oo o o o
o e o 9o i R R e R = e B = A e e B == =
O — N O < U0 © I~ 0 OO0 O «—~ (N O < U © I~ 0 OO O «—~ N o
O O O O O O O O O O ™ «™ ™ ™ ™™ ™ ™™ v« +«— «— (N (N (N N
Horas

Figura 10. Curva promedio de actividad en semicautiverio de los dos grupos de viboras en segundos
de movimiento. Se presenta el promedio de actividad de los 10 dias de experimentacion de ambos
grupos. Grupo 1. Viboras 2 — 4 (n = 3). Grupo 2. Viboras 5 — 8 (n = 4). El individuo uno se excluyd,
debido a que present6 actividad nocturna. La barra amarilla representa las horas de luz y las
barras negras las horas de oscuridad. Las barras de error muestran medias +/- SEM.

Las nueve viboras presentaron un ritmo circadiano en su actividad locomotriz, con periodos
de actividad entre las 23.10 y 24.27 horas (Figura 11 A, Anexo 1). El promedio total de actividad
diaria (alpha, o) que presentaron las viboras fue desde 3.1 hasta 4.72 horas y no se encontraron

diferencias significativas en esta actividad entre ambos grupos experimentales (t190=1.035, p=0.30)

(Figura 11, B).
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Figura 11. Periodos del ritmo y actividad promedio de las viboras en todo el experimento.

A. Duracion promedio de los periodos (en horas) del ritmo de actividad locomotriz de las viboras en
todo el experimento (n = 8). B. Actividad diaria promedio, alpha (a) (en horas) de las viboras en
todo el experimento (n = 8). Las barras de error muestran medias +/- SEM.

* = p < 0.05, post-hoc Prueba HSD Tukey.

En los actogramas se observa que, de los nueve organismos estudiados, ocho presentaron
actividad diurna durante la fotofase, restringida a la termofase, entre las 13 y las 18 horas y uno
nocturna, entre las 19 y las 24 horas (Figura 12). La vibora 1 fue la Gnica que presentd actividad
crepuscular/nocturna y la 9, que era un juvenil continud su actividad hasta después del ocaso
(Figura 12).

No se encontré correlacion entre la irradiancia y el movimiento de las viboras en el grupol
(R=0.222, p=0.03) nien el grupo 2 (R = 0.266, p = 0.008) (Anexo 2). Por el contrario, se observa
una fuerte correlacion positiva entre la temperatura y el movimiento para el grupo 1 (R = 0.8112.
p < 0.0001) y para el grupo 2 (R = 0.7882, p < 0.0001) (Figura 13). Asi mismo, se registré una
fuerte correlacion negativa entre la humedad y el movimiento en el grupo 1 (R = -0.8829, p <

0.0001) y en el grupo 2 (R =-0.8199, p < 0.0001) (Figura 13).
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Figura 12. Actogramas de las nueve viboras en condicidn de semicautiverio. Se observa una
sincronizacion al fotoperiodo con actividad diurna y restringida a la termofase, con excepcion del
individuo 1 que muestra actividad nocturnay el 9 (juvenil) que extendié en promedio su actividad 2
horas después de LOFF. Barras blancas indican la fotofase y barras negras la escotofase. Barras
rojas indican la termofase y barras azules la criofase. Nimero de vibora indicado en la esquina
superior derecha de cada actograma.
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Figura 13. Regresion lineal entre temperatura, humedad y la actividad de las viboras en
semicautiverio. A. Regresion lineal del grupo 1 entre la actividad registrada de las viboras y
temperatura (izquierda) y humedad (derecha) en condicion semicautiverio. B. Regresion lineal del
grupo 2 entre la actividad registrada de las viboras y temperatura (izquierda) y humedad (derecha)
en condicidn semicautiverio.

El Ai se encontr6 mas cercano al inicio de la termofase (TON), que al inicio de la fotofase
(LON), lo que indica una mayor sincronia con el ciclo térmico y una preferencia por realizar su
actividad durante las horas calidas del dia. De igual manera, el fin de la actividad (Af) se encontrd
muy cercano tanto al fin de la fotofase (LOFF) como al fin de la termofase (TOFF) (Figura 14). Se

realizo una prueba de comparacion maltiple de Dunn, y no se encontraron diferencias significativas
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entre estos dos momentos (p > 0.999). En pocas palabras, las viboras terminan su actividad antes

de que baje la temperatura, lo que indica una gran afinidad entre la actividad y la temperatura.
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Figura 14. Relacion de fase de inicio y fin de actividad en semicautiverio. A. Relacion de fase
promedio de Ai en semicautiverio contra luz y temperatura. B. Relacion de fase promedio de Af en
semicautiverio contra luz y temperatura. LON = inicio del fotoperiodo, TON = inicio del
termoperiodo, LOFF = fin del fotoperiodo, TOFF = fin del termoperiodo. Las barras muestran la
media +/- SEM.

9.2 Fase 2, etapa 1: Ritmo enddgeno y la luz como sincronizador: L/O 18:6, O/O,
L/O 12:12.

En las tres condiciones de esta etapa, todas las viboras presentaron ritmos circadianos significativos
(p < 0.05) en su actividad locomotriz. Con excepcién de la vibora 4 en O/O, la cual no muestra
ningun periodo y casi no presenta movimiento. Sus periodos de actividad se encontraron desde
22.69 a 25.21 horas, siendo O/O la condicion con mayor variacion (Figura 11 A). Las viboras
presentaron un o promedio diario desde 0.12 a 7.85 horas; y muestran diferencias significativas
(F7,14 = 3.04, p = 0.03) (Figura 11 B).

En L/O 18:6 el Ai se present6 en promedio 2.96 horas antes del apagado de la luz (LOFF),

y en L/O 12:12, 1.18 horas antes. Del mismo modo, en L/O 18:6, el Af se present6 en promedio
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0.83 horas antes de LON, y en L/O 12:12, 2.68 horas antes (Figura 15 A). Esto demuestra una
sincronizacion al ciclo L/O con anticipacién a la escotofase para el inicio de actividad y una
anticipacion al encendido de la luz para finalizar la actividad. La sincronizacion al ciclo L/O se
confirma ya que no se encontraron diferencias significativas en la relacion de fase entre Aiy LOFF

en esta etapa (Fsg = 4.75, p = 0.11).
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A B . L/O 186
4- 5. L/O 12:12

,g :"’; . Etapa 2
S 24 . 5 e ® oo I 30°C/20°C 18:6 y L/O 12:12 (Condicion 3)
U'E: . ¢ < 04 Il 30°C/20°C 12:12 y L/O 12:12 (Condicion 4)
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Figura 15. Relacion de fase entre Ai — LOFF y Af - LON durante la Fase 2. A. Relacion de fase
promedio de Ai de la fase 2, etapa 1y 2, con el apagado de la luz (LOFF). B. Relacién de fase
promedio de Af de la fase 2, etapa 1y 2, con el encendido de la luz (LON). Las barras muestran
medias +/- SEM.

En la condicién L/O 18:6, siete de ocho viboras mostraron una sincronizacion al ciclo L/O.
Cinco viboras mostraron movimiento durante la escotofase, las viboras 2 y 6 presentaron actividad
durante la fotofase (Figura 16). La vibora 5 es la Gnica sin un horario definido ya que se encontrd
activa durante la fotofase y escotofase, esto probablemente se deba a la modificacién de la actividad
producida por el proceso de muda. En la condicién O/O, en el ritmo en libre curso se present6 un
adelanto de fase en las viboras 1, 2, 3, 7 y 8, y un atraso de fase en las viboras 5 y 6 (Figura 16).
En condicion L/O 12:12 todas las viboras mostraron una resincronizacion al ciclo L/O tardando en

promedio de dos a tres dias en que la actividad se encontrara en fase con este ciclo. Siete de ocho
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viboras mostraron actividad en la escotofase, solo la vibora 2 presenté actividad en la fotofase, de
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la misma manera que lo habia hecho en L/O 18:6 (Figura 16).
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las ocho viboras en la fase 2, etapa 1. Se muestra la

Figura 16. Actogramas en doble grafica de

con

transicion de L/O 18:6 a O/O y a L/O 12:12. Se observa una sincronizacion al ciclo L/O
actividad durante la escotofase, ritmo en libre curso y una resincronizacién. Las barras negras

arriba de cada actograma representan la escotofase y las barras blancas la fotofase. Las lineas rojas

muestran el cambio de condicion. La linea verde en la vibora 5 indica el dia en que se produce la

ecdisis. Numero de vibora indicado en la esquina superior derecha de cada actograma.
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9.3 Fase 2, etapa 2: La temperatura y la luz como sincronizadores.

En las cuatro condiciones de la etapa 2, todas las viboras presentaron ritmos circadianos
significativos (p < 0.05) en su actividad locomotriz. Los periodos de las viboras se encontraron
desde 20.61 hasta 25.88 horas y la condicion 4 fue la que presentd mayor variacion (Figura 11). En
las condiciones 1, 2 y 3, las viboras mostraron un alpha promedio diario desde 2.36 hasta 7.78

horas (Figura 11); sin embargo, no presentaron diferencias significativas (F7,14= 1.03, p = 0.45).

9.3.1 Sincronizacion a la termofase

En las condiciones 1y 2 se observa una sincronizacion al ciclo térmico, las viboras realizaron su
actividad durante la termofase y parte de la criofase. En la condicion 1 muestran un Ai promedio
de 6.5 horas después del inicio de la termofase (TON) y un Af promedio de 3.39 horas después de
TOFF. En la condicion 2, las viboras muestran un Ai promedio de 11.25 horas después de TON y
un Af promedio de 2.35 horas después de TOFF (Figura 17 A, C). Esto indica que, aunque inician
su actividad durante la termofase, la contindan durante la criofase. De igual manera, al modificar
el termoperiodo a 18 horas, se observa que la actividad sigue al crioperiodo; es decir, se recorre
hacia el final de la termofase y se confirma debido a que la relacion de fase entre Ai — TOFF se
mantiene muy parecida entre las condiciones 1y 2 (Figura 17 B, C). Asimismo, la Rf Ai - TON
entre las condiciones 2 y 3 presentd diferencias al realizar una prueba de comparacion multiple de
Dunn (p = 0.0081), esto indica que le dan mayor importancia al TOFF que al TON (Figura 17 A).

Las viboras se sincronizan al ciclo térmico y se confirma ya que, al realizar una prueba de
comparacion maltiple de Dunn, se encontraron diferencias entre la Rf Af - TON de las condiciones
1y 2 (p =0.0179), pero no entre la Rf Ai — TOFF, indicando que las viboras se acoplan al ciclo
térmico de 18 horas con actividad al final de la termofase. A pesar de que en la condicion 3 se

presenta actividad durante la termofase, ésta parece ser sincronizada por el ciclo L/O, ya que inician
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su actividad muy cercana al apagado de la luz y la relacion de fase entre el Ai — LOFF (Figura 15
A) es menor que entre el Ai -TOFF (Figura 17 C). Finalmente, en la condicion 2, seis individuos
presentaron un comportamiento parecido a un libre corrimiento en donde los primeros cinco dias

muestran un atraso de fase y los dltimos cinco dias un adelanto de fase (Figura 18).

9.3.2 Sincronizacion a la fotofase

En la condicion 3, todas las viboras mostraron una sincronizacion al ciclo L/O, su actividad la
iniciaron después del apagado de la luz, en promedio, tardaron de dos a tres dias en que su actividad
se encontrara en fase con el ciclo L/O (Figura 18). Para que las viboras estuvieran en fase con el
apagado de la luz, algunas tuvieron que recorrer el inicio de su actividad desde siete hasta 10 horas,
esto demuestra una gran fuerza sincronizadora del ciclo L/O (Figura 18). De igual forma, esta
condicion mostré mayor sincronia entre el Ai - LOFF que las condiciones de la etapa 1 con ciclos
L/O (Figura 15 A). Lo que indica que, la interaccion entre el estimulo fotico y térmico sincroniza
con mayor precision el ritmo de actividad.

En la condicion 3, el Ai se presentd en promedio 0.68 horas antes de LOFF (Figura 15 A),
solo la vibora 2 inicia su actividad 4.5 horas antes, es decir, a la mitad del fotoperiodo, siendo el
mismo comportamiento que presenta en todas las condiciones con ciclos L/O. Asimismo, en la
condicion 3 el Af se presentd en promedio 1.15 horas antes de LON, y al realizar una prueba de
comparacion maltiple de Dunn, se encontraron diferencias entre las condiciones 2 y 3 en la Rf Af
- TON (p = 0.0373) (Figura 17 B) demostrando una sincronizacion al ciclo L/O por encima del
ciclo de temperatura, ya que inician su actividad antes del apagado de la luz y la finalizan antes del

encendido (Figura 18).
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Figura 17. Relacion de fase entre el Aiy Af con TON y TOFF. A. Relacion de fase promedio del
inicio de la actividad (Ai) comparado con el inicio de la termofase. B. Relacion de fase promedio del
fin de la actividad (Af) comparado con el inicio de la termofase. C. Relacion de fase promedio del
inicio de la actividad (Ai) comparado con el inicio del crioperiodo. D. Relacién de fase promedio del
fin de la actividad (Af) comparado con el inicio del crioperiodo. TON = Inicio de la termofase.
TOFF = Inicio de la criofase. Las barras muestran medias +/- SEM. * = p < 0.05, post-hoc: Prueba
de comparacién mualtiple de Dunn.

Las viboras sincronizaron su actividad al ciclo L/O al imponer el fotoperiodo en la
condicidn 3, y presentaron un inicio de actividad de 12 horas antes de TOFF, mostrando diferencias

significativas en la Rf Ai - TOFF con las condiciones 1y 2 (Fs, s = 31.95, p < 0.0001) (Figura 17
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C). Por dltimo, en las condiciones 1 y 2 contintan su actividad después de iniciar la criofase; sin
embargo, en la condicion 3, detienen su actividad 1.4 horas antes del inicio de la criofase (Figura
17 D). Esto ultimo, debido que presentan actividad durante la escotofase y detienen su actividad
antes del encendido de la luz, momento en que inicia la criofase (Figura 18), demostrado una mayor

fuerza de sincronizacion del ciclo L/O.

9.3.3 Condicion 4 (Conflicto)

En la condicion 4, las viboras se sincronizaron preferentemente al ciclo L/O y realizaron la mayor
parte de su actividad durante la escotofase. Sin embargo, las viboras 1, 2, 4 y 8 expresaron un ritmo
bimodal, al parecer con un componente circadiano asociado al ciclo térmico y otro asociado al ciclo
L/O, no obstante, presentan mayor actividad durante la escotofase. Por otro lado, en las viboras 3,
5, 6 y 7 la sincronizacion al ciclo L/O es muy evidente. De estas ultimas, las 5, 6 y 7 restringieron
su actividad a la escotofase. Todas menos la 1 y la 2 disminuyeron la amplitud en su actividad
considerablemente. En general, tardaron de dos a tres dias en que su actividad estuviera en fase con
el estimulo sincronizador, lo que elimina un posible enmascaramiento (Figura 19).

El promedio de actividad diario se vio reducido en comparacién con las demas condiciones,
presentado un alpha promedio diario de 2.21 horas (Figura 11). Asimismo, en esta condicion se
observa una modificacion de la actividad en casi todas las viboras, por ejemplo, presentando un

patrén bimodal o no mostrando un periodo de descanso (Figura 19).
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Figura 18. Actogramas en doble grafica de las ocho viboras en la fase 2, etapa 2. Se observa una sincronizacion al ciclo de temperatura en
los primeros dos experimentos, con actividad al final de la termofase y durante la criofase. Al pasar a la condicion 3, se observa una
sincronizacion en todas las viboras al ciclo de L/O con actividad durante la escotofase, con excepcién de la vibora 2 que inicia su actividad
a la mitad de la fotofase. Las barras negras continuas arriba de cada actograma representan la escotofase y las barras blancas y negras a
la mitad de cada actograma representan la fotofase y la escotofase respectivamente. Las lineas azules entre las barras rojas indican el
crioperiodo (20 °C). Las lineas moradas indican el cambio de condicion. La linea verde en las viboras 2 y 8 indica el dia en que se produce
la ecdisis. Numero de vibora indicado en la esquina superior derecha de cada actograma.
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Para analizar el alpha de la condicién 4, se compararon la condicion 1y la condicion 2 por
separado contra la condicion 4. Al realizar una ANOVA de una via no se encontraron diferencias
entre la condicion 4 y la etapa 1. Sin embargo, entre la condicién 4 y la etapa 2 si se encontr6 una
diferencia (Fs31 = 6.943, p = 0.0218). Al realizar la prueba post hoc de Tukey se encontraron
diferencias entre la condicion 4 y la condicién 1 (p = 0.0019) y la condicion 3 (p = 0.0161). Esto
podria indicar que las viboras tienen una gran capacidad de acoplarse a un gran intervalo de
temperaturas y ciclos de L/O.

La actividad en la condicion 4 disminuy6 en seis de ocho organismos, a pesar de esto, el
tiempo total que se mantuvieron activos aument6 considerablemente. Es decir, movian unos
segundos la cabeza o solo se reacomodaban y se quedaban quietas y a los pocos minutos volvian a
moverse unos segundos y se quedaban quietas de nuevo, repitiendo este patron desde 9 hasta 23
horas en las viboras 7 y 8 (Figura 19). Este patrdn de actividad podria indicar que los ciclos foticos
fuera de fase con los térmicos producen una competencia entre los sincronizadores y que,
probablemente, los ritmos de actividad son controlados por una sola estructura sensible a cambios
foticos y térmicos.

Como ya se menciond, algunas viboras presentaron un componente circadiano asociado al
ciclo de temperatura y otras al ciclo L/O, debido a esto, para las viboras 1, 2, 3, 4 y 8 se calcularon,
ademas de los Ai y Af para el ciclo L/O, otros para el ciclo de temperatura. EI Ai promedio para el
ciclo L/O fue de 0.25 horas después de LOFF y el Af promedio fue de 1.53 horas antes de LON
(Figura 15). En cambio, el Ai promedio para el ciclo térmico fue de 1.1 horas antes de TOFF y el
Af promedio fue 2.9 horas después de TOFF (Figura 17 C). Al ser menor la relacion de fase entre
el Ai — LOFF que el Ai — TOFF, se demuestra una mayor fuerza de sincronizacion del ciclo L/O
que del ciclo térmico, con inicio de actividad al apagado de la luz y con anticipacion al encendido

de la luz (Figura 19).
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Figura 19. Actogramas en doble grafica de las ocho viboras en la condicion 4. Los primeros cinco
dias son los de aclimatacion en condicion L/O 12:12 y 30 °C, las barras moradas indican el cambio a
la condicién 4. Las viboras 1, 2, 4 y 8 muestran un ritmo bimodal, sincronizandose al ciclo de
temperaturay al ciclo L/O. En las viboras 5, 6 y 7 se observa una sincronizacion al ciclo L/O, con
actividad durante la escotofase. Las viboras 4 a 8 presentan una amplitud reducida en su actividad.
Las barras negras representan la escotofase y las barras blancas la fotofase. Las lineas azules entre
las barras rojas indican el crioperiodo (20 °C). Namero de vibora indicado en la esquina superior
derecha de cada actograma.
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9.4 Ecdisis en varias serpientes durante los experimentos

Tres viboras llevaron a cabo el proceso de ecdisis durante el experimento y una cuarta lo inicid,
pero no lo completd durante la grabacion. El proceso de ecdisis, modificé la actividad locomotriz
considerablemente. Las viboras 2 y 8 mudaron durante la fase 2, etapa 2, en la condicién 3, la
vibora 5 durante la fase 2, etapa 1, durante la condicién O/O y la vibora 3 mud6 10 dias después
de terminada la condicion 4.

La vibora 8 inicid el proceso de muda a las 22:30 horas del dia 29 de septiembre y lo
concluyd a las 00:35 horas del dia 30 de septiembre, el mismo dia de cambio de condicion. El dia
de la muda, present6 actividad hasta la media noche, durante la escotofase, y al dia siguiente, se
detuvo al encendido de la luz, lo que significa que se sincroniz6 inmediatamente al ciclo de luz y
oscuridad. Ese mismo dia, mostré una actividad normal e inicié su movimiento al apagado de la
luz como las demas viboras (Figura 18). Veinte dias antes de la muda mostré mucha actividad sin
preferencia de horario, con un alpha promedio de 12.94 horas y un periodo circadiano de 22.17
horas (Anexos 1, 3). Once dias antes de la muda no mostro ningun tipo de periodicidad y disminuyd
su actividad hasta ser casi nula, con un alpha promedio de 0.65 horas diarias (Anexo 3).
Veinticuatro horas después de que se produjo la ecdisis retomd una actividad normal con inicio de
actividad al apagado de la luz, un alpha promedio de 5.21 horas y un periodo circadiano de 23.82
horas (Anexos 1, 3).

La vibora 2 mudo el 25 de diciembre, al cuarto dia de iniciada la condicion 3, inicio el
proceso de muda a las 11:00 horas y lo termind a las 13:00 horas. Treinta dias antes de la muda, en
L/O 12:12 a 30 °C, previo a la condicién 1, presenta un periodo circadiano y mucha actividad con
un promedio de alpha de 9.09 horas, con inicio de movimiento a la mitad de la fotofase, como lo
habia hecho en las condiciones L/O 18:6 y L/O 12:12 de la etapa 1 (Figura 16). Al cambiar a la
condicion 1, 23 dias antes de la muda, mantuvo esta elevada actividad y mostr6 un periodo de 24.27
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horas (Anexo 1). El 13 de diciembre, durante la misma condicion, 12 dias antes de la muda,
disminuyd su movimiento hasta tener un alpha promedio de 0.81 horas diarias, con un periodo
circadiano de 24.12 horas. Esta baja actividad la mantuvo hasta el 25 de diciembre, cuando se
produce la muda. Inmediatamente después de la muda mostré una actividad normal manteniendo
un periodo circadiano de 24.15 horas (Anexo 1). De la misma forma en que se habia comportado
anteriormente, inicié su actividad de seis a siete horas después del encendido de la luz o de una a
dos horas después de iniciada la termofase (Figura 18).

La vibora 5 mudo el 11 de agosto, durante la fase 1, etapa 1, en la condicion O/O a 30 °C,
al sexto dia de iniciada esa condicidn, inicié el proceso de muda a las 16:00 y lo concluyo6 a las
18:30 horas. Durante la condicion L/O 18:6 aparentemente estd sincronizada al ciclo L/O; sin
embargo, parece mostrar un adelanto de fase en su actividad, como si se encontrara en libre curso.
Nueve dias antes de la muda, el viernes 2 agosto, a los siete dias de iniciada la condicién L/O 18:6,
disminuyd su actividad hasta mostrar un alpha promedio de 0.61 horas diarias y un periodo
circadiano de 24.58 horas. Al cambiar de condicién a O/O, continué disminuyendo su actividad
hasta mostrar un alpha de 0.53 horas promedio diarias hasta el dia de la muda. Inmediatamente
después de la muda mostr6 una actividad normal y un periodo circadiano de 25.21 horas (Anexo
1) en libre curso con atraso de fase hasta terminar la condicion, con un alpha promedio diario de
3.9 horas. Al cambiar la condicion a L/O 12:12 mostré una actividad parecida a las demés y se
sincroniz6 al apagado de la luz (Figura 16) mostrando un periodo de 23.82 horas (Anexo 1).

La vibora 3 mudo el 15 de enero, 4 dias después de terminar la condicion 4, no se tienen
registros en video después de terminado el experimento, pero desde el seis de diciembre (50 dias
antes de la muda) durante la condicién 1, se observé un cambio en su comportamiento que pudo
no ser debido a los periodos de luz y temperatura impuestos (Figura 19). Como en los tres casos

anteriores, mostré un aumento en su actividad, desde un alpha promedio de 4 horas diarias a 6.26
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horas 50 dias antes de la muda, 9.05 horas de 44 a 34 dias antes y 7.51 horas de 34 a 22 dias antes.
Asimismo, presentd un patron bimodal en su actividad durante las condiciones 2 y 3 que se fue
haciendo mas evidente conforme pasaba el tiempo (Figura 18). Finalmente, a los tres dias de
iniciada la condicion 4 (15 dias antes de la muda), de presentar un alpha promedio de 5.82 horas,
disminuyé hasta 0.58 horas diarias, muy parecido a las demas viboras que mudaron. Es interesante
mencionar que los primeros tres dias de la condicién 4 muestra una sincronizacion al ciclo fético
iniciando su actividad al apagado de la luz y al cuarto dia se perdi6 esta sincronizacion y su

actividad se vuelve dispersa sin ninguna preferencia de horario (Figura 19).
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10 DISCUSION

10.1 Ritmo en semicautiverio

En condicién de semicautiverio las viboras presentaron un ritmo circadiano en su actividad
locomotriz. De igual manera, se han encontrado ritmos de actividad con periodos cercanos a 24
horas en el género Bothrops en condiciones de semicautiverio (Stuginski et al., 2012). En C.
molossus, siete de ocho viboras presentaron actividad diurna con una fuerte correlacion con la
temperatura ambiental alta, lo que indica que prefieren realizar su actividad durante las horas de
luz y con una temperatura mayor a los 20 °C. La Unica que presento actividad nocturna, la inicia al
ocultarse el sol y con una temperatura ambiental de 16°C en promedio, la cual es todavia aceptable
para realizar su actividad (Beck, 1995; Garcia y Giiizado, 2008; Bovo et al., 2012).

En este estudio las viboras iniciaron su actividad cuando la temperatura ambiental se
encontraba por encima de los 21 °C y se mantuvieron inactivas cuando la temperatura se encontro
por debajo de los 17 °C. Este intervalo de temperatura, junto con los estudios en la zona centro de
México (Lemos-Espinal et al., 1997; Garcia y Giizado, 2008; Jaramillo-Alba et al., 2020), nos
indican una temperatura base en la cual individuos del género Crotalus se pueden encontrar activos.
Asimismo, C. molossus se mostrd activa durante la fotofase, por lo que se puede asumir que en los
meses de junio y julio presenta una actividad diurna, como se ha reportado para el Pedregal de San
Angel en época de verano (Balderas-Valdivia et al., 2009).

La actividad de C. molossus se correlaciond con la temperatura ambiental pero no con la
irradiancia. Esto significa que, durante las horas mas brillantes del dia no presentan mucho
movimiento. En vida libre, la temperatura influye mas que la luz en la actividad de las viboras de
cascabel. Esto se hace evidente al analizar el patron de actividad diario. Los maximos de actividad
se registraron desde las 14:30 hasta las 16:30 horas, cuando los niveles de irradiancia se

encontraban por debajo de la media, y la temperatura dentro de su maximo. Por ejemplo, en
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Crotalus cerastes en vida libre en el Desierto de Mohave, California, se describié un patron de
actividad similar, al realizar su actividad en las primeras y en las Gltimas horas del dia,
resguardandose durante las horas mas brillantes (Clark et al., 2016). De la misma manera, se ha
descrito este patrén de actividad para las especies C. molossus, C. tigris y C. atrox en el desierto
de Sonora (Beck,1995).

En semicautiverio, la relacion de fase entre Ai-TON fue menor que la de Ai-LON indicando
que la temperatura influye mas que la luz para realizar su actividad. Esto se hace evidente al
analizar los resultados con termo ciclos en oscuridad constante de la fase 2, en donde la actividad
la realizan durante la termofase, y se sincronizan al ciclo térmico (Figura 18). Asimismo, en la
etapa 1, con ciclos L/O a temperatura constante, las viboras prefirieron realizar su actividad durante
la escotofase. Esto es importante ya que, a excepcion de una vibora, todas modificaron su actividad
de diurna en semicautiverio a nocturna en cautiverio. Esto quiere decir que, dada una temperatura
ambiental 6ptima, las viboras realizan su actividad durante la fase oscura. De la misma manera, la
relacion de fase en semicautiverio entre Af y LOFF y TOFF, indica que se anticipan al ocaso
(apagado de la luz) y a las temperaturas bajas, ya que cesan su actividad antes de la puesta del sol
y poco después de rebasar el umbral de los 20 °C.

El patrén conductual de presentar dos momentos de actividad durante el dia, uno con poco
movimiento al asolearse y el otro, después de algunas horas, con actividad mas intensa, es parecido
con lo que reporta Beck (1995) en las especies C. molossus, C. atrox y C. tigirs en el desierto de
Sonora. De manera similar, en Crotalus cerastes en el Desierto de Mohave, California, durante la
época calida, se encontrd un patrén diario de actividad nocturno; en el cual las viboras salian de
sus refugios desde una hora antes a una hora después del ocaso y se ocultaban de una a dos horas
después de la salida del sol (Clark et al., 2016). Esto indica que, durante la época calida, los

individuos de Crotalus en el norte del pais, realizan su actividad desde antes del atardecer, hasta
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poco después del amanecer. En cambio, al parecer las viboras del centro del pais, presentan su
actividad desde el mediodia hacia la tarde (Balderas Valdivia et al., 2009), debido principalmente
a la temperatura ambiental. Este patrén de actividad dependiente de un gradiente térmico para el
movimiento, indica que es una especie termo-reguladora activa y no termo-conformista pasiva
(Daltry et al., 1998). Es decir, que mediante su conducta modifica su temperatura corporal al
desplazarse de zonas frias a calidas y viceversa, manteniendo una temperatura corporal adecuada
para su actividad.

En este estudio la temperatura y la humedad presentaron una correlaciéon muy fuerte y el
efecto de la humedad en la actividad puede estar determinado por la temperatura. A pesar del alto
grado de correlacién de la humedad con el movimiento de C. molossus, la humedad relativa
aparentemente no es un factor decisivo para la actividad, debido a que el pico de actividad fue en
el momento con menor humedad relativa. Sin embargo, puede ser un efecto de la correspondencia
inversa entre la humedad y la temperatura. Otro factor importante puede ser la precipitacion; en
este caso, no se puede asumir que la lluvia ligera (0.29 mm de agua en dias de lluvia) modifique el
movimiento de esta especie, debido a que no hubo una alteracion en la actividad de los organismos
en los dias que llovié mientras éstos realizaban su actividad. Por otro lado, en la mayoria de dias
que se presento lluvia, esta sucedio después de las 19 horas, momento en que las viboras ya habian
cesado su actividad. Del mismo modo, la actividad nocturna que mantuvo la vibora 1, fue antes,
durante y después de las lluvias, lo que refuerza la idea de que la lluvia ligera no modifica el
comportamiento de esta especie. Es necesario realizar experimentos en semicautiverio en las
diferentes estaciones para confirmar si la humedad ambiental o la precipitacion afectan el
comportamiento de estos organismos.

Los resultados de este estudio parecen indicar que, en condiciones de vida libre, la

temperatura es mas importante que la luz para controlar la actividad de C. molossus. Sin embargo,
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no se puede excluir que factores, como la humedad o la precipitacion, o una combinacién de ellos
influyan en la actividad de estos organismos. Otros factores pueden ser la dieta o habitos de caza,
asi como actividad especifica de machos y hembras en la época reproductiva. Se necesitan realizar
estudios ecoldgicos en esta especie para esclarecer el efecto de los diferentes factores biéticos y

abidticos en la conducta entre sexos, juveniles y adultos, épocas vitales y ambientes.

10.2 Ritmo en cautiverio

Se confirma la presencia de un ritmo circadiano en la especie Crotalus molossus debido a
que en libre curso siete de ocho viboras mostraron un periodo cercano a 24 horas, comprobando
que este ritmo es controlado por un marcapasos endogeno. Este periodo circadiano se mantuvo en
las diferentes condiciones térmicas y en la condicion 4, cuando los sincronizadores luz y
temperatura se encontraron desfazados. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en estudios
previos con Bothrops jararacussu y C. molossus en cautiverio que presentaron un periodo
circadiano en diferentes condiciones luminicas y en libre curso (Pereira Da Cruz, 2007; Pereira Da
Cruz et al., 2008a; Villarreal-Medina, 2018). De todas, solo una vibora no presento ritmo de
actividad en condicion de oscuridad constante, pero al volver a la condicion de L/O 12:12 retomd
el periodo circadiano mostrando poca actividad. Esta aparente inhibicidn del ritmo probablemente
sea debido a variacion individual ya que esta vibora no se encontraba en proceso de muda y se
habia alimentado igual que los demas individuos, no se descarta una posible enfermedad. De forma
semejante, estudios en la boa Eryx conicus, del sur de Asiay con el vipérido Bothrops jararacussu
de Brasil, reportan situaciones similares, en que uno o varios individuos presentan poca actividad
sin un ritmo aparente al cambiar a condiciones de oscuridad constante (Griffiths, 1984; Pereira Da

Cruz, 2008a).
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Se comprobd que la luz es un fuerte sincronizador para el ritmo de actividad ya que todas
las viboras se sincronizaron al ciclo L/O 18:6 mostrando actividad en la escotofase y se
resincronizaron al cambiar de O/O a la condicion de L/O 12:12. De la misma forma, se determino
que la temperatura es un buen sincronizador cuando no se presentan ciclos de luz, ya que, en las
condiciones de termo ciclos en oscuridad constante, las viboras realizaron su actividad al final de
la termofase. Sin embargo, al estar expuestas a ambos sincronizadores, en la condicién 3y 4, se
sincronizaron al ciclo de L/O y realizaron su actividad durante la escotofase. Este comportamiento
de modificar su actividad y sincronizarse a ciclos de L/O cuando ya se encontraban sincronizados
a ciclos de temperatura parece indicar que la luz tiene prioridad como sincronizador para la
actividad locomotriz en esta especie.

Pittendrigh (1960) propuso el modelo de dos osciladores, el cual explica la interaccién entre
los ciclos de luz y oscuridad y los ciclos térmicos. Pittendrigh y Daan (1976) plantearon que dos
osciladores separados controlan la fase del inicio de actividad (Ai) y del fin de actividad (Af), y
que un cambio en la relacion de fase entre los dos osciladores produce cambios en alpha. Un
oscilador (Ai) puede estar sincronizado a alguna parte del ciclo de temperatura o al de L/O, mientras
que el segundo oscilador (Af) puede estar sincronizado a otra parte del ciclo de temperatura o al de
L/O. Al analizar la relacién de fase entre Ai - LOFF y Af - LON en el presente estudio, se observa
que los ritmos de actividad locomotriz se sincronizan al ciclo L/O con actividad durante la
escotofase, ya que muestran una anticipacion al apagado de la luz para iniciar su actividad y una
anticipacion al encendido para terminarla (Figura 15). Otra evidencia de que la luz es un fuerte
sincronizador para la actividad locomotriz, inclusive mas importante que la temperatura, es que, la
relacion de fase entre Af - LON no presentd diferencias entre las condiciones, ya que en las
condiciones que tienen fotoperiodo, las viboras terminaron su actividad poco antes de que se

encendieran las luces (Figura 15 B). Es interesante que en L/O 12:12 presentaran una relacion de
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fase Af — LON mayor que en los demas experimentos. Esto puede deberse a que mantienen la
misma actividad que en la condicién anterior (L/O 18:6) y tarden més de 10 dias en acostumbrarse
al nuevo ciclo fético, es decir que los efectos de la condicidn anterior hayan afectado su actividad.
Asimismo, la relacién de fase Ai — LOFF de L/O 18:6 es mayor que en los demas experimentos y
fue la que presentd mayor variacion, lo que puede indicar que un fotoperiodo con 18 horas de luz
se encuentra cerca del limite para sincronizar su actividad.

La relacion de fase entre Ai - TON en las condiciones 1 y 2 comprueba una verdadera
sincronizacion con la termofase, y no un enmascaramiento, debido a que previo a estas condiciones
se encontraban en libre curso y al imponer el termoperiodo se sincronizaron de la manera esperada.
Sin embargo, en la condicién 2, al aumentar el ciclo térmico a 18 horas, seis individuos presentaron
un comportamiento parecido a un libre corrimiento en donde los primeros cinco dias muestran un
atraso de fase y los Gltimos cinco dias un adelanto de fase (Figura 18). Esto parece indicar que los
ciclos térmicos no tienen tanta fuerza como sincronizador sobre la actividad de las viboras como
los ciclos de L/O, ya que en ninguna condicion con ciclo de L/O sucede este fendmeno. Sin
embargo, en la condicién 2, al aumentar seis horas la duracién de la termofase, el Ai - TON también
aumentd, al mostrar diferencia con respecto a la condicion 1, demuestra que las viboras siguen el
ciclo térmico (Figura 17 A). Corroborando esto, mantuvieron una relacion de fase entre Ai - TOFF
muy cercana, comprobando que se sincronizan a la termofase, anticipandose a la criofase (Figura
17 C). Es importante mencionar que en las condiciones 1y 2, la actividad se recorre hacia el final
de la termofase, lo que indica que, no importando la duracion del termoperiodo, las viboras realizan
su actividad anticipadndose al cambio a la criofase. Esto puede deberse a que al ser organismos
adultos y estén mas acostumbrados a realizar su actividad durante la noche (Balderas Valdivia et
al., 2009; SEMARNAT, 2018), el que no existan pistas visuales como la luz (e.g. crepusculo) el

cambio de temperatura les indique la transicion a la fase nocturna. Es necesario realizar estudios
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con organismos juveniles para verificar si esta conducta se mantiene o si realizan su actividad en
diferente momento.

En las condiciones 1y 2, las viboras se sincronizaron al ciclo térmico anticipandose a la
criofase, debido a esto, al imponer un fotoperiodo en la condicion 3 se esperaria que, si la
temperatura es un sincronizador de mayor prioridad con respecto a la luz, el Ai se mantuviera igual
que en la condicion 2; sin embargo, esto no sucedio y las viboras se sincronizaron al ciclo L/O, con
actividad durante la escotofase (Figura 15). Asi mismo, en la condicién 3, las viboras se
sincronizaron mas eficientemente al ciclo L/O, con anticipacion a la escotofase (Figura 15). Esta
respuesta puede deberse a que el ciclo L/O se encuentra en fase con el ciclo de temperatura (i.e. la
criofase inicia con la fotofase), y la escotofase inicia durante la termofase, por lo que se ajust6 de
manera mas efectiva. Resultados semejantes obtuvieron Ellis et al. (2009) con Tiliqua rugosa al
colocar a las lagartijas en ciclos de L/O 12:12 en fase con ciclos de alta y baja temperatura 12:12.
De la misma manera, en la condicién 4, se aprecia una relacion de fase entre Ai - LOFF menor que
en la condicion 3, que indica una sincronizacién mas efectiva, lo que resulta interesante ya que se
encontraban a la mitad de la criofase (~20 °C), indicando que se sincronizan incluso a bajas
temperaturas. Asimismo, en la condicion 3 y 4, la relacion de fase entre Af - LON es menor que
en los deméas experimentos, lo que indica que terminaron su actividad muy cercana al encendido
de la luz. Esto puede deberse a que, en ambas condiciones, al final de la escotofase se encontraban
a 30 °C, por lo que utilizaron todo el tiempo disponible en oscuridad con temperatura elevada para
realizar su actividad.

En dos estudios distintos, al presentar ciclos térmicos y féticos fuera de fase, cada vez mas
distanciados entre si, las lagartijas C. variegatus, y X. henshawi ambas de California, EUA
presentaron patrones de actividad que demuestran una interaccion entre los dos zeitgebers (Evans,

1966; Lee, 1974). Asimismo, al exponer a la tortuga de clima frio C. picta de Rhode Island, EUA
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a ciclos de luz y temperatura en antifase, ésta perdio sincronia con el termoperiodo y brinco de fase
para sincronizarse al ciclo L/O (Graham y Hutchison, 1978). Un comportamiento parecido se
observo en la condicion 3, cuando al agregar el fotoperiodo, las viboras desplazaron su actividad
para encontrarse en fase con el ciclo fotico y realizar su actividad durante la escotofase (Figura 18).
Asimismo, en la condicidn 4, se observd esta interaccion entre los dos zeitgebers, ya que se presento
actividad bimodal en cinco viboras, con actividad al final de la termofase y al inicio de la escotofase
(Figura 19).

Evans (1966) menciond que se esperaria un cambio abrupto en la actividad, si esta es
regulada mediante la interaccion de un sistema de osciladores sensibles a la luz y otros sensibles a
temperatura. Eso sucedié en la condicion 4, en donde la duracién de alpha disminuy6 y fue la Gnica
en mostrar diferencias, contra las condiciones 1y 3. De la misma forma, Underwood (1992) plante6
que se pueden producir cambios en la relacion de fase entre los dos osciladores y por consiguiente
en la expresion del ritmo de actividad si se producen cambios en la temperatura ambiental o en el
fotoperiodo; por ejemplo, la actividad bimodal que se present6 en la condicion 4. Estos datos
proveen evidencia de que existen osciladores foto y termo sensibles controlando el inicio y el fin
de la actividad en esta especie. Posiblemente se trate de una sola estructura neuronal que esté
regulando los dos estimulos como sincronizadores o que una estructura, influenciada por la luz,
regule a otra, influenciada por temperatura o viceversa. Se sabe que el sistema circadiano de los
reptiles es multioscilador, y que el ritmo de temperatura corporal puede ser independiente del de
actividad locomotriz (Bartell et al., 2004; Tosini et al., 2001), por lo tanto, es posible que existan
dos osciladores, uno para cada estimulo.

Hasta ahora se desconoce la duracion de alpha en C. molossus y otras viboras en estado
libre, s6lo se cuenta con datos de viboras criadas en cautiverio. Asi, la actividad promedio diaria

que presentaron en semicautiverio desde 3.15 hasta 4.72 horas es comparable con los promedios
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obtenidos por Stuginski et al. (2012) en el vipérido tropical B. moojeni del Instituto Butantan, Sao
Paulo, Brasil, de 4.2 horas en L/O 12:12 y los realizados en C. molossus del semi desierto de
Querétaro, por Villarreal-Medina (2018) de 2.5 horas en L/O 12:12 y 4.25 horas en O/O. Es
importante destacar, que la duracion de alpha fue semejante en todos los experimentos, lo que
indica una flexibilidad en el sistema circadiano para acoplarse a distintas condiciones de luz y
temperatura. La Unica condicion que mostro diferencias significativas en la duracion de alpha fue
la condicion 4, lo cual era esperado, ya que en los estudios en donde la luz y la temperatura se
encuentran fuera de fase, se reduce la actividad de los organismos (Evans, 1966; Lee, 1974,
Graham y Hutchinson, 1978).

Los resultados de este estudio indican que la temperatura es un factor importante para la
actividad locomotriz de C. molossus en vida libre, ya que, en las condiciones 1y 2, las viboras se
sincronizaron al ciclo térmico y realizaron su actividad durante la termofase; sin embargo, la luz
prob6 ser un sincronizador més efectivo para la actividad cuando se aplicd bajo condiciones
controladas. La importancia de los ciclos térmicos sobre la actividad se sustenta en que, en los
meses de mayor temperatura las poblaciones del norte del pais, presentan un patron bimodal para
evitar el sobrecalentamiento y en meses frios hibernan (Beck, 1995). Por el contrario, en
poblaciones de clima més templado o de montafia, como las del centro del pais, donde la
temperatura no es tan extrema, presentan una actividad unimodal; sin embargo, también exhiben
un periodo de hibernacion (Balderas Valdivia et al., 2009; Jaramillo-Alba et al., 2020). Esta
conducta indica un patron flexible en su actividad dirigido por la temperatura ambiental,
demostrando una capacidad de cambio de habito dependiente de la temperatura ambiental, como
hipotetizaron Tozetti et al., (2009) para el género Crotalus. Analogamente, varios estudios en

lagartijas y serpientes, demuestran que la actividad locomotriz se encuentra limitada por altas y
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bajas temperaturas ambientales (Firth y Belan, 1998; Hardy y Greene, 1999; Foa y Bertolucci,
2001; Greene et al., 2002; Ellis et al., 2008).

En el Pedregal de San Angel durante el invierno, a causa de bajas temperaturas, Crotalus
molossus entra en un estado de torpor, y se oculta en madrigueras, cuevas u oquedades (Campbell
y Lamar, 2004; Balderas Valdivia et al., 2009; SEMARNAT, 2018), en donde puede no estar
expuesta a un fotoperiodo completo o a los cambios de intensidad de luz en el ambiente que se
utilizan para medir el fotoperiodo. Debido a esto, los cambios diarios en el ciclo térmico, pueden
ser utilizados por las viboras cuando la sefial fética no es un buen predictor de los cambios
estacionales en el clima. Esto evidencia la importancia del termoperiodo, ya que, si la temperatura
ambiental no supera un umbral, al parecer, la actividad no se inicia. Las especies que habitan en
altas latitudes, dependen en gran medida de los cambios en el fotoperiodo para realizar su actividad
(Rismiller y Heldmaier, 1988; Shine y Madsen, 1996; Grimm et al., 2014), debido a que estos
cambios se encuentran asociados a modificaciones en la temperatura ambiental, es probable que C.
molossus utilice ambos estimulos, la luz y la temperatura, como sefiales para regular su ritmo de
actividad locomotriz. Sin embargo, el que se haya sincronizado a los ciclos de temperatura en
oscuridad constante, indica que la capacidad de los ciclos térmicos como sincronizadores de la
actividad locomotriz en vertebrados poiquilotermos, debe ser estudiada méas a fondo. Asimismo, la
eficacia y rapidez con que C. molossus se sincronizé tanto al ciclo L/O como al ciclo térmico,
prueba que puede ajustar su ritmo de actividad rdpidamente para adaptarse a cambios inesperados
en el ambiente; por ejemplo, se ha encontrado a C. molossus activa en vida libre durante el invierno
tras varios dias soleados, lo que se entiende como dias mas calidos (Balderas Valdivia et al., 2009).
La capacidad para responder rapidamente a cambios climaticos le proporciona a esta especie una
ventaja en un ambiente impredecible y le permite consumir recursos que no estarian disponibles a

organismos que solo se sincronizan a sefiales féticas o térmicas.
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En sintesis, la actividad locomotriz de C. molossus es el resultado de la interaccion entre el
marcapasos circadiano que controla el ritmo de actividad y los ciclos de L/O y de temperatura.
Finalmente, en términos de Lee (1974), “los calificativos de diurna, nocturna y crepuscular pueden
ser aplicados solamente con referencia a componentes especificos del comportamiento”. En
términos de actividad locomotriz, C. molossus es nocturna; en cuanto exposicion, es decir, el
momento del dia en que sale, depende de las condiciones ambientales, principalmente de la

temperatura.

10.3 Efectos del proceso de ecdisis sobre la actividad en Crotalus molossus

El proceso de ecdisis alterd0 de manera significativa la actividad de las viboras y fue diferente
dependiendo cada individuo; sin embargo, en todas se distingue un patrén: la actividad aumenta
20 dias antes de la muda y disminuye 10 dias antes. Por lo menos en un individuo se observo una
modificacion en su actividad 40 dias antes de la ecdisis. En tres viboras, 20 dias previos a la muda
se observd un aumento en la actividad, mostrando en promedio 9.9 horas diarias, y una
modificacion al periodo del ritmo, ya sea aumentando o disminuyendo (Anexo 1). Asimismo, en
todas las viboras, diez dias antes de la muda, desaparece el ritmo de actividad y disminuye su
actividad (alpha) hasta ser casi nula, presentando en promedio una actividad de 0.64 horas diarias.
El proceso de muda tuvo una duracion promedio de 2.16 horas (desde que inicia a desprenderse la
piel hasta que sale la cola). Esta duracion puede estar sobreestimada a condiciones naturales ya que
para auxiliarse durante este proceso, las viboras no contaron con ningun elemento méas que su

propio cuerpo Yy las paredes del encierro.

Dependiendo en qué momento del ciclo de temperatura o de L/O se encontraban al

momento de finalizar la ecdisis, las viboras retomaron una actividad “normal” maximo 24 horas
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después ya sea en libre curso o sincronizandose al estimulo dominante en cuestién. Al finalizar el
proceso, todas mostraron un periodo circadiano y un alpha parecido al de los demas organismos.
El sincronizarse tan rapido al estimulo indica una gran capacidad del sistema circadiano para
responder a los factores ambientales. De igual forma, se puede asumir que las viboras se encuentran
sincronizadas al estimulo, pero no se mueven debido a la situacion vulnerable en que se encuentran
y que al terminar el proceso simplemente retoman su actividad normal. Se puede considerar que el
proceso de ecdisis produce un enmascaramiento ya que la actividad aumenta 20 dias antes de la
muda y disminuye 10 dias antes y al finalizar la muda, inmediatamente retoman la fase y el periodo

impuestos por el sincronizador.
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11 CONCLUSIONES

El presente estudio arroja luz sobre la influencia de los ciclos féticos y térmicos sobre la actividad
locomotriz de los reptiles, en especial de las serpientes y en concreto en la especie Crotalus
molossus. Se comprobo que esta especie presenta un ritmo circadiano en su actividad locomotriz y
este se puede sincronizar tanto a ciclos de luz y oscuridad como a ciclos de temperatura. La
temperatura es un buen sincronizador cuando no existen sefiales féticas, y la luz es un sincronizador
mas efectivo para la actividad cuando se aplica bajo condiciones controladas. Finalmente, la
actividad locomotriz de C. molossus es el resultado de la interaccion entre los ciclos de L/O, ciclos
de temperatura y el marcapasos circadiano que controla ese ritmo.

Los zeitgebers foticos y térmicos interactian entre si y modifican los niveles de actividad,
asi como las fases de inicio y término de ésta. Ambos ciclos, foticos y térmicos, pueden actuar
como zeitgeber para la actividad locomotriz, pero, el exponer a las viboras a una termofase en el
momento correcto del ciclo L/O sincroniza de manera mas efectiva esta actividad y, en términos
précticos, la restringe al mejor momento del dia. De la misma manera, los resultados de este estudio
indican que existen osciladores foto- y termo - sensibles controlando la actividad en esta especie.
Estos osciladores pueden ser dos estructuras, una que responda al estimulo fotico y otro al térmico
0 puede tratarse de una sola estructura neuronal que esté regulando los dos estimulos como
sincronizadores. Se requieren de estudios que profundicen en las estructuras neurales que actlan
como marcapasos circadianos en serpientes.

Los individuos del género Crotalus habitan una gran variedad de climas; y en algunos, las
sefales fotoperiodicas no siempre corresponden con las condiciones climaticas (e.g. térmicas) que
uno esperaria. Debido a esto, el sistema circadiano del género Crotalus es sensible a ciclos térmicos

y esto le confiere una ventaja al detectar modificaciones ambientales cuando las sefiales foticas no
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son precisas. A pesar de que este género se encuentra ampliamente distribuido y altamente
diversificado, la informacidon sobre ritmos de actividad diaria y los efectos de los varios factores
que influencian su actividad, esta disponible solo para unas pocas especies. Debido a esto, es
necesario realizar experimentos con organismos de diferentes areas de distribucion para observar
si muestran los mismos patrones de comportamiento. Asimismo, Crotalus molossus es un
organismo de poca actividad y en general bien delimitada temporalmente, esto, aunado a la rapidez
con que se sincroniza a los distintos estimulos permite realizar experimentos mas elaborados o
modificando otras variables.

La actividad de Crotalus molossus parece estar determinada por factores tanto bidticos
como abidticos y los datos disponibles sugieren que presentan habitos diurnos, nocturnos y
crepusculares, asi como rastreros y semi-arbdreos, con una dieta variada, que incluye animales
diurnos y nocturnos. Los resultados de este estudio demuestran que en semicautiverio presentan
actividad diurna, durante la parte calida del dia, y, en cautiverio a temperatura constante, actividad
nocturna, esto indica que su actividad esta regulada principalmente por la temperatura ambiental y
puede modificarla dependiendo de este factor; sin embargo, al presentarle ciclos de L/O, realizan
su actividad durante la escotofase. En pocas palabras, en términos de actividad locomotriz, C.
molossus es nocturna; en cuanto exposicion, es decir, el momento del dia en que sale, depende de

las condiciones ambientales, principalmente de la temperatura.
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12 ANEXOS

ANEXO 1

Cuadro 3. Periodos de actividad en horas de las viboras en los experimentos (alpha= 0.05).

NR = No se realiz6, * = En proceso de muda, + = No significativo.

FASE 1 FASE 2, ETAPA 1 FASE 2, ETAPA 2
Condicion Repeticion | 30/20 °C
Semicautiverio L/O 0/0 L/O 30/20 °C 30/20 °C 30/20 °C 18:6 Conflicto
/ 18:6 12:12 12:12 18:6 18:6 L/O
) 0/0 0/0 0/0 12:12
Serpiente Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo Periodo
(horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas) (horas)
1 23.67 24.12 23.24 24.74 23.97 23.82 NR 23.97 25.88
2 23.97 24.12 23.39 24.43 24.27 24.12* NR 24.15 11.98/
24.82
3 24.27 23.97 23.24 24.27 24.27 23.97* NR 12.02/ 25.51*
26.87*
4 23.97 23.97 - 24.74 24.12 24.27 NR 23.44 24.97
5 23.67 23.39* 25.21* 23.82 24.58 24.58 23.97 23.97 24.21
6 23.82 23.82 24.43 23.67 23.82 24.43 24.27 23.82 23.52
7 23.10 23.82 22.69 24.58 23.67 24.9 23.53 23.53 20.61
8 23.24 24.12 23.10 24.74 22.17* 25.20*+ 23.67 23.82 22.98
9 23.82 NR NR NR NR NR NR NR NR

76




Actividad

6001

3001

ANEXO 2

Grupo 1
Irradiancia/Actividad

o ¢ Y = 0.146*X + 110.5
[ ] )
R =0.2216
[ ] p=0.03
[ ]
[ ]
L)

250 500 750

1000

Irradiancia (W/m 2)

Actividad

6001

3001

Grupo 2
Irradiancia/Actividad

Y =0.1232*X + 92.18

o o R =0.2669
° p =0.0086
® [
° °
°
L °
250 500 750 1000

Irradiancia (W/m 2)

Figura 20. Regresion lineal entre la actividad registrada de las viboras (en segundos) en
condicion semicautiverio y la irradiancia en los encierros de semicautiverio.
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Cuadro 4. Promedio diario de alpha en horas de las viboras en los experimentos.

ANEXO 3

NR = No se realizd, * = En proceso de muda

FASE 1 FASE 2, ETAPA 1 FASE 2, ETAPA 2
Condicion Repeticion | 30/20 °C
Semicautiverio L/O 0/0 L/O 30/20 °C 30/20 °C 30/20 °C 18:6 Conflicto

/ 18:6 12:12 12:12 18:6 18:6 L/O

Serpiente 0/0 0/0 0/0 12:12
1 3.15 5.84 3.48 2.39 1.72 5.52 NR 1.24 5.03
2 3.64 5.21 5.94 6.37 7.78 1.12* NR 4.7 5.31
3 3.42 4.28 3.07 2.79 6.26 9.05* NR 7.51 2.01
4 441 3.9 0.12 0.65 2.38 2.36 NR 3.07 1.84
5 3.37 1.99 2.22 4,72 5.93 4.28 531 5.9 1.07
6 4.72 3.93 5.67 7.85 3.56 6.3 6.96 7.05 0.83
7 0.73 3.68 3.52 3.86 5.87 4.32 3.91 4.8 0.79
8 3.74 4.15 4.08 3.26 5.28 0.65* 9.03* 5.21 0.87
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