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RESUMEN

1 Se investigé el ritmo de actividad locomotora (RALM) en cinco grupos de
acociles juveniles de 1 a 20 semanas'de edad post eclosion en condiciones de
OO0 (Oscuridad constante) y LO (Luz-Oscuridad 12:12),

2 El porcentaje de animales que mostr6 un ritmo circadiano manifiesto, fue
menor en los grupos de animales més jévenes, aumentando hastaun 95 % en
los animales de 20 semanas de edad.Los pardmetros del ritmo en los cinco
grupos observados fueron T = 24.9 hs; 23.8 hs; 23.4 hs; 24.5hsy 23.9 hs. La
relacién actividad/reposo = 0.65, 0.7, 0.76, 0.75 y 1.0. En los grupos mis
jévenes el RALM mostré una fase més inestable, la cual se estabilizé en
animales de 20 semanas de edad,

3 Se observaron casos en os que el RALM mostrabauna posible coordinacién
relativa interna durante la oscilaci6n esponténea.

4 La respuesta al fotoperiodo fué variable en los diversos grupos, siendo
mayor para el primer intervalo de edad (1 a 5 semanas). Durante la exposicién
al fotoperiodo en los organismos m4s j6venes, parece existir un fen6meno
de enmascaramiento , Por ora parte, ¢l pico ex6geno de actividad no fue ¢laro
en ninguno de los grupos examinados.

® 5 Debido a los fen6menas observados, se discute la presencia de diversos
- osciladores responsables de este ritmao.



INTRODUCCION

I.- GENERALIDADES SOBRE LOS RITMOS BIOLOGICOS

En los seres vivos se presentan camblos periddicos en los fenémenos
hsiciégicos. Estos cambios coinciden tanto con los ciclos luz-oscuridad del medio
ambiente (fotoperiodo), que tienen un psriodo de 24 horas y que son una consecuencla
dela rotaclén deiatierra, como con los camblos ciclicas enla tangitud de la fasefuminosa,
que son dependientes de (a traslacidén de la misma o con los camblos cfelicos de los
movimlentos lunares. Durante la evolucién de los seres vivos, estas manlfestaciones
elclicas, han llegadolido a ser una caracteristica endégena de todos los seres vivos que
fes permite adaptarse a {os cambios clclicos externos.

Asl todos los seres vivos presentan una conducta endégena de relacion
temporal con un periodo cercane a un evente geodindmico. Lo anterior determina que se
ancuantren ritmos enddgenos con un periodo cercano a lu duracién dal dfa -ritmos
circadianos-, ritmos con un periodo menor atas 19 horas «fitmos ultradlanos- o bienritmos
con un perodo mayor a las 29 horas -ritmos infradlanos-. Esta clasificacién se hizo
basandose en la frecuencia de eventos ciclicos, la cual como es sabldo, representa la
inversa del perfodo {Halberg 1960).

Desde hace muchos afios los estudiosos de este tipo de eventos clclicos se

h

pregl sl estos fenémenos internos se podrian presentar nicamente cuando fos

organismos estaban bajo el efecto de cambios ciclicos amblentales. Esta pregunta fue
contestada en el siglo XVIli mediante |as observaciones hechas por el astrénomo Jacques
de Malran en 1729 al observar ef movimiento de las holas de la planta Mimosa pudica.
Este clentffico abservéd que atn bajo condiciones constantes de oscuridad, ocurrfan
dichos cambios pero con un periodo indspendiente y ligeramente diferente al que se
presentaba en unambiente ciclicodiario. Sin embargo el estudio formal sobrelos camblios
peridicos bajo condiciones amblentales cc no fue re fo sino a p ]

P

de nuestro sigio por Augusto Fore!, el cual observé y sefialé que los organismos
presentaban una memorla temporal, es decir, la existencla de una naturaleza endégena




de {os fenomenos periodicos de tos seres vivos. Més tarda, de manera independienta,
investigaderes coma Blinning {1935, 1963), Halberg (1059, 1960, 1967), Aschoff (1954,
1969, 1874) y Plttendrigh (1960, 1961), a través de una gran cantidad de experimentos,
demostraren la capacidad de log organismos de medir el tlempo (Relnberg, 1974 y
Smaotensky, 1972).

De esta manera surglo fa ides de la existencla de un "relo] biolbgico endégeno”
en todos los seres vives e inclusive enlas bacterlas, capazde ser sinctanizagdo por ciclos
amblentales externos. Es declr, un organismo expuesto a condiciones amblentales
periddicas prasenta camblos fisiolgicos y conductuales con un periodo carrespondiente
al que le impona el ambiente en que se ercyentra; sin embargo sl estas varfacianes
externas se suspendenmanteniéndosa constanies, tos organismas seguiran presentantdo
varfaciones ciclicas coh periodos semejantes, mas no lguales a las que les fmpone
normalmente ¢! amblente. A esta capacidad de oscllar de manera espontanea se le
denomina en inglés free running”, que enadelante serd mencionado en este trabajo como
oscifaclon espontanea.

La manera en que ha sido descrito of funcionamiento det 'rele] bioldgleo”, difiere
entre fos Investigadores que se han dadicado al estudio de estos fandmenos. Algunos
coma Aschoff (1981} y Pittendrigh (1981}, sefialan fa exi, ia de st mar
Jerérquicos o centrales respansables dala coordinacian temporal de las diferantes salidas
oschatorias, en tanto que para olros autores camo Halberg y Reinberg (1967}, el relaj 8s
un resultado de la Interaccion de mihiptes procesos fisloldgicos ascllatorios acoplados

mediante estructuras que solamente se fimitan al ajusie de tase entre los diversos
osclladores.

At parecer tos factares fisicos externos mas importantes capaces de sincronizar
al “relo] blolbgico" son la tuz yia temperatura. Lo anterior se hace evidente cuando a un
organismo que presenta un fitmo circadiano, bajo condiciones amblentafes constantes,
se le expone a un régimen de fuz-oscuridad clclico de 24 horas (L12:012) o a un
termoperiodo cittico (T1 12hs:T2 12hs), esta individuo tendera a manifestar un ajuste al
clcto Impuesto.




Las variaciones ciclicas de factores amblentales capaces da Infuanciar la
expresion de los ritmos circadianos, reciben el nombre de "Zaltgeber* (sefial de tlempa),
término acufado por Aschoff en 1954, que en este trabajo seré en adetante menclonado
como sincronizador.

Mientras ol ciclo luz-oscuridad y el clelo de temperatura son las sefiales de
tiempo mas Importantes en muchas especies de veriebrados e invertebrados, otras
safiales han mostrado jugar el mismo papel. Por ejemplo, el sonido, sefales soclates y
ciclos alimentarios. han mostrado ser capaces de sincronizar ritmos circadlanos en
diferentes especles de vertebrados (Moore-Ede, 1981).

CARACTERSTICAS GENERALES DE LOS OSCILADORES CIRCADIANGS

Las principales caracteristicas de un osclador de naturaleza endégena deben
ser, por una parte la capacidad de presentar oscilaclon esponténea. s decir, que aidn
después de haber interrumpido las variaciones amblentales a las que estuve sujeto. la
manifestacién del oscilador permanezca con un periode cercano pero independiente al
del sincronizador. Esta caracteristica debe perdurar duranta muchos ciclos. En segundo
lugar debe ser sincronizable a un periodo externo Impuesto, ya sea a través de luz y/o
temperatura, por ser estos los factores fisicos con més importancia en el proceso de
sincronizacién.

Un ritmo en oscilacin esponténea, ante fa aplicacién de unsincronizador ciclico
fuerte, puede mostrar un periodo que se acople lentamente al del sincronizador. El
acoplamiento puede o no ser [nmediato, dependlendo de la fase en que sea aplicado et
sincronizador. Sila fase entre el ritmo en oscilaclon espontdnea no coincide con la fase
del sincronlzador, se observard una tendencla al acoplamiento a lo largo de varios ciclos
transitorios (Enright, 1981). Esto permitira a! ritmo acoplarse completamente al
sincronizadar. El hecho de que ta sincronizacién no se obtenga con un ciclo amblental
dado (sIncronizador débil), no significa que dicho ciclo en particular, no sea un agente
sincronizador potencial. pues para eifo requiere ser explorado en una amplia variacion en
intensidad y en el régimen en que es presentado. Sin embargo un sincronizador pueds
sincronizar un ritmo so'o si su periodo 8s muy cercano al del ritmo en oscilacion




aspontdnea (pero no idéntico). Mientras que un sincronizador fuerte, puede ser débil, si
la frecuencia en la oscilacion esta suficl ducida, es decir, fuera del rango de
sincronizacién, Por lo anterior, un ritmo se puede manifestar con su periodo semejante al
Qus presentaba en oscilaclon espontdnea cuando es sujeto a un sincronizador débil, La
fracuencia, sin embargo. astd modulada por las sefiales del sincronizador através del cual
cruza dicha oscitaclon. Este fendmeno es conocido como Coordinacion Relativa (Van
Holst, 1939; Aschoff, 1981),

Para asegurar que el estimulo ciclico apiicadopresenta un efecto sincronizador,
es indispensable que al Interrumplrse el estimulo, la oscllacién espontdnea continte a
partir de la dltima fase de! ciclo sincronizador, lo que garantiza una completa
sincronizacion.

La manifestaclon det oscilador durante la oscllaclon espontdnea puede mostrar
compansacién a la temperatura Es decir. el periodo de oscilacidn no variard aun bajo
condlciones extremas de temperatura dentro de 1os Ifmites de tolerancia del organismo.
Lo que se vera expresado en un Qqg aproximadamente = 1. Por dltimo debe presentar
cambios de fase durante la oscilaclén espomtdnea, al someterse a pernurbaclones
discretas de estimulos externes como fo son la luz, la temperatura, la presion etc. Los
camblos de fase representan la sensibliidad diferencial de! slstama a través de un ciclo
circadiano: (E! ciclo circadiano lo podemaos definir como tiempo circadiano (TC) en el cual
TC= 1/T. donde r= petiodo del ciclointerno y T = periodo del sincronl2ador), camblos
de fase que serdn de diferente magnitud de acuerdo con la sensibilidad del sistema
circadiano. Esta sensibilidad es diferente a to largo de un ciclo circadiano. presentandose
tasesdel ciclototalmente insensibles ala perturbacién. Alamitad del ciclodesde un TG =0
aunTC =12 se le conoce como dia subjetivo en el programa de oscilacion; y al TC = 12
al TC=0 es conocido como noche subjetiva (Pittendrigh, 1981a). En general fa mayor
sensibilidad del sistema circadiano se suele encontrar en la noche subjetiva de! animal,

Esta sensibilidad diferencial a través dei ciclo circadiano, permite construir lo
que se conace como la Curva de Respuesta de Fase, que es |a representacion gréfica de
fos cambios de fase que presenta la oscilacion espontanea cuando se ha dado un pulso
de un factor sincronizador en diferentes horas del tiempo circadiano. ya sea durante el




dla subjetivo o durante la nache subjetiva del organismo en cuestién. (Enright, 1981), Es
dacir, es una descripclén del curso temporal de la sensibilidad del marcapaso a los
sincronizadoras (Pittendrigh, 1981 a).

Il.- ONTOGENIA DE LOS RITMOS BIOLOGICOS

Se entienda por ontogenia como la historia del ciclo de vida de un Individuo
desde la fertilizaclon del 6vulo hasta la muerte. Esto comprende la edificacion
anatomo-fisioléglica a partir de la fertilizacion del dvulo. La maduracién funcional de sus
sistemnas conductuales, homeostaticos y reproductores ademas del decaimliento de estos
sistemas a lo largo de la edad hasta la muerte. En un organlsmo que muestre ritmicidad
circadiana, la ontogenia de una funcién ritmica particular es muy probable que incluya la
apariclon de estos procesos cicilcos asf coma tos camblos en su contro! (Davis, 1981).

La ontogenia de los ritmos circadianos deba, sin embargo, Ir mis alld de
catalogar los diferentes ritmos que posee un organismo y sus camblos ontogénlcos. Los
diferentes sistemas clrcadianos no son independientes los unos de los otros. Asi sean
controlados por un solo marcapaso circadlano o por varios. Los ritmos evidentes se
encuentran organizados tamporal uno con

P a los otros y al medlo externo.

Cuando animales adultos son mantenkdos en un amblente con un sincronizador
fuerte, como un clclo luz-oscuridad de 24 horas, cada ritmo circadiano en el organismo
asume una refacién estable con el sincronizador. Una consecuencia obvia es que varlos
ritmos circadlanos asumen una relaciénde fase estable con los demds (Mcore-Ede 1981).
Los marcapasos, fas vias al ritmo manlfiesto y los mecanismos de sincronizacién son
todos parta del "sistema clrcadiano' que sustenta no solamente la organizacién temporal
interna de numerosas tunciones sino tamblén, ta capacidad del organismo para medIr de
una forma precisa y adaptativa el paso del tlempo astronémico

Por loanterior la ontogenia del sistema circadiano debe incluir los mecanismos
pot medio de los cuales el sistema emerge y se organiza. Los procesos que gulan esta
emergencla asl como las causas y efectos de la pérdida de organizaclon durante e!
envejecimlento (Davis, 1981). En el estudio del desarrollo de los ritmos circadlanos se




deben tomar en cuenta caracteristicas importantes como son ef periodo, la amplitud, la
establlidad de la fase yla capacidad de sincronizacion. Durante el desarrollo, lasdiferentes
funciones se llagan a organizar en el tlempo. Los acontecimlentos descriptivos de cémo
ocurre esto {gradual o abruptamente, en la misma o diferente forma para cada ritmo;
mediante camblos en una o en todas las formas del ritmo, camblos defase, amplitud etc.)
constituyen los elementos viables para el estudio de {fa emergencla de los ritmos
circadianos.

Parece sar evidente que la ritmicidad circadiana de los vertebrados es un
fendmena postnatal (Davis, 1980}, En muchos ritmos estudiados, se observa falta de la
ritmicidad en una edad postnatal temprana para posteriormente presentarse con un
caracter circadlano, La ausencia de los ritmos prenatales y posinatales tempranos puede
ser debldo en parte a Ia falta de intentos por descubririos. El desarralla del embridn y del
feto estan sujetos incuestionablemente a un ambiente ritmico intrauterino, no solo debido
alos ritmos normales de la madre adulta como la actividad motriz y la temperatura, sino
ademas por una serle de factores hormonales placentarios que se ilberan ritmicamente
{Selinger y Levitz , 1969},

Aunguela mayoria delos estudios enla ontogenia de los ritmos circadlanos han
sidorealizados enventebrados (Davis, 1981). Se han llevado a cabo algunos experimentos
en modelos de Invertebrados tanto en crustdceos coma en insectos (Fanful-Moles, 1987,
Fanjul-Moles y col. 1992., Fuentes pardo y col, 1992, Page 1990).

lll. RITMOS CIRCADIANOS DE INVERTEBRADOS DURANTE LA ONTOGENIA

Page (1990), en Investigaclones reallzadas sobre el ritmo de actividad
focomotora en ninfas de la cucaracha Leucophaea madlerae, encontrd que las
propledades del sistema circadiano parecen astar moduladas por el ambiente fético al
cual estan expuestos durante su desarrollo post-embrionario. Segln este autor, o anterior
parece ¢ que [as 1 igaciones sobre el desarrollo post-smbrional de ia
organizaclan circadlana, pueden ser Utiles para entender la ontogenia en los sistemas
neurales involucrados en los relojes bloldglcos.




En los estudios sobre la ontogenia de la actividad focomotora en ninfas de
Leucophaea, se ha demostrado que una clerta cantidad de organismos on estadios
larvales exhiben un ritmo de actividad locomotora similar al adulto, al ser registrados
durante varlos dias bajo condiclones constantes de oscuridad y temperatura (Page y
Block, 1960). Sin embarga una gran cantidad de estos organismos muestran arritmia,
reflejando la poslbilldad de la ausencia de un slstema mercapaso funclona! © blen
simplemente que la salida del marcapaso hacia el ritmo manlfiesto esta desacoplada.
Ademés, as frecuente encontrar perlodos de Inactividad intercalados con perlodos de
actividad. que al reanudarse muestran la lase esperada desde el momento en que se
interrumpid el ritmo (Page. 1920 a; Page y Block, 1980).

Al someterlos a experimentos con fotoperiodo 12:12, estos organismos
mostraron sincronizacién. Esto indica que el marcapaso de la cucaracha puede ser
sincronizado por luz desde etapas postembtionarias tempranas. Sin embargo. al ritmo
motor de este animal no parece estar Influido por la sincronizaclén materna nl por la
temperatura.

El estudio de ritmos controlados por el sistema circadfano, como son los ritmos
de actividad locomotora, ha permitido seguir un desarrolio a t-avés de toda la ontagenia
de algunos invertebrados (Page y Block, 1980; Yagl y Loher. 1986) asl como de algunos
vertebrados (Davis, 1981). Porlo que se han podido hacer manifiestasias modificaciones
del sistema circadiano hasta mostrar las caracteristicas de la organizacién anatémica y
fisloldglca del sistema marcapaso en adultos. Lo anterior proporciona un fundamento en
e que se puede basar la exploracion de (a fisiclogla del desarrollo (Page, 1990).

Las caracteristicas de la otganizacién temporal de diferentes ritmos
locomotares, han sido observadas en Insectos hemimetabolos. Algunos ejempios son el
grillo Telleogrillus commodus (Yagi y Loher, 1986: Wiedenmann, 1988), el grillo
Grifius bimacuiatus (Tomioka y Chiba, 1988) y Acheta domestica (Nowoslelski y Patton,
1963; Woodring y Clifford, 1986). Eslos estudios se han enfocado a conocer sllos estadios
tarvales de estos insectos exhiben un ritmo circadiano de actividad que puede ser
sincronizado por luz, y si poseen un sisterna marcapaso diferenciado. A pesar de que el
ritmo én los que [o presentan, no sea tan robusto como el expresado pot los adultos y




sus caracteristicas de fasa y perlodo sean diferentes. Una posible explicacion a los
resultados obtenidas por los autores menclonades, es que el sisiema marcapaso esta
presente an todas los individuos. Pero fa expresién del ritmo varla entre los organismos
en tiempos distintos como consecuencia de un acoplamlento variable en el sistema
marcapase y la actividad locomotora, Esto podria indicar un posible acoplamlento
humoral o neurchumoral que requiera da tiempoes postembrionarlos para ia maduracién,
(Page, 1290).

Fanjul-Moles y col. (1987), mediante estudios en la ontogenia del ritmo
electrorretinografico (ERG) de diversas especles de acocll (Pracambarus clarkii, P.
diguetti y Cambarellus montezumae). demostraron que enlcs primeros estadios (0 a 8
dfas posteclosién) sepodfa observar un ritmo de amplitud de ERG de frecuencla ultradiana
con periodos que oscilan entre 15 minutos a 4 horas. En tanto que en animales mayores
se observaba un incremente progresivo en el perlodo de les ciclos, hasta mostrar
alrededor de los 30 dias posteclosion un ritmo con caracteristicas clrcadianas, aunque
muy diferente aun al mostrado por organismos adultos (Las principales dilsrencias se
notaban enlafase. el periodo, la amplitud y la rélacién noche-dia). Los resulfados de estos

autoras sugleren quelaemergencia del ritmo ERG resulta delacop )de oscllad!

de alta frecuencia (ultradianos), parnticudarmente aguellos con periodos de 4 horas. Este
acoplamiento podria depender de la accién de neurasecreciones liberadas por el
complejo Organo X-Glindula sinusal que a suvez sesncuentra controlado por estructuras
centrales, estructuras que reguieren un clerto tiempo de maduracién postnatal para
manifestar su funcionalidad.

IV.- RITMO DE ACTiVIDAD LOCOMOTORA

Debido a la facilidad relativa de su deteccion. una gran cantidad de estudios
conductuales se han llevado a cabo en registros de actividad locomotora (Brady, 1974)
generalmente durante la caminata, la carrera, la nataclon o el vuelo. La Impontancia que
presenta este tipo de conducta en la cronobiotogia. es que en la organizaclon temporal
puede ser estudiada enun solaindividuo, sin lacomplelidad da Interacciones que conlleva




un ritmo poblacional, como sucede por ejemplo en los ritmos de emargencia de pupas
enalgunos Insectos. Por otra parte, los reglstros individuales reflejan cambilos clreadlanos
fundamentales quse tienen lugar en el sistemna nervioso central (SNC), (Brady, 1981).

Se hantlevadoa cabo una gran cantidad de estudios sobre actividad locomotora
en diversos Phyia de Inveriebrados. Esta conducta Implica que ademas de su origen
neural, los distintos animales efectiian esta actividag locomotora ritmicamente con
diferentes propo6sitos adaptativos. En la naturaleza, esta respuesta estd determinada
como una manf 16n directa a la estimulacidn externa, como es la disminucion o el
aumento en la Intenslidad de laiuz (Buck, 1937; Tychsen y Fletcher, 1971), el cambio de
la temperatura amblental {Hawking, Gammage y Worms, 1965), 1os olores y los
movimientos visuales entre otros (Brady, 1972b).

Per otra parte, en estudios de laboratorio, bajo condiciones de estimulos a una
intensidad constante (p. e]. luminacién u oscutidad ete.), cualquier actividad iocomatora
debe ocurrlr blen, como un resultado interna de cambios “motivacionales' enlos umbrales
para estos estimulos en particular, como consecuencia de la expresion de! ritmo
endégeno, o como el resultado de la excitacion nerviosa o la desinhibicién que libera la

da actividad esponta {Brady, 1981).

V.- RITMO CIRCADIANO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA (RALM) EN EL ACOCIL.

El ritmo de actividad locomotora en el acocil adulto, obtanido en condlciones
de LO, muestra una forma bimodal, donde una corta cantidad de movimiento se expresa
&n el momento del encendido de 1a luz (pico de encendido) y generalmente un periodo
mas largo de actividad que sucede un poco después del apagado de la luz (Page y
Larimer, 1975), esto representa la actividad ritmica de los diferentes apéndices
ambutatorlos dei animal. Ei pico de actividad correspondiente al apagado, parece que es
de caracter endégenoy exhibelas propiedades y caractaristicas delostitmos clrcadlanos,
mientras que el pico de encendido es provocado por el iniclo del fotoperiodo, su caracter
es ax6geno yla activacién del mismo patece llevarse a cabo por viaretinal (Page y Larimer,
1972; Chapple, 1960},




Existan repontes donde se demuestra que la abiacién de los pedinculos
oculares inhibe o RALM en ta ascllacién espontanea en diversos crustéceos (Hans y
Kaimus, 1938), Se ha propuesto que el sisterna neuroenddcrino del pedincula ocular
{Organo X-Gléndula sinusal), normaimenta cantrofa ef RALM. Sin embargo se suglers que
&l escllador que controls dicho rittmo no se encuentra necesariamente en & pedincuto
ocular, o blen, que un oscitador secundario puede asumir el control una vez que el
oscilador primario ha sldo removido (Page y Larimer, 1975): ya que algunos cangrejos
del género Gecarcinus continlian presentando ritmo aun después de ia ablacion {Bliss,
1962) Por otra parte se ha reportado quela seccidn de los conectivos circumesolagices
de animales con un iimo notmal, provoca ja arritmia, sugirlendo que et control locomotor
esta mediada por vias neutales y no hormonales (Page y Larimar, 1975).

Page y Ladmer {(1975), al registrar en el acocil la aclividad motora de cada
pereldpodo (apdndice locomotar), encontraron que al cartar el nervio ventral a nivel del
tercer y cuarto ganglio tordcico, no se afecta el movimtento normal de los primaros tres
nerefdpodas, en 1anto que el cuarto apéndice llega a ser completarnente arritmico. Lo
antarior parece reforzar et caracter regulador del SNC sobra e ritmo Jocomotor mas que
una influencla exclusivamante humoral. $e ha considerado una posible influencla de fos
pedincuios oculares en el ritmo da actividad focomotora, pues aigunas aulores han
propuesto la presencia de una hormona concentrada en estas pedinculos gue inhibe la
focomocién {Robents, 1941, 1944; Naylor y Williams, 1968}, lo que suglere que la
concentracion ritmica de esta hormona {adn desconacida) podria ser el factor que
controla en parte la génesis def ritmo de actividad locomotora.

Sin embargo, aun después de lesionar los conectivos circumesofagicos, Iz
ablacian peduncutar aumeanta la cantidad de locomocién arrfitmica. Se sugiere que algin
factor humoral producido en el pedinculo podiia Inhibir tdnicamenie fa actividad de las
patas ambufatorias. Page y Larimer {1978), sugleren que esta hormona probablemente
no controfarfa directamente el ritmo, sino que {a ltberaclon ritmica de 'a hormona se
encontraria a su vez controlada por e conectivo circumesofagico, pero podria sin
embargo. estar mediada por fotoreceptores axraretinlanos independientes del sexto
ganglio: puesto que fa transeccion del conectivo entre el quinto y sexto gangtio na altesa
las earacteristicas del rmo segln estos auteres, Se ha dermostrado que el acoci sintalio




ocular, con el conectiva circumesofégico intacto, muestra unritmo clrcadlanode actividad
que persiste en condiclones da oscuridad y puede ser sincronizade por ciclos de luz.
Aunque este tipo de sincronizaclén no presenta caractersticas normales, puasto que el
4ngulo de fase entre el sincronizador y el ritmo se vealterado. Para determinar una posible
sincronizacidn de la luz via fotorrecep I estos autores
cortaron el conectivo entre el quintoy sexto ganglio abdominal demostrando que al menos
en clertas condiclones!os animales sin pedinculos oculares pueden sincronizarse al clclo
luminoso. Esta respuesta no esta mediada por el fotarreceptor caudal del sexto gangfio.

Raclentemente Sandeman y col. (1990) demostraron la presencla de
fotoreceptores extrarretinianos en el margan exterior del ganglio cerebroide del acocil
Cherax destructor, lo que apoya la suposicién de Page y Larimer {1975} que ef centro
responsabie de |a sincranizacion del ritmo se encuentra en el cetabro de este animal. Los
axones de estas células terminan an el puente protocerebral proyectando caudalmente a
neurdpilos en el proto y deuterocerebro. en donde pudieran hacer sinapsis con fibras
descendentes a ios centros locomotoies correspondientes,

Lo anterior suglere que el sislema marcapaso qua controla el ritmo de actividad
lacomotora se encuentra en el ganglio supraesofaglco y conduce la sedal del ritmo via
conectivos circumesofaglcos hacia los centros locomotores tordcicos.

Vl.- RELACION ENTRE EL RITMO ERG Y EL RALM

(ACOPLAMIENTO DE OSCILADORES)

La posible relaclon del control circadlano de la amplitud del ERG vy el ritmo de
actividad locomotora (RALM) en condiciones restringidas, fue estudiado por
Fuentes-Pardo e Inclan-Rubio {1981). Se cbservo un RALM bimodal en condiclones de
oscuridad constante, solo interrumpido por un destello de prueba a cada 2 minutos al
mismo tiempo que obtenfan el ritmo ERG. Estas investigadoras observaron una relaclén
de fase de 4 horas en organismos sinles! en &l ganglio sup fagico y con pérdida
del angulo de fase de ios dos ritmos estudlados en organismos sin ganglio




supraesofdgico. Lo anterlor sugiere la presencla de dos osclladores diferentes pero
estrechamante acoplados que perderian la capacidad de estar sincronizados por la
ausencla de mecanismos gangtionares.

Diferentes observaciones en una variedad de ritmos circadianos que presentan
los crustaceos, sugleren la existencia de mds de un marcapaso circadiano en el sistema
nervioso de estos animales. Es posible pensar en el acoplamiento entre marcapasos
circadianos indepandlentes. Se ha propuesto que !a safida del ode los marcapasos hacla
las estructuras responsables de los diferentes ritmos manffiestos, por ejemplo el ritmo de

ibllidad visual (ERG) movimiento de cromatdforos, RALM; podrfa ser de naturaleza
neuroenddcrina (Aréchiga y col. 1892).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los resultados detos dferentesinvestigadores que han estudiado elritmo motor
en el animal adulto son contradictorios. Page y Larimer (1975) consideran que el oscilador
circadlanc responsable del ritmo de activided locomotora se debe ubicar en el ganglio
carebroide, acoplandose en los centros locomotores tordcicos via axonas de conectivos
circumasofagicos. Segin estos autores, los tallos oculares de estos animales no se
requleren parala ritmicidad locomotora, sino que solo serfan estructuras que participarfan
an la sincrontzacion. Sin embargo, Fuentes Pardo e incian Rublo en 1981, reportaron
ritmos circadlanas de actividad locomotora en P. diguett! al cual se le habia lievado a cabo
la seccién del génglio cerabroide, proponiendo estas estructuras coma no necesarlas
para la génesis del rhmo y adjudican Unicamente un pape! acoplador de 2 grupos de

liad! gangll uno responsabie del ritmo de actividad locomotora y otro
det rittno de amplitud electrorretinogréfica, Estos autores proponen que et acoplamiento
serla quiz4 a través de sefiales neurchormonales.

HIPOTESIS

Las discrepanclas entre los dos grupos de autores, tanto en ¢l tipo de los
resultados obtenidos asf como en su Interpretacion, nos hicleron pensar gue el estudio
de la ontogenia del RALM del acocil podria dar s para el esch imlento de este
ptoblema. El estudio de la organizacidn de un slst através del d llo puede dar
1anta informacién o mas, que el estudio de la desorganizaclon del mismo sisterna en un
organismo adulto, puestlenelaventaade que nose vanaalterar mecanismos fisioléglcas
normales.

Por otra parte. estudlos previos en la ontogenia det ritmo ERG (Fanjul-Moles
et. al,, 1987; Fuentes-Pardo et, al., 1992.} dan una idea acerca del desarrolio temparal de
este rtmo, asl como de sus mecanismos de sincronizaclon, El presente trabajo puede
aportar elementos para estudlar el cursotemporal delos mismos mecanismos enel RALM
y através de comrelaciones posterlores, tratar de establecer los fundamentos de la génesls
y la sincronizacién del mismo.




OBJETIVOS

1) Caracterizar el curso temporal del desarrolio det RALM obtanido en
reglstro “narestringide", bajo condicionss de oscilacién espontdnea
en diferentes estadios postembrionarios del acocil
Procambarus clarkii,

2) Dllycidar el curso temporal de los mecanismos de sincranizacion del
RALM durante sl desarrollo, mediante experimentos de
sincronizacion a fotoperiodo 12:12.




METODO

OBTENCION DE LOS ORGANISMOS Y MANTENIMIENTO

Todos los experimantos fueron realizados con acociles juveniles nacidos en e!
laboratorio de Neurofisiologfa de la Facultad de Cienclas de la U.N.AM. Los organismos
adultos fueron colectados en el campo y mantenidos en acuarios de plastico con
capacidad de 50 | cada uno. Se mantuvieron bajo condiclones amblentales controladas
para permitlr la reproduccién de fos acociles (fotopariodo 12:12 /O y 22 + 3°C), Los
acuarios presentaban filtros biol6gicos de piso para mantener la limpleza del agua y la
oxigenacién adecuada, Cada acuatio tenla una serie de guaridas de pléstico PBC, ademéas
de estar bajo un régimen ciclico de luz-oscuridad de 12:12 horas, proporcionados por
lamparas de luz de nadn (General Electric, mod f48-12) para acuarlo con una intensidad
de 500 lux. Los acociles fueron alimentados dos veces por semana con una dieta basada
principalmente en verduras y pescado. En cada acuatio se colocaron dos acociles
hambras y uno macho.

En el momento de aparecer una hembra ovigera, ésta era aislada en un acuario
indlvidual bajo las condiciones antes sefialadas. Se observé culdadosaments la fecha en
que los acoclles eclosionaban y a partir de la primera manifestacién de eclosion, se
consider6 el tiempo cero da edad para los organismos juveniles, Los acociles reclén
ecloslonados se mantienen de manera natural protegidos bajo el pledn {abdomen) de fa
madre, hasta que manifiestan una Independencia locomotora que sucede entrela primera
y segunda semana posteclosion. Los animales para experimentaclon proced de

distintas hembras se dividiaron en edades de acuerdo con la fecha de eclosion.

REGISTRO DE LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA.

Los organismos juveniles se colocaron de forma individual en acuarios de
reglstro {Figura 1a). Cada acuaric estaba hecho de material acrlice negro, media
25 X 10 X 15 cm. y en la region basal de la pared lateral izquierda estaba provisio con
sensores infrarojos colocados a una distancia de 5§ cm. cada uno. En la reglén basal de
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ia pated lateral derecha, una serle de fotodiodos con un picode emisiénde 900 nm emitian
unhaz darayos infrarojos hacla fos sensores respectivos. €l llbre movimiento ambutatorio
del animal a lo large de la base del acuario interrumpla e! haz de luz, lo que determinaba
que el sensor enviara una sefal a una serle da circuitos analégicos que emiten una seiial
de voitaje. Esta (itima era capturada por una PC, provista con una base de adquisicin
de datos que acumulaba la sefial desde bloques de 10 minutos hasta 1 hora.

En el fondo del acuario habla una estructura semicliindrica de pléstico negro
que servia de resguardo a los organismos en regitsro du-ante la §uminacién, Esta
estructura estaba colocada fuera del campo de los sensores por la que no Interferfa con
el registro. En el oxtremo opuesto del fondo del acuario, se colocd una cantidad de
allmento fijado en ¢! fondo mediante undispositive que permitfa al animal alimentarse “ad
iibitum™. El acocil se mantenfa libre en movimiento bajo estas condiciones.

Cada acuario. ademas, estaba provisto de una manguera de latex que
proporcionaba aereacién constante al agua fas 24 horas del dia, mediante bombas para
acuarlo (Optima air pump). €| fotoperiodo fue proporclonado por lamparas de luz fria
Phillps PL*9 de 9 watls colocadas a 30 cm de altura. La Intenskdad luminosa fue
determinada mediante un fotémetro LI-Cor (modelo LI-188) a una intensidad de S00 lux.
Una [Ampara proporcionaba fuz para cada dos acuarlos y se encontraba a una distancla
de 30 cm do la base de cada dispositivo. Se registraron simultaneamente B acuarios en
un estante aislado con laminas de unicel y cublerto exterlormente por ldminas de papel
aluminio. Elestante presentaba una serie de cublculos, cada uno para un par de acuarios
{Fig 1b). El fotoperiodo fué controlado con un relo} interruptar programable (Micronta
modelo E10694) con encendido a las 7.00 am y apagado a las 19.00 pm. El estante se
mantuvo en tna habltacién en oscuridad constante. con tamperatura controfada
(22 = 1°C),
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Fig. 1A.Dispositivo individual para el reglstra del RALM de acoclles juveniles. En la parte
superior se muestra el sistema de Huminaclon. En la parte central se presenta el
acuarno de reglstro y los dispositivos que contlene. En la parte inferlor se repre-
senta una microcomputadora usada para capturar la actividad registrada en

lapsos de 10 min,
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Fig. 1b. Sistema general de agrupacién de acuarlos de registro mostrados en la figura
anterior. El estante de alslamiento estaba forrado de unicel y papel aluminio con
eifin de reducir los cambios de temperatura ambiental.




ANALISIS DE DATOS

El programa utllizado en el analisis de los datas obtenidos fue TAU (Mink-Mitter
Co..nc.), el cual elabora actogramas de doble grafica y analiza los datos mediante el
periodograma de *? (Sokolov, 1978) en el que se conslderaron solo los periodos
comprandldos entre 10 a 30 horas con ¢l fin de tener una mayor resolucién de los posibles
ritmos clrcadianos. Para e! andlisis de actividad circadiana se consideraron [os resultados
que mostraron valores picos significatives al 0.05% entre las 20 y 30 horas, Ademas se
utitizé la curva promiedio proporcionada por el mismo programa para el célculo manuat
de larefaclén alfa-rho, asi como para indicar el iniclo de actividad como fasede referencia.
Esta curva es elaborada porla media estadistica de los datos ordanados con base en el
perioda calculado por el pariodograma.

El andlisis por periodograma es un procedimiento lineal (aditivo) yfue disefiado
para sefialar situaciones en las cuales la fase es estable y por io tanto predscible. En e
periodograma una medicién dada en las serles de datos es afadida a los valores
subsecuentes seleccionados (p. ej. promedlos por hora) (Enright, 1890). El hechode que
los ritmos clrcadianos sean fenémencs en donde la fase es estable en la mayoria de los
casos, nos hace apegarnos ala idea de que el anallsis por periodograma ha sido el método
mejor conslderad

enla interp 16n de los resultados de este trabajo.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Una vez que los acociles eran depositados en el acuario de reglstro, cada lote
se mantuvo bajo oscuridad constante por lo menos durante 10 dias hasta 20 dfas de
registro. Esto con la finalidad de observar de que manera era expresado el ritmo de
actividad locomotora en oscuridad constante. Posteriormente se paso a una condiclon
de ciclos luz-oscuridad de por lo menos 10 dias de registro. Los acoclles fueron divididos
en diferentes Intervalos de edad (n total = 75 org), cada grupo se conformé con de un
totalde 15 organismos; el grupo |, Incluyé a organismos de 1 a5 semanas deedad (n= {5),
el grupo Il de 5 a 8 semanas deedad (n = 15), e grupo Il de‘a a 12 semanas de edad




(n=15), el grupo IV de 12 a 16 semanas (n=15} y el dtimo grupo de 16 a 20 semanas
(n= 15). Una vez que los acocHes cubrian el tismpo de experimentacién, aran depositados
en un acuarlo con fiitro biolégico bajo fotoperiodo 12:12 L/D.




RESULTADOS

l.- EXPRESION DEL RITMO CIRCADIANO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA

“OSCILACION ESPONTANEA"
GRUPOI.

La actividad que presentan los organismos mas pequefios incluldos en uh
periodo de 1 a 5 semanas posteclosién {n= 15) mastrd en su mayoria una oscilacién de
alta frecuencia, al parecer ritmos ultradiancs de grén variabllidad. Esta actividad no fue
analizada. El 26% de estos regisiros {n=4) presentaron una actividad circadlana conun
periodo promedio de 24.92 % 1.83 haras. La Figura 2 muestra el ritmo de actividad
locomotora de un organismo tipico para esta edad representante del 26 %, en condicién
de oscuridad constante a lo largo de 23 dias de registro. La grafica esta presentada en
formade un actogramadoble endonde la actividad del primeroy segundo dia represeritan
el segundo renglon de la grafica. El tercer renglén representa el segundo y tercer dia de
registro y asf sucesivamente hasta el final de la grafica (Moore-Ede, 1982).

Se pueds observar que la actividad locomotora esta representada en barras de
acuerdo a su magnitud durante cada hora del dla. En este registro en particular, patece
abservarse un corrimiento de fase durante la oscilacion espontdnea como es propio de
un ritmo circadiano (r = 24.1). Sin embargo la frecuencia de oscllacién parece cambiar
entra los primeros sels y los subsecuentes dfas de registro (aparentemente un fenomeno
de coordinacion relativa interna, que suele presentarse en otros registros no mostrados
en este trabajo). Es notable en los registros de animales de vsta edad, la presencia de
varios dias con una expresion de actividad ritmlca. alternanda con perdida aparente de
actividad. Esta caracteristica no esta prasente en todos los registros pero si en todas las
edades consideradas. Algunos casos muestran al iniclo, actividad locomotora evidente.
para que 8l tercer o cuarto dia de reglstro disminuya ¢ Inclusive desaparezca por algunos
dias. En el extremo superlor derecho se muestia el periodograma de x2 para perio3os
entre 10 y 30 horas. Se observa claramente de que manera son aparentes al menas Jos




plcos estadisticamente significativos, el mas agudo corresponde al de 24.1 hus. y el
sagundo alrededor de las 22 hrs. (la linea recta que cruza los picos mds altos representa
el nivel de significancla al 0.05%). Este andlisis refuerza la interpretacién de datos crudos
en relacion con una posiba coordinacién relativa interna.

El recuadro mostrado en la parte Inferor derecha de la figura, presenta la curva
promedio obtenida delos 23 dlas de registroy computada por TAU apartir del actograma,
la liea central de esta curva, rep ta la media distica de los datos. En esta figura

se muestra ademas al perlodo correpondienta al dia y a la noche subjetiva (DS,NS) para
esta registro.

Por otra parte, durante la oscilacién esponténea, el 74% delos registros de este
iote mostraron diversas formas de actividad que podria ser dificll caracterizar como una
conducta clrcadiana, ya que se presenta desde una grén actividad sin caracter cfclico
aparente, una manifestacién muy discreta de actividad circadiana, hasta la pérdida de
actividad sin organizacion circadiana aparents y a través det andlisis estadistico una
significansta 0.05, to cual denota la falta de un ritmo evidente.

GRUPO I

€l segundo Grupo esta formado por acocllesde 5 a 8 semanas de edad (n=15).
Se observd un incremento en Ia cantidad de reglstros (40% n =6) que mostraron clerta
actividad locamotora circadiana significativa durante la fase de osclacién espontanea.
Estos registros mostraron un periodo circadiano de 23.8 = 0.8 horas. La medla fue
computada por et andlisis de valores obtenidos de perlodograma de X2, La actividad
aparentemnents ultradlana se slgue manifestando en estos registros aungue es evidente
la tendencia de manifestar actividad circadiana superpuesta.

La Figura 3, muestra un actograma de doble grdfica de un acocil tipico para esta
edad. En la grifica se observa una actividad locomotora circadiana evidente con un
periodo de 22.8 horas. El periodograma de X2 correspondiente es mostrado en fa gréfica
superior derecha. La actividad locomotora estd graficada en forma de barras que
representan la mangnitud de dicha actividad durante cada hora del dia. Ei periodograma
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Fig. 2. Ritmo de actividad locomotora de un acocll correspondiente al Grupo | (1 a 5 semanas de
odad), el registro fue llevado a cabo bajo condiclones constantes de oscuridad (00)
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muestra un evidente pico e cual rebasa con mucho el nivel de significancia si lo
comparamos con laFiguraanterior. Es Importanta sefialar que al no ser conspicuo el ritmo
enlamayoriade losregistros de estetrabajo, el pico considerado por perlodograma pocas
vetes rebasa claramente el nivel de significancia.

Los datos del actograra no muestran el fenémeno de correlacién refativa que
seobserva en latigura 2. Enla parte Inferiar del actograma. se presentala curva promedio
correspondiente, donde se chserva una mayor ampiitud de la oscilacion.

En otros registros que estan comprendidos deniro de este Grupo (60%), se
observo, al lguat que en el Grupo anterior una varledad de manifestacion de actividad de
caracter aparentementa ultradiano, asi comoregiones de ausanclade aclividad y regiones
de actividad intensa sin un cardcter circadlano evidente (arsitmicos).

GRUPOM

Los acociles de este Grupo, incluyen edades de8a 11 semanasde edad (n= 15).
Practicamente no existen diferanclas respecto al Grupo anterior ya que el mismo
porcentajs (40%, n=6) mostrd actividad circadlana conun promediode 23.4 = 0.21 horas
en condiclones de oscilacién espontanea. Se nota Gue la desviacién estdndar obtenida
para este periodo promedio es manor, lo que aparenta una mayor estabilidad en el ritmo
(Pittendrigh, 1981b). En este Grupo, es varlable la forma en qua se presenta el RALM bajo
condiclones de osturidad constante, ya que en algunos registros se presenta desda el
primer dfamientras que en otros, se requiere de al menos cinco dlas de actividad arritmica
antes de que aparezca una actividad clrcadiana.

La Figura 4 es un ejemplo caracteristico de un ritmo circadiano de actividad
focomotora en un acocll de esta edad. Se muestra en el actograma de doble gréfica que
1a actividad circadlana es clara a partir del cuarto dla de registro, manitestando un perlodo
de 21.4 horas, Este resultado es mostrado por el periodograma X2 que se presenta ala
derecha superior del actograma. La actividad, al igual que en las figuras anteriores. esta
representada en barras cuya magnitud equivale a la cantidad de actividad exhibida
durante una hora.
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Fig 8. Actividad locomotora de un acacll juvenll comespondiente al Grupo [l {5 a 8 semanas de edad)}
en condicidn de oscuridad constante. Es notable que el andlisls por perlodograma arrola un
pico claro de 22.8 heras correspondiente a la oscliacidn espontdnsa.




E35 notable qua se presente una interrupcion de 3 dias y el ritmo retoma la fase
esperada, probablemente en aste periodo pudo suceder un fendmeno de ecdisls (muda),
donde el animal presenta tmuy baja actividad locomotora. No se observa cotrelacion
relativa interna y la significansla apenas llega a ser alcanzada. En ia parte Inferior del
actograma se muestra la curva promedio ajustada al periodo obtenldo por periodograma
durante la oscilacion espontanea.

Porle general, los registros de este Grupo il que muestran actividad locomotota
circadiana presentan unatendencia a reducir laactividad después del tercer dia de registro
eh oscuridad constante.

GRUPO IV

Para este cuarto Grupo que Incluye acocles juveniles de 11 a 15 semanas de
edad (n=15) se obsarvd un cambio distinguible con respecto a los anterlores. £l 80% de
los registros en oscilaclén espontanea presentaren actividad circadlana (h= 12} con un
periodo promedio de 245 = 1.6 horas. Una caracterfstica Importante de los registros
observados para esta edad es que, aunque la actividad circadlana es manffiesta no es
muy robusta. La actividad ultradiana se mantlene, dando la apariencia en los reglstros de
picas de menos magnitud que interflere con los andllsls estadisticos;

La Flgura 5. muestra la actividad locomotora de un acocil correspondlente a
este grupo. Se observa con mayor calridad que desde el primer dia de registro se muestra
un ritmo de actividad evidentemente clrcadianc. Los tres primeros dias muestran mds
actividad que los 4 dias subsecuentes, sinperder la manifestacién clrcadiana clara. A partir
de esta figura la magnitud de cada una delas barras de actividad representan 20 minutos
de registro. El periodograma correspondlente muestra un pico de 23.7 horas con mayor
amplitud que el resto que alcanzan el nivel de significancia. Se aprecia también un par de
picos de menor magnitud entre las 26 y las 26.5 horas lo que podria sefialar un fehdmeno
de coordinacién relativa. Esto (itimo no es claro en el actograma presentado. La curva
promedio calculada a pantir del periodo con mayor amplitud, muestra claramente una
oscllacl6n en la actividad locomotora de este animal durante la oscuridad constante.
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GRUPO V

Los organismos comprendidos en este Grupo (n=15) fuetonacoclles de t6 &
20 semanas de edad, f porcentaje de registros que presentaron actividad circadiana fue
del 93% {n = 14). Ei perlodo promedio mostrado por estos registros fue de 23.9 * 2.01
horas. La Figura 6 muestra un tegistro del ritmo de actividad locomotora de un acocil
correspondiente a este grupo, el actograma de doble grafica, musstra que la actividad se
concentra en bioques blén definidos con un corrimiento de fase constante despuésde 3
dias ctel inlcio del registro. Sinembargo se hace evidente{a presencia de pequefios grupos
de actividad distribulda aleatorlaments fuera del bloque principal.

El actograma muestra la magnitud de la intensidad proporcional al tamafio de
las barras que forman la gréfica, cada barra representa fa suma de actividad obtenida
durante 20 minutos. El andlisis mostrado presenta un pica conspicuo significativo en el
periodograma con un periodo de 23.0 haras, Por otra parte, se muestra en la regién Inferlor
del actograma la curva promadio calculada con base en el perlodograma de X2, lalinea
central representa la media de los datos y define de manera clara las zonas consideradas
como iniclo y fin de 1a actividad locomotora.

RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS DURANTE CO.

La manera en que se presenta el ritmo circadiano de actividad locomotora
durante la ontogenla es variable de organismo a organismo, o que es evidente es que al
menos un bajo p

:

je de organismos experl

o

en la primer semana

post-eclosién, muestran actividad circadlana.

La Figura 7 muestra claramente de que manera varia el porcentaje de acociles
que presentan actividad circadlana. Cada grupo esté denctado por unintervalo de edad.
Se observa que en uninicio los organismos con actividad circadiana representan un 26%
del fote | (n= 15 edad de 1 a 5 semanas). Este porcentaje se incrementa en el Grupe !l (5
a & semanas), manteniandose en el lll (8 a 11 semanas) con un 40%. Mientras que enla
serie IV {11 a 15 semanas} y V (15 a 20 semnanas} aparenta haber un Incremento
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ambos casos un periode figeramente menor a las 24 horas.
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considerable an los casos de actividad clrcadlana durante la oscuridad constante con un
80 % y 93 % respectivamente. Las barras osturas representan el promedio obtenido
mediante el periodograma de X2 Es notable que el incremento de los casos circadianos
presentados en el Grupo Il no muestra avance respecto al grupo anterior.

De los arganismos que mostraron actividad clrcadiana durante la oscilacion
espontdnea se obtuvo el promedio del perlodo para cada serie. La Figura 8, muestra el
promedio de los perfodas obtenidos medlante periodagrama de X2. Se observa que hay
un acortamiento en & periodo det Grupo | al Grupo lll de 24.9 a 23.7 hs. con una
disminucidn en la desviacidn estdndar y un nuevo aumento en ef Grupo IV y V. La
desviacién estandar obtenida para éstos dltimos grupos asclende notablemente con
respectoa (a de los primeros grupos. Esto puede estar refacionado con el crecimiento en
ol perlodo cuando se presenta una inversién de fase como sucede en la ontogenia del
ritmo electrorretinografico ERG, (Fanjul-Molas y col. 1987). Esta suptesta inversién de
fase se presenta a partir de la edad comespondiente al Grupo IV.
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li.- EL RITMO CIRCADIANO DE ACTIVIDAD LOCOMOTORA BAJO CICLOS
LUZ-OSCURIDAD 12:12.

GRUPCI

Los organismos que lueron sometidos iniciaimente a una serle de ciclos en
oscurldad constante, fueron expuestos a ciclos uminicos (L/O) cuyas caracterfsticas
fueron sefaladas ya en el método. Para los acoclles que se encuentran en el Grupo I (1
a § semanas), se observd en la mayoria de los casos, que a pesar de una marcada
ausencla de actividad circadiana duranta la condicién de oscuridad constante, cuando
fueron sometidos a fotoperiodo, se expresaba una tendencla a la sincronizacién
apareciendo una oscilacién circadiana no muy robusta. Algunos ragistros que mostraban
oscilacidn clrcadiana durantela oscuridad constante, asf comealgunos que no, mostraron
una aparente sincronizaclén, que en algunos casos fue stblta al inicfo del fotoperiodo,
mientras que en otrostomaban mas de 7 cicios para aparentemente ajustarsea un periodo
muy cercano afas 24 horas.

La Figura 9 muestra un actograma de dable registro de la actividad manifestada
por un acoch corraspondiente a este grupo {1 a § semanas). Se puede observar de que
nose presentaactividad durante la condlcidnde oscuridad constante, condias de intensa
actividad arritmica asf como dias de actividad apenas notable.

El perfodograma de X2 no muestra un periodo significativo conspicuo durante
esta condicion, existen muchos picos dentro del andlisis entre ellos ef de 27.1 horas. Sin
embargo, en el momento de iniciar el fotoperiodo se aprecia una organizaclondébll de la

tvidad locomotora p. e durante la fase de oscuridad e Inicio de la fase
luminosa. Esta caracteristica nocturna no es constante en todos los registros gue
presantan una sincronizacién aparente. El perlodo arrojado por periodograma de X2
muestra una serie de picos donde el miximo sefiala un pericdo de 23.7 horas. La curva
de actividad locomotora promedio muestra respecto a los 4 Gltimos dias, de que manera
se presanta un pico prominente alrededor delas 6 de la mafiana.




Dentra de los acoclles de este grupo encantramos que un alto porcentale,
muestran respuesta ritmica de la actividad t yra durante ot fotopetiodo (60%, n=25)
conun periedo promedio de 24.6 * 1.6 horas. Esto podria ser debido a un posible efecto
de lento como se discutlid mé4s adelante. Las barras mostradas en el

repl 1 (a suma de idad a cada 20 minutes. Es Impertanta senalar
que la respuesta al encendido de la {uz sefialada por Page y Larimer (1975) para acociles
adultes, no es clara en |la mayoria de los reglstros de acocllas de este grupo sometidos a
un fotoperiodo. Sin embargo et analisis por periodograma muestra picos significativos de
baja amplitud alrededor de las 12 horas. Sin embargo, la actividad en la fase de encendido
de la fuz no es clara en el actograma.

GRUPO It

Los animales correspondientes al Grupo I! {n=15) cuya edad es da 5a 8
semanas, pl ) COmo ya 3, un mayor porcentaje en la expresion del ritmo
¢itcadlano d la oscilacién espontad La capacidad de responder arte el
fotoperiodo es menor & la del primer Grupo (53% n= 8), sin embargo, {a forma en que se
presenta la activkiad asl como la tendencia a la sincronlzaclén se muestra con mayor
claridad. El periodo promedio encontrado en esta Grupo durante el fotoperioda fue de
23.2 = 0.83 horas.

LaFigura 10, muestra un ejemplo tipico de un organismo correspondiente a este
Grupo, se observa en la parte de oscuridad constante {(O0O) que en un Iniclo existe una
grén actividad durante los primeros 6 dias de reglstro, disminuyendo progresivamente
pero mantieniendo la oscllacion espontanea del ritmo de actividad. E! periodograma que
se encuentra a la derecha, muestra un plco evidente de 23.7 horas,

Enla parte en que es aplicado el fotoperiodo {LO) se observa una tendenclaa
acercar el periodo del ritmo a las 24 horas, ublcando la actividad en el periodo de
ascuridad. El periodograma que se localiza a la derecha carmespondlients a los cuatro
litimos dfas de fa condicién LO, muestra un perlodo de 23.4 horas. El registro parece
Indicar que existe sincronizacidn en los cuatro Gitimos dfas del regfstro, por lo que se
requirid de sels dias de ciclos transitorios para una aparente sincronizacién.
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de oscuridad constante (OO0} y de fotoperiodo (LO). Se nota que durante los clelos LD la
actividad se concentra en la fase de oscuridad.




La curva que se presenta debalo del actograma corrasponde solamente a los
valores promedio para ta oscilacion durante el fotoperiodo en los cuatro Liltimos dfas de
registro.

GRUPO i

La Figura 11 muestra un reglstro caracteristico de este grupo, se observa, al
igual que en casos anteriores, que los primeros cuatro dias de registro maniffestan una
constante actividad lecomatora para posteriormente mantenerse atenuada o en algunos
casos ausente. No es evidente en esta parte del reglstro una *endencla circadlana clara,
pero existe en los 6 Ultimos dlas en OO que la escasa actividad presenta un ritmo con
periodo mayor a las 24 horas. Sin embargo, el periodograma gue se muestra en la parte
superior derecha cormrespondiente a la oscllaclon esponténea, muestra entre otros, un
pico significativo con un valor de 24.9 horas.

Al aplicar e! fotoperlodo, se muesira una organizacién clara del bloque de
actividad para cada dia, con una sincronizaclén hacla el inicio de la fase fuminosa. El
perfodograma comespondiente seiiala un pico significativa de 23.2 horas. Es evidente
que, al menos en este registro, no se muestra actividad inmediatamente después de
aplicar el fotoperiodo (en el encendido de la luz) sino hasta e! tercer dia. No aparenta
haber en el registro una segunda fase de actividad que corresponderia a la enddgena
sefalada por Page y Larimer (1975) en los organismos adultos. No obstante el
periodograma correspondiente a los cuatro Oltimos dlas bajofutoperiodo muestra un pico
alredeordelas 12 horas. El cual no es reflejado enla gréfica promedio de actividad durante
LO.

En general los organismos de este grupo, mostraron respuesta a una supuesta
sincronizacién por ciclo LO en un 66% (n=10), casi slempre con actividad en la fase
fuminosa, con un periodo promedio durante {a sincronlzacién de 24.7 = 1.3. En los
registros, la parte correspondiente al ciclo LO en que mostraron actividad circadiana clara
presenta en SuU mayoria, caracteristicas semejantes al registro mostrado en esta Figura.




Hotas del dis
24 24 24

Periodo
D T BT BB WE B he wn o e
: | |
s G | !
Ty TPRTY O O O] PV “/ \
adsdaatbiba . 0 Laiia. } iy
'. | S Y S . 1 l.l...n...- W
[ . ' l,l...n..... RPSEPINT] ¥ P il /\1\‘
0 AV ¥ P ISR BT |
L
Parlodo
|
S
/}\\‘ﬁ'\f\hﬂf’\
B et
® %MM\MW ~ |

i e

Tiempo externo.

Fig. 10. Ritmo de actividad locomotora de un acocll correspondiente al grupo Il. Se observa como se
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GRUPO IV

Losc Ismos corraspc alGrupo IV {n=15) con un intervalo de edad
de 11 a 15 semanas de edad, mostraron mayor actividad durante el ciclo luz-oscuridad
que enlos del grupo anterior. Sin embargo, el porcentajs en que raspondenal fotopetlodo
con tendencla a la sincronizacién se mantuve mas baja que en el Grupa [l (36%, n=5).
En la Figura 12, se muestra un ¢jemplo de la forma en que se presenta la actividad
lacomotora en un acocll de esta edad. Se abserva que duranta la condicidn de oscurkdad
constante (QQ) el ritmo manifiesta un pericdo de 24.3 horas, asl como una tendencia a
disminuir la actividad conforme avanza el registro.

Durante el fotoperiodo se observa que, al menos durante los tres primerosdias,
no se muestra una tendencia de organizacién clara. Sin embargo, al continuar el reglstro,
se muestra una tendencia de ublcar un bloque de actividad un poco antes del inlclo dela
fase de oscuridad asl como un pequefio blogus al iniclo de la fase luminosa, pudiendo
ser mas clara la caracteristica sefialada por Page y Larimer (1975} de un pico de actividad
de naturaleza exégana. El andlisls por periodograma, elaborado para los cuatro titimos
dias durante L.O muestra un pico significativo de 23.7 horas asi como uno de menor
amplitud muy cercano a las 12 horas. La curva prornedlo para esta condicién se muastra
conios dos plcos mencionados al parecer uno como respuesta al encendidode faluz y
otro que corresponderia al endégeno (Page y Larimer, 1975),

GRUPOV

Los organismos que se incluyen en este Grupo (16 a 20 semanas) mostraron
casl en sutotalidad una actividad | yra clrcadiana d {a oscilaclon espontanea
(93%. n = 14), paro solamente el 40% (n=6) mostraron sincronlzacion al clcio
luz-oscurdad. Es notable dentro de organismos de este grupo, que fa actividad durante
la oscilackn espontdnea no siempre se presenta como blogues restringlidos. Presenta
por lo tanto actividad distribulda a lo largode las 24 horas en forma aislada sobresallendo
bloques de de mayor magnitud. Durante aplicacién de fotoperiodo, la actividad se
concentrd en reglones mas definidas de! nictémero, particularmente durante la fase de
luminacion. El periodo pramedio fue de 24.7 + 0.69 horas.
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Enla Figura 13 se muestra el actograma cotrespondiente a un organismo tipico
para este intervalo de edad, durants la condicién de oscuridad constante (00). No se
muestran blogues de actividad en zonas exclusi Sin embargo, ¢! anilisis de esta
seccién musstra un pico da mayor ampiitud correspondiente a las 24 horas entre una
cantidad apreclable de otros picos significalivos de menor amplitud.

Durante el totoperiodo, la actividad tiende a mantenerse durante la fase de
fluminaci6n. Esto no fue constante en los registros obtenldos. ya que en otros casos la
actividad se manifiestd durante la fase de oscuridad come es tipico en los organismos
adultos {Page y larimer, 1875). La apariclén de un segundo pico en el pearodo
correspondlente al encendido de la iuz se aprecia en el periodograma, aunque con muy
baja amplitud. Sin embargo no es evidente en el registro como el reportado por Page y
Larimer (1975). El periodo mostrado es dg 23.05 horas y la curva promedio muestra la
méxima actividad en forma de una cresta muy estrecha a lo largo del ciclo. Los datos
cuantificados en ésta parte del anallsis comprenden los cuatro Ultimos dias de registro en
Lo,

~RESUMEN DE 1A ACTIVIDAD LOCOMOTORA BAJO CICLOS LO 12:12

El efecto del fotoperiodo sobre el ritmo de actividad locomotora fue evidente
particularmente en los registros correspondlentes al primer grupo { 1 a 5 semanas). La
respuesta de los organismos 4 la luz era inmedlata en muchos casas y adn sin presentar
clelos transitorios entre la fase presentada en oscilclon libre y el fotaperiodo. Esto hace
pensar que se probablemente la fase del fitmo colncidiera con la fase da inicio del
fotoperiode, por lo que no se aprecian ciclos transitorios. Otra hipdtesis nos sugiere que
posiblemente se presenté tin efecto de enmascaramiento por el fotoperiodo a tal nivel
que se llegd a presentar un registro con la actividad exclusivamente durante la fase luz
como se muestra en fa Figura 19, alin sin presentar activicad significativa durante la
oscilacion espontanea.
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Fig. 13, Ritmo de actividad locomatora de un acocll det Grupo V. Durante la oscllacién esponténea
(00) y durante la aplicacién del fotoperiodo (LO).




La Figura 14, presenta el porcentaje de organismos que presemtaron una

P respuesta de sincrc 160 al fotaperiodo, Es notable gue en el primer intervalo
de edad, se alcan2 un valor de 60%, El porcentaje dectina en la segunda, aumenta en la
tercera y nugvamente se feduce en ia cuarta y quima serle. Cabe sefalar que pocos
organismos mostraron ciclos transhtorios durante los primeras intervalos de edad. Para
cuantificar esto, se conslderaron exclusivamante aquellos registras que al entrar &

fotoperiodo mostraron un camblo de fase gradual através detres o masclclos transitorios.

Los que presentaron sincronlzacion inmediata no fueron considerados en este anallsis

pues como anterformente se ha menclonado, es posible que se trate de un proceso de

enmascaramiento del titmo. O bién que la fase del sincronizador concuerda con la fase
flica del ritmo endégeno,

Lo anterlor nos lleva a preguntar que, si el animal no se est4 sincronizando, ése
ost4 llevando un camblo de fase a expensas del periodo externo?, {Sigue manifestandose
el oscllador sensible a la luzlo que indicarfa una coordinacién relativa por el fotoperiodo?.

La Figura 35 muestra de que manera se presenta el periodo promedio en los
dttimos 4 dias en que se aplict el fotoperiodo. Se observa que los periodas, muestran
menor varlabliidad que los presentados durante la oschacion espantdnea, sin ajustarse
ninguno de ellos al valor de 24 horas,

1a Figura 16, muestra de que manera varian los ciclos transitorios en los
reglstros considerados, se observa quelos organismos de la primer serie llegan a requerir
un promedio de 6 ciclos para presentar un periodo de muy cercano a 24 horas,
aparentemente acoplado al fotoperiodo. Esta cantidad de ciclos decrece constantemente
hasta mantenerse en un promedio de 3 ciclos en los organismos mas grandes.
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Fig. 16. Nimero da supuastos ciclos transitorios determinados para los organlsmos que
mostraron una aparente sincronizacién al fotoperiodo. Cada barra muestra la
desviaclon estandar dlente.
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Fig. 17. Relaclon de actividad-reposo durante la oscilacion espontdnea obtanida en oscu-

ridad constante.




Hll.- PARAMETROS DE LA OSCILACION DURANTE OSCURIDAD CONSTANTE.

De los pardmetros més importantes que s pueden obtener en una oscilacién son, ademas
del perfodo y la frecuencia, la relaclon entre la fase de actividad y la fase de reposo (afp). Esta titimas
fueron obtenidas a través da la curva promeadio de cada registro exclusivamente durante la condicién
de oscuridad canstante mediante el valor ¢ Ido por el periodog da X2, se ordenaba el ele de
las horas para cada actograma y se promediaba ta actividad de manera vertical. El resultado se graficd
para obtener fa oscilacién promedio de la actividad.

LaFigura 16 muestralarelacién entre lafase de actividad y la de reposo {asp) enlos diferentes
grupos que mostraron oscllacién espontdnea durante la oscuridad constante. La actividad era
considerada desde el inicio al final de la noche subjetiva en cada curva promedio. La tendencia fué un
aumento a lo largo de los diferentes grupos en la cantidad de actividad por encima del promedio
caleulado. Sin embargo estos resultados no son claros debido a que la actividad deurante la noche
subjetiva no es constante. mostrando blogques alslados que se diferencian de la fase de reposo por la
frecuencia en la que aparecen, Cada barra muestra ia desviacidn estandar correspondiente.
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DISCUSION

Los resultados de este trabajo indican que hay expresion del ritmo circadiano de actividad
locomotora en el acocil desde estadios tempranos de la antogenia. Sin embargo, tanto ef porcentaje
de tasos que mostraron un ritmo clrcadiano evidente asf como ia significaclén estadlstica (P 0.05%)
del mismo es baja. El porcentaje obtenido para el grupo | fue tan solo de 26% (Fig. 6). Dentro de este
porcentaje se encontraron actogramas en los cuales el ritmo no es evidente y otros en los cuales, solo
se maniflesta déblimente, La significacion estad(stica a penas sobrepasa el 0.05% Al Ir aumentando la
edad de! animal, el porcentaje de ritmos evidentes, tiende a incrementar hasta el 93 % en el Grupo V.

La duracién del periodo circadiano vari6 desde 24.8 horas hasta las 23.5 horasdesde el grupo
I al grupo Il con una disminucién de la variabilidad del perlodo. Del grupo IV al grupo V, la variabilidad
del periodo vuelve a elevarse ligeramente,

Los ritmos biolégicos en oscilacién espontanea generalmente muestran cambios en la
frecuencia de oscilacion asoclados con la nestabllidad del patiodo r que a menudo difieren intra e
interindividualmenta. Debldo a que la labllidad de los rtmos estd asociada generalmente con la
disperslén de los valores de 1 (Plttendrigh y Daan, 1976), utilizamos la desvlacién estandar de la
estimacién del periodo delos diterentes grupos como una medida delabliidad de esteritma clrcadiano.
Enla Figura 8 se muestran estas variaclones las cuales parecen ser mayores enel grupoi (1 a5semanas
de edad). Estos resultados coinciden en clerta medida con los reportados por Fanjut-Moles etal (1987)
en e estudio de la ontogenia del ritmo ERG en esta especle. Aungue en ese trabalo, las diferencfas de
fabllidad en el periodo entre [0s primeros y los Litimos estadlos del desarrollo fueron mucho mayores,
pues se computaron tanto periodos clrcadianos como uitradianos y el nimero de ia muestra para cada
edad utilizado en dicho trabajo, fué mucho menor {5 Individuos para cada edad) que en el presente.
Page en 1990, mostré cambios semefantes en [a labilidad de r de la actividad locomotora de ninfas de
la cucaracha Leucophaea maderae. Lo que demuestra que la labllidad en r durante estadios
postembrionarios tempranos parece ser un fenémeno comUin en Ja maduracién de los ritmos. Por otra
parte, estos mismos autores encontraron cambios en el porcentaje de arganismos ritmicos a través
de las edades estudiadas. A pesar de que la muestra usada pot este autor fue Mayot, ¢l porcentaje de
animales ritmicos fue tan solo de! 41%, para la primer semana posteclosion.




La ausencia de una ritmicidad detectable durante el periodo ds registro en QO (oscuridad
constante) ha lfevado a fa conclusién al menos en el caso de Leucophaea maderae. de quela actividad
podrla estar controlada por un proceso estocastico més que uno clrcadiano (Wiedenmanh y Martin,
1880). Esta posibliidad no se excluye en @ caso de los datos del presente trabajo, sin embargo la
presencla de los ritmos ullradianos (no analizados en esta tesis) en los registros de animales sin
actividad circadiana, podrfa hacer pensar en procesos cadlicos dentro de fa generacién de! ritmo
circadiano.

Como se sefiald en los resuftados, en algunos registros se ha encontrado que la actividad
puede desaparecer y reaparecer a intervalos regulares. Sin embargo esto no parece afectar la fase del
ritmo, pues al reaparecer la actividad, la fase slampre se present6 en el tiempo esperado {Fig. 18).
Estudlios en otros organismos como enla cucaracha (Page y Block, 1980} y en el grillo (Yagl y Loher,
1986), en los que se han llavado a cabo registros muy largos {mas de 30 dlas), se ha observado el
mismo fendmeno, el cual estos autares han relaclionado con el ciclo defa muda.

En los experimentos de esta tesis es muy posible que la falta de actividad en algunos
segmentos de un mismo registro este relacionada con la muda. Este animal, flega a mudar
aproximadamente 14 veces durante el primer afio da desarrallo (Suko, 1958). Puesto qua la fase no se
ve alectada por estos periodos de Inactividad (tig.18). es logico pensar que en el acocl, al igual que
en la cucaracha y el grillo (Page, 1390; Yagi y Loher, 1986), el marcapaso contintia corriendo pero la
actividad no expresa este proceso.

Los registros de esta tesis no son suficientements largos ya que debldo a las candlciones en
las que se encontraron (0s organismos, no era posibie mantener durante mucho tiempo el acuario de
registro sin cambiar el nivel de agua asf como su fimpieza y la eliminacién de reslduos alimenticios. De
no ser asf serfa alta la probabilidad de muerte de los mismos.

Atn en Individuos de edad temprana que expresan ritmos circadianos de actividad
estad/sticamente significativos, (Fig. 3), los ritmos no son tan robustos come los reportados para el
adulto (Page y Lirimer, 1975). Todos estos restltados parecen sugerir que el acoplamiento del
marcapaso y la actiidad locomotora es débil y variable en los diferentes individuos.




La fase del RALM duranta la oscllaclén espontdnea, medida por e inlcio de actividad en la
curva promadio, muastra una notable dispersién en ei grupo | y 1l (figura 19}. presentando mayor
tendencla hacla las hora dela nache y posteriormente agrupandose an las horas del dfa en los grupos
IV y V, En este ritmo parece haber mucho mayor variabllidad en la fase que en el periodo del ritmo
deamplitud del ERG (electroretinograma) durante la ontogenia (Fanjul-Moles et al, 1987; Fuentes Pardo
et al, 1992), el cual muestra una fase diuma durante los primeros estadlos postembrionales, para sutrie
un camblo de aproximadamente 180 ° a los 60 dias de edad y presentar la maxima actividad por la
noche. Este cambio de fase parece darse a través de un alargamlento de periodo. En el ritmo de
actividad locomotara, ei camblo podria darse mas tardlamente, sin embargo hay un agrupamiento de
fase muy notorio entre [as 18 y las 24 horas de! tlempo exteme (Fig. 20) en los animalas del grupo V.
Este camblo en la fase parece colhcldir con un posible camblo en la longitud del perlodo, disminuye a
un valor de 23.5 horas en el grupo lll, con un aumento de 24.5 horas en &l grupo LV y una disminucién
posterioren el grupa V. Quiza en este ritmo, lainversion defase se da mas tardfamente guala observada
para ol ritmo ERG (Fanjul-Moles ot al, 1987).

Tomloka y Chiba, {1982). encontraron diferenclas enlafase del ritmo de actividadfocomotora
del grillo Griflus bimacufatus. Este animal muestra un ritma diumo 2l cual cambia a nocturno en las
formas adultas; la Inversin del ritmo se produce repentinamente a 5 dias después de la muda imaginal
simulténeamente con laformaclSnde espermatéforos. Ademés dela relacléndefase, los rilmos difieren
enla duracién de 1 durante ta oscuridad constante. Estos autores propongn que se pudiera tratar de
oscladores distintos.

En el acocll la muda de reproduccién no se produce hasta los 12 a 14 meses posteclosién.
Enestatesis no se exploraron edades més allé de 4 mases por loque es quiza muy pronto para explorar
un cambio de fase tan pronunclado como ef que se vié en ek ritmo ERG a esta edad. Lo anterior podria
hablar, por una parta de la necesidad de un proceso de maduracién mas profongado para gue tas
caracteristicas del RALM adquleran (as del ritmo de un animal adulte y por otra parte de sistemas
marcapasos tmicos diferentes Involucrados en los dos procesos.
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Fig. 20. Fases de Iniclo de actividad determinadas con base en la curva promedio obtenida por TAU,
ILos circutos determinan el tiempo externo. Cada punta equivale al iniclo de actividad encon-
trado durante [a oscilacién espontanea.

EXPOSICION A CICLOS DE LUZ OSCURIDAD (LO)

E! registro del ritmo bajo el fotoperiodo, se llevd a cabo para explorar la aparicién del pico

de encendldo y apagado en el RALM, de acuerdo con los reportes de Page y Larimer (1875) y

Fuentes-Fardo e Incl4n-Rublo (1981). En este pratocolo no se levs a cabo un estudio formal de los

i de si Izacién del ritmo, pues despuds la condicién en LO, no se registro el ritmo en
ascuridad constante nuevamente. Lo antarior hubiera parmitido estudiar los angulos de fase.

Ei hecho de que en los animales del primer grupo, la fase de actividad seagrupe en el periodo
oscuro (Fig. 9) o en el periodo luminoso (Fig. 19) sin ciclos transttorias en algunos casos, puede hablar
deunfendmeno de enmascaramiento (Aschoff, 1969), que parece repetirse en animales de mayor edad
(Fig. 13). Por otra parte es probable que la fase de inicio de luminosidad coincidlera con la de fnicio de




actividad por lo que no se observaran clclos transitorios, este titimo supuesto es més improbable ya
que parece que la luz posee un fuerte efecto en la expresion de actividad en animales muy pequefios
{grupo |) como se mugstra en la figura 19,

€l desarrollo de! ojo del acocil requiere de un proceso de maduracin relativamente
prolongado (Hafner et al, 1982) tanto en el proceso de diferenclacién de los rabddmeros como en el
de los procesos neuroendacrinos relacionados con el movimiento de la pseudopupila, lo cual se ve
reflejado en 1a amplitus de su respuesta a la luz (ERG) (Fanjul-Moles et al, 1987, 1988, 1991).

De acusrdo con lo anterior, podrfamos esperar un enmascaramiento mayar en los animates
mésd llados que enlos animales mds |évenes, sin embargo sucede aleatorlamente tanto enunos
como en otros. La entrada de juz es a través de todo ol cuetpo del animal, no solo mediante de los
ojos. Hay que tener en cuanta que la cuticula de este animal es mucho més fina y transparente en los
primeros estadlos estudlados (grupos |, 1 y lil}: por lo tanto esta caracteristica pudo haber creado un
exceso enla entrada de luz que enmascara el ritmo.

El nimero de transitarios del periode oscuro al luminoso a traves de una aparente
sincronizacién, decrece a través del desarrollo (Fig. 17) !o que aparenta estar en relaclon directa con
un mejor acopli antrs ol paso y el sitmo maniflesto.

La figura 21, muestra la fase de mayor actividad durante la tos Ultimos cuatro dlas de
aplicacién del fotoperiodo. Se observa que en todos los grupos existe actividad tanto al inicio de fa
fase luminosa como en el Inicio de 1a fase de oscutidad. Esto nos da a entender que el ritmo aparece
invertido con respecto al presantado por organismos aduftos en cas! lamitad de cada uno de loslotes
estudiados o bien que en aqusllos reglstros qua mostraron actividad durante la fase luminasa se
refuerce la teotia de enmascaramlento.

En algtinos registros entre ellos el mostrado enfa figura 10 y 11, se podria dudar de sl el pico
de actividad que se produce con el encendido de la {uz, est representando un oscilador que se va
sincronizando a través detransitorios al periodo de oscuridad a si es un oscilador que se hace evidente
con la luz {no (€ te de r leza exdgena) y contlnia su corrismlento espontaneo hasta
acomodarse en el periodo oscuro por un camblo de fase natural en un oscitador mengs a 24 horas. Lo
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Fig. 21. Fases de mayor actividad durantela condicién LO de los diferentes grupos experimentales, Se
observaque encada grupo {a proporcién de registros con fasn de actividad diurna es semejante
a la nocturna. Los triangulos oscuros representan el inicio de lafase de oscuridad y los claros
ef Infclo de la fase luminosa en sentido de las manecillas del reloj.

antariores particularmente notable enla figura 11, endonde los valores del periodo obtenidos medlante
el periodograma de %2 mostraron un valor de 23 horas bajo condiciones de LO. En tanto, en OO el
valar va de 24.9 ¢on un segundo plco menor alrededor de las 23 horas.

£n la Figura 12 se puede observar en e régimen LO un poslble fendmeno de coordinacian
negativa externa (Van Holst, 1939), en donde dos osciladores parecen estar corriendo en diferente
direccién debido quiza a las diferencias en la fuerza de acoplamiento con el sincronizader. El andlisis
de periodograma muestra dos picos, tino de 24.3 y otro de 22hs, que nuevamente pareceria estar
mostrando un oscilador que continia oscilando libremente en pre.;encla de un sincronizador. Este
fenémeno aunado al mencionado en Jas Figs. 10y 11, apoya la idea de la existencia de al menos dos
osciladores implicados en el RALM, uno de ellos que se hace evidente ants ia luz pero que no parace




sincronlzarse a efla y que quizd en los primeros estadios es m4s robusto o estd menos amartiguada..
que el segundo, ef que se hace evidente en OO pero que podria ser susceptible a enmascaramiento
ante el ciclo LO.

La interaceién de los osciladores deba ser compleja, coma lo es la organizaclén de los
mecanismaos nauror lo que p alos an an todas t i a diferentes
velocidades. Esta comple]a interacclén probablementa incide en los valores de dispersion obtanidos
tanto paralafase, comopara el periodo en condicionesde oscuridad constante y en LO. Probablemente
los ststemas marcapasosdel ritmo no se encuentran en una sola estructura, sino que estan involucrados

@l talio acular a fravés del sistema drgano X-glandula sinusal y el ganglio supra esofagico como lo han
sefalada Page yLarimer (1975); Sandemany Sandeman (1990). Los tiempos de maduracidn de ambas
estructuras deben ser diferentes durante la ontogenia. El sistema organo X-glandula sinusal no se hace
funcional hasta los 28 dlas de edad (Fanjul-Moles et al, 1987) y ta! vezla funcionalidad total del ganglio
cerebroide medldo por la establizacién de! ciclo de la muda y la maduraclén sexual, no se alcanza
hasta los 12 a 14 meses posteclosion (Suko,1958) La ventaja del modelo ontogénico a pesar de su
complejidad es que quizd pueds evidenclar la maduraclén diferencial de los posibles oscitadores
involucradosen el AALM. Sin embarge, la presenta tesls solo puede aportar datos que hay que
corroborar y comprobar tanto con otro tipo de experimentos, como prolongando los dias de registro
y la edad ala qus se lleve a cabo.
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CONCLUSIONES

1} Se observé una correlacién positiva entre la maduracién det RALM
manifiesto durante la oscilacion esponténea y Ja edad del animal,

2) La maduracién del ritmo mediada por los par&metros del mismo parece
darse hacia las 20 semanas de edad. A esta edad, el RALM obtenido en
oscilacién espontdnea mostré un periado promedio de 23.9 hs, una relacion
actividad reposo de 1.0y una fase estable propia de un animal nocturno.

3) Durante la aplicacién del ciclo LO 12:12, el RALM no mostr§
caraclerfsticas bimodales claras, E} Namero de transitorios parece estar en
relacién directa con Ia edad. Por otra parte se observaron fen6menocs de
enmascaramiento y coordinacién relativa,

4) Debido a todo lo anterior se propone que ¢l RAML manifiesio sea
resultado de das o miés osciladores,
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GLOSARIO

(tomado de Moore-Ede, 1982)

Amplitud. Dilerencia entre el valor medio y ¢l méximo (0 minimo) en una oscilacid
sinusoidal.
Cambio de fase. Despl tento de una oscilacién a loJargo de un cje de ticmpo, Puede ocirrir

instantineamente o después de algunos ciclos transilorios.

Control de fase. Control del periodo y de T relacitn de fase de un ritma por un zeitgeber.
Coordinnctén relativa, Modulaci en ¢! pesiode de un ritmo como resultado de la exposicion a un
ilgeher débil para si izar al ritmo.

Curva de respuesta de fase. Gréfica que indica el incremento y la direecin de un cambio de fase inducida
por un estimulo Gnico . dependiendo de 1a fase ¢n Ja cual fué dado el estfmulo,

Desincrontzacion. Pérdida de sincronizacién entre dos o més ritmos debido a que presentan

periodos independicntes.

Fase. Estado instantdneo de una oscilacion dentra de un periodo

Fotoperiodo. Duracion de 1aluz en un ciclo luz-oscuridad

Frecuencia, Reciproco al periodo.

Infradiann. Ritmo biolégico con un periodo mayor al de fos rilmos circadianos,
Marcapaso, Entidad funcional. capaz de mantener oscilacion autosnstenida, s cual

sincroniza a otros ritmaos,




QOsciludor Secundario.

Periodo.

Oscilacién espontdnea,

Ritmo circadlano.

Ritmo endégeno.

Ritmo extogeno,

Sincronizador,
Transitorios.
Uliradiano.

Zeltgeber.

Oscilador denlro de un organismo capdz de generar oscilacianes Jas cuales,

1 ) N

son menos. Yy que cn un marcapasos. No es

dir i izable por zeitgeb no necesart sincroniza o
g

otros osciladores.
Intervalo de ticmpo enire recureencias de una lase deflinida del ritmo.

Estado de un ritmo cn condiciones constantes, ¢ decir, en ausencia de agentes
sincronizantes,

natural del org cs

)

Ritmo biolégico aut ido ¢l cual en ¢

sincronizado a un periodo de 24 horas,
Ritmo autosostenido generado dentro de un organisimo.

ritmo gencrado por influencia dc una periodicidad ambicental sobre un

wrganismo.

Sindnimo de Zeitgeber.

Estado de oscilacion lemporal entre dos estados estacionarios.

Ritma bioldgico con periodo mis corto que cf de los ritmos circadianos.

Oscifacién de pardmetros ambicntales los cuales sincronizan un ritmo
autosostenidu,
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