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RESUMEN

ESTUDIO DE UNA POSIBLE FASE FOTOINDUCIBLE EN EL DESARROLLO
GONADAL DEL ACOCHL Procambarus clarkil,

Este trabajo tuvo como objetivo determinar si el desarrollo de las gonadas
de los acociles se cncuenira {ntimamente ligado a su ciclo endégeno,
mostrando una fase foloinducible cu él. Las condiciones experimentales
empleadas fucron 12h.Juz y 12h.obscuridad, con pulsos de media hora de
luz duranic la cscotofase, desde las 21h.hasta las Sh.de la escolofase del
ciclo luz-obscuridad. Peso, longitud y sexo fucron determinados en cada una
de las semanas que durd cl experimento, Ln ¢l momento en que los animales
alcanzaron la talla crilica establecida (55 mm)., se extirparon las génadas,
procesindose con las técnicas histolégicas tradicionales. Mediante lécnicas
de digitalizacion de imdgenes se contaron el mimero de ovocitos y cistes
maduros.

los resultados indican que existe una fase foloinducible dentro de la
escotofase del acocil, esta fase presenta dos picos de sensibilidad, uno a las
21lvy olro a las 5 h, dichas horas corresponden al anochecer y al amanecer
del organismo.

Ia mayor maduracién gonadal sc encontrd a las 21:00h.seguido por la
condicién en [a cual el pulso se aplicé a las 5:00h.la condicidn control, es
decir, en la que no existio pulso alguno, no presentd maduracion gonadal. Lo
anterior demuestra que la luz juega un papel inductor muy importante en cl
desarrollo gonadal del acocil P, c/arkil,

Debido al planieamienlo del disefio experimental, los resultados
eniconirados denwuestran mis el efecto de la luz sobre las gonadas que sobre
el crecimicnlo. Sin embargo, los resultados demuestran la  accién
fotoinducible de la luz sobre la maduracion de las misinas.



INTRODUCCION

I.  DEFINICION DE TIEMPO

A pesar de todas las complicaciones que muchos de los investigadores han tenido que
enfrentar en sus intentos por dilucidar las bases fisiologicas del sentido del tiempo, ahora,
tenermos abundantes evidencias experimentales que seflalan la existencia de un reloj biolégico
capaz de medir el tiempo. El concepto de tiempo sicmpre ha estado estrechamente relacionado
con ¢ conceplo de Universo, dicha relacidn se discute en ¢} “Timeo” o “De la naturaleza de
Platén”, en donde, dentro de su visién cosmologica, concibe que Dios cred un orden eterno y
wnt perfecto estado de absoluto descanso, al que le confirié una naturaleza cterna, creando una
imdgen movil de la cternidad que avanza de acuerdo con un mimero af que se designa con el
nombre de tiempo. Segun cste punto de vista, el ticmpo y el Universo son inseparables. Ef
ticmpo, a diferencia del espacio, no estd delerminado como un marco preexisiente en donde se
pueda enmarcar ¢l Universo, sino que el liempo forma parie del universo; es decir, que cf
tiempo ¢s una imdgen movil de la enternidad (Whitrow, 1984).

Todas las medidas fisicas y bioldgicas al alcance de la observacidn corriente exigen la
representacion ciclica del tiempo. Esle sc inscribe naturalmente en un circulo, que junto con
el movimiento de las cstrellas, de los planctas y del Sol, son movimicntos perpetuos. la
experiencis existencial y Ia multitud de indicadores naturates dan la imagen de la circularidad
del eterno 1etorno.

En biologla, muchos investigadores creen que cf tiempo es ef resultado de la percepcion
basada cn factores objetivos provisto por claves externas que controlan procesos fisioldgicos,
por lo que es caracteristico de cada organismo. Sin embargo, la idea de que ¢l tiempo ¢s
absoltto, en el sentido Newtoniano, por momenlos se vistumbra conto algo inexistente por si
miswo, pero quc coexisie con eventos efimeros.

i1 tiempo no es una ilusion misleriosa del intelecto, es simplemente una caracteristica
esencial del Universo,

10



II, RITMOS BIOLOGICOS

Un ritmo bioldgico o “tzotzil K'in"} es la recurrencia en el tiempo de cualquier evento
dentro de un sistema bioldgico que mantenga intervalos mds o menos regulares o bicn una
fasc estable (Kalmus, 1935).

A pesar de la incredulidad de muchos investigadores, en los wltimos atos, s¢ ha aceptado la
cxistencia de variaciones periddicas en la mayoria de los procesos bioquimicos fisioldgicos y
conductuales que juegan un papel clave en la infegracion de los procesos funcionales de los
seres vivos.

La ritinicidad es considerada como una propicdad fundamental de la materia viva, vy se

encuenlra presente desde los organismos mas simples hasta los mas complejos,

1. CLASIFICACION DE LOS RITMOS BIOLOGICOS

Los ritmos se pucden clasificar segin distinfos atributos, tales como el lugar donde se
generen, la frecuencia de In oscilacion y el perfodo de la oscilacién del ritmo. De acuerdo al
Tugar donde se genere la oscilacion, los ritmos se dividen endégenos y ritmos exdgenos.

la frecuencia de los rilmos en la naturaleza abarca una gran gama del especiro de
unidades de ticmpo, ya que s¢ pucden observar desde aguéllos que ocupan solo fracciones de

segundo hasta los que llegan a durar un afio, por lo que se dividen en: infradianos ( > 24h) y
utlradianos ( < 19 1) y segiin su periodo, los rilmos pueden clasificarse en circadianos ( = 24

h), civeanuales (=1 aio) o circamarceales (= 29.7 h).

2. RITMOS ENDOGENOS Y EXOGENOS

£l ritmo refleja cambios que preden ser producto de alguna influencia ciclica externa a la
unidad hioldgica, por lo que seria denominado ritmo exdgeno, o, que por el contrario, puede

' Vocablo Zinameca que significa periodo de tiempo en el que tiene Jugar una ceremonia programada con
regularidad (Popol Vath)
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reflejar un cambio o un comportamiento ciclico inducido desde el interior del mismo
organismo, por lo que seria un ritmo enddgeno. En olras palabras, se puede decir que un
ritmo exdgeno es andlogo a las oscilaciones de un sistema pasivo, esto es, que los sistenas
oscilan solo bajo la influencia de senales externas periddicas, mientras que un ritmo endégenc
tiene una oscilacién libre de schales externas, ya que posee un periodo independiente al del
ciclo ambiental, aunque en ciertos casos puede sincronizarse adecuando su periodo al de
claves temporales ciclicas externas o zcitgebers. Por cjemplo: existen rilmos que en
condiciones naturales muestran una frecuencia de oscilacion similar a las de los ciclos
naturales exlernos, como lo son las marcas, las fases lunares, ¢l dia y la noche y las estaciones
del aio; sin embargo, al observarlos en condiciones de aislamiento presentan una frecuencia
de oscilacion ligeramente diferente, debido a que no dejan de estar sincronizados con ciclos
geofisicos.

Se ha demostrado que cada uno de estos ritmos persiste en condiciones aistadas de los
ciclos ambientales (Aschoff, 1967), por lo que ahora bajo estas condiciones antificiales, el ciclo
det ‘organismo corre a su propia frecuencia natural o “free running”, es decir, se manifiesta en
oscilacion cspontdnca, Si estas condiciones persisten en cl tiempo, el organisino estaria
considerado dentro de Ia clase de organismos que son capaces de autosustentar su propia
oscilacion (Ritmo Endégeno). Debido a que el periodo de un ritmo, que oscila libremente, sélo
sc aproxima al perfodo de un ciclo ambiental, Halberg introdujo cn 1959, el prefijo “circa”
para caracierizar como circadianos a los ritmos diarios, y de esta forma, poder definir ofros
tres ritmos enddgenos que correspondent a los ciclos del ambiente, como son los ritmos
circalunares, circamareales y circanuales; éstos cualro circarritinos tienen una caracteristica
comun; muestran una oscilacion endégena, que cs capaz de ser sincronizada por el ciclo
anbiental. Existen circarritmos tanto en plantas como en animales. No hay ningiin circarritmo
que no esté relacionado con el tiempo externo, por Jo que se podria suponer que existe una
razon adaptativa que le permite al organismo, ajustar sus procesos de vida al arrcglo
cronoldgico natural, mediante su sincronizacién con éste; es por esto que cada especie ticne
una concepeion diferente del dia, la marea o ¢l afto, pucsto que cada organismo se sincroniza
de acuerdo a sus actividades y cada uno tiene una tabla fisiologica temporal; por esta razon sus
fascs de actividad y descanso s¢ encueniran, reguladas metabdlicamente, a este fendmeno se fe
conoce como “Nicho temporal”, es decir, adaptacién temporal de  un organismo con cl
ambiente (Aschoff, 1964). )



3. CIRCARRITMOS

a) RITMOS CIRCADIANOS

1 raiz de la palabra circadiano, sc deriva del lalin circa-diem que significa cerca de un
dia; estos ritmos s¢ encuentran sincronizados a ciclos ambientales que muestran un perfodo
natural de 24 h, como lo es la duracion del dia; por esto, muchas caracteristicas dentro de su
fisiologia, crecimicnto y comporfamicnto, mucstran una ritmicidad circadiana. Generalmente
los ritimos circadianos no son exactamente de 24 b, sino que fluctian en un rango de 20h.a
29h.por ciclo (Aschoff, 1981); este ritmo se encuentra estrechamente relacionado con el
movimiento de rolacion de la Tierra. Se ha propuesto al rilmo circadiano como la organizacion

temporal dptima de los procesos fisioldgicos y conductuales.

b) RITMOS CIRCAMAREALES

Este ritmo se puede observar claramente en los organisimos que viven en la zona de marea
media ya que tienen un ritmo de = 12.4 I, de! mismo modo se muestra también en los
organismos que habitan la zona de marea alta y marea baja, ya que presentan un ciclo tidal de

=148 h.

c) RITMOS CIRCALUNARLS

I'stos ritmos tienen la misma frecuencia que las fases funares, un cjemplo tipico de ellos es

el ciclo mestrual de 1a mujer.

d) RITMOS CIRCANUALES

los organismos de vida larga presentan tanto ritmos circanuales como ritmos circadianos,
al parccer algunos organismos poscen relojes circanuales que oscifan en ausencia de claves
ambicntales y su frecuencia aparece una vez al ado, similar al del movimiento de trastacion de

la Tierra.

13



4. RITMOS ULTRADIANOS E INFRADIANOS

Ritmos Ultradianos

El descubrimiento de los ritmos ultradianos permitio la comprension de la estructura del
tiempo bioldgico. Los ritmos ultradianos son denominados también ritmos de alta frecuencia
ya que su periodo es menor al ritmo civcadiano; puede durar desde fracciones de segundo
lasta = 19 h. Los ritmos ultradianos podrian ser el fundamento del ritmo circadiano, algunos
cjemplos de estos ritmos son ef constante parpadeo, y los potenciales cléctricos del movimiento
ocular durante cl suctio, entre ofros,

Ritmos Infradianos

El perfodo de estos ritmos es mucho mayor a de los ritmos circadianos. los ritmos
infradianos y los ritmos circanuales son en ralidad ¢! mismo ritmo, Ia variacion en los nombres

se debe a las diferentes clasificaciones mencionadas.

5.  OSCILADORES Y MARCAPASOS

Algo indudable en 1a esencia de fos ritmos bioldgicos s que se encuentran constitufdos por
una oscilacion autosostenida. A esto ¢s a lo que se conoce bajo el nombre de oscilador, si este
oscilador es capaz de establecer relaciones de fase con los ciclos ambientales externos se
denominard marcapaso, de lo contrario tendrd que ser sincronizado mediante alguno. En esta
forma se pucden establecer relaciones reciprocas enfre los diferentes osciladores que
constituyen un reloj.

Ll marcapaso, scria pues, una entidad capaz de controlar a los osciladores que # su vez
gobicrnan a algunos cfectores y se realiza determinada funcién.

Un concepto simple de oscilador se puede establecer haciendo una analogia con una rueda
y un punto marcado “X”. Cuando la rueda gira y se aleja del punto “X”, se forma wna curva
sinusoidal y cuando llega otra vez al punto de partida “X” se completa la oscilacion.

La amplitud en este caso seria igual al didmetro de la rueda, y cl periodo seria equivalente
al liempo quc tarda la rueda en regresar al punto de partida, es decir, de “X” a “X”.

la frecuencia se define como el ndmero de oscilaciones por unidad de tiempo, en este caso,
el mimero de revoluciones es reciproco al periodo.

14



Aschoff (1960) demostrd que la relacién entre el tiewmpo de actividad y reposo (ap alfa-
rho), cambia segiin la iluminacion y se hace mayor o menor de 1, de acuerdo con este
momcento.

la fase es cualquicr punto del ciclo de una oscilacidn. Cuando alguna parte del ritmo se
adelanta o atrasa, como respucsta a cambios ambientales, se provoca un desfasamicnto.

El acoplamicnto mutuo entre osciladores establece relaciones de fase estables y logra un
alto grado de organizacion femporal interna.

6. CARACTERISTICAS DE LOS RITMOS

a) SINCRONIZACION

Los rilmos enddgenos pueden ser sincronizados o acoplados por factores exodgenos
periddicos como {a luz, la temperatura y la alimeniacion, dichos factores muestran una fuerte

influencia marcando el inicio o final de algunos procesos fisiolégicos,

b) DESFASAMIINTO

Los ritmos bioldgicos después de estar determinado tiempo en condiciones constautes
pierden totalmenie su fase, es decir, el ritmo sufre un adelanto o un retraso,

c) AMORTIGUAMIENTO

Los ritmos después de estar sometidos mucho liempo a condiciones coustantes, poco a poco
pierden el rilmo, es decir, la amplitud disminuye tanto que parcee que no hay ritmo alguno,

d) REESTABLECIMIENTO

Una vez que sc ha perdido el rilino por completo, se aplica un estiimulo aperiédico con lo
que reaparece [a fluctuacion circddica acoplada o en fase con ¢l estimulo (Aréchiga, 1976).

15



e) OSCHACION ESPONTANEA O LIBRE, CORRIMIENTO

Si el ritmo se deja bajo condiciones constantes de obscuridad se dice que corre libremente
(“free running™), ya que no tiene ninguna seiial externa que lo acople con su fase de inicio y
el ritmo muestra sus caracteristicas endagenas originales,

7. SISTEMA CIRCADICO

Ll sistema circadiano tiene tres componentes principales:
1.- Vias de acoplamiento, a través de receptores (Fotorreceptores).
2.- Marcapasos y osciladores.
3.- Pautas eferentes o salidas que se acoplan 4 los sistemas efectores del marcapasos y
muestran un funcionamicnto circadiano.

El término “Sistema Circddico” ha sido utilizado por muchos afios, pero no ha sido sino
hasta los tltimos 20 afios en los que se lia logrado comprender de manera més detallada su
verdadero significado (Waterhouse, 1995), La naturaleza endogena de los ritmos circadicos
implica la existencia de mecanismos fisiologicos que generen y mantengan fa organizacién
temporal del organismo, siendo cuatro Jos procesos regidos por éste sistema:
> Cronomelria, que cs Ia gencracion de oscilaciones por parte de un reloj bioldgico por medio

de las cuales el organismo puede medir ¢l tiempo ain en In ausencia de claves temporales;

<> Sincronizacidn, que se refiere a la conjuncién de fa ritmicidad biolégica de los
organismoscon los ciclos ambientales.

=>Transmision, es el paso de la sefial proveniente def oscilador hacia los sisiemas efectores que
expresan fa ritmicidad, es decir, se trata de Ia serie de senales internas que el organismo
requierc en la manutencion de su organizacién lemporal, por fo que podria considerarse como
una cspecie de crondmetro del organismo mismo.

<> Acoplamjento, se denomina asf a fa conjuncion guardada por los osciladores logrando un
funcionamicnto coordinado (Granados ef af, 1995).

16



IIl.  RELOJES BIOLOGICOS

1. ANTECEDENTES DE RELOJES BIOLOGICOS

Aunque el interés en [os relojes biologicos data aproximadamenle de 2500 aios, desde que
¢l poeta gricgo Archilochus escribid "El rilmo que gobierna al Hombre" (Aschoff 1974),
existieron ciertos periodos en la humanidad que se caracterizaron por muanifestar esta
inquiclud. Jacques de Mairan, en 1729, observd que algunas actividades biolégicas, que
ocurren diariamente en condiciones naturales, persisten en temperatura y obscuridad
constanles, el periodo de estas actividades es cercana a las 24 I, es decir, son de naturaleza
circadiana (Pittendrigh, 1993),

En 1779, W. Hufeland denominé a los periodos de 24 horas como la unidad cronolégica
natural, en su frase “Die 24-stundige periode..sie ist gleichsam dic Einheit unserer
naturlichen Chronologie”, en donde manifestd que el perfodo de 24 horas es igual a nuestro
biorritmo (Pittendrigh, 1988).

J. J. Virey utilizé, en 1874, por primera vez la expresion “Iorloge vivante” que significa
reloj que vive; a mediados del siglo XIX, ya no se cucstionaba que cada organismo vivo sobre fa
tierra, fucra capaz de generar una ritmicidad en sus propios procesos fisiologicos y fue en ese
siglo cuando Augusto Torel sugirid que, los organismos posclan una especic de memoria
temporal o Zeitgediichtnis,

Sin embargo, no fue sino husta 1930 que Erwin Biinning hizo un andlisis de los ritmos
biolégicos; tiempo después se logré demostrar que fos organismos pucden niedir ¢l tiempo
generando oscilaciones (Aschoff, 1960). Al poco ticmpo Fittendrigh y Minis (1964) hizo una
descripcion mds formal acerca de los relojes biolégicos mediante la integracién de sus

fundamentos morfofisioldgicos.

2, ORIGEN DE LOS RELOJES BIOLOGICOS

Los primeros relojes biologicos probablemente tuvieron su origen hace cuatro mil millones
de afos cuando ain no existia la capa de ozono, por lo que, los primeros organismos, de no ser
por ¢l desarrollo de una organizacion temporal, seguramente hubieran perecido (Brady,
1979).
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Agunos registros fosites, como los anillos en fos arboles, avalan dicha teovia, en Ia
actualidad existen organismos tanto wnicelulares como phiricehilares que presentan una
vitmicidad de 24 h, o que hace suponer que probablemente es en una de las formas mis

simples de vida de donde surgio el primer esbozo de relof biolégico.

KR DEFINICION DE UN RELOJ BIOLOGICO
Un reloj biologico ¢s un sistema organico capaz de generar un orden temporal en fas
actividades del organisio, es deciv, un sisteaa que tiene i capacidad de oscifar con un

as oscifaciones sean utifizadas como una referencia

periodo vegular que permite que
teniporal interna, con to que cl organismo puede tener un completo dominio de 4 varianie
tiempo ¢ integrarse adecuadamente & su entorne. Sin cmbargo, aun existen controversias cou
respecto @ o que es un reloj biologico, ya que autores como Pittendrigh (1993) y Aschofl
(1964) lo definen como “un conjunto de estructuras orginicas que  funcionan como
marcaprasos capaces de imponer periodo v fase a los procesos orginicos”, en tnto que otros
autores como Halbery y Reinberg (1967) lo definen come “el resultado de [ interaceion de
mitlliples procesos fisiologicos oscilatorios, en o) cual fa paticipacion de  estructuras

especificas se limita al ajuste de {ase entre los diversos procesos™.

IV.  FOTOPERIODISMO

Como ya ha sido mencionado, la mayoria dv fos eventos biologicos se cncitentran hajo una
fuerte influencia de} medio fisico que Jos rodea; dicho medio tiene cavacteristicas periddicas,
s decir, tienien cierta recarrencia en el tiespo, tanto  por ¢l movimiento de rotacidn, como
por el de trastacion de Ja tierra; estos ¢ventos son fraducidos por los organismos en
fluctuaciones ciclicas de Juz y obscuridad, lo que, de alguna o de ofra forma, les ha permitido
crear un mecanismo de prediccion, ¢s decir, de establecer anticipadamente una estrategin
viable para su sobrevivencia,

La manera mas evidente de oblener informacion def ambiente, ¢s 1a luz, esto es, mediante
fa medicion de la duracion del dia y de la noche, con lo que el organisnio cuenta con un dato

geofisico confiable y relativamente estable. Esta programacion tempoyal se enenentia basada
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en osciladores bioldgicos que tienen un perfodo y una frecuencia determinada, generalmente
alrededor de un dia del ciclo ambiental (Pittendrigh, 1965); esta ritmicidad, parece ser una
propiedad fundamental de la vida eucarionte, debido a la marcada influencia del ritmo
ambiental periodico sobre los procesos fisioldgicos de los organisinos, @ lo que Ganer y Allard
en 1920, le dicron el nombre de fotoperiodismo (Whitrow,1984).

Muchas especies de animales y plantas son capaces de distinguir entre las noches cortus del
verano de las largas noches de otofo y son capaces también de responder a estos cambios
medianie apropiadas modificaciones estacionales de su fisiologia y comportamicnto,

Los insectos, conto muchos otros organismos, utilizan el niimero de horas del dia (Fotofase)
y de la noche (Escotofase) para regular ciclos estacionales de actividad, morfologia,
reproduccion y desarrollo (Saunders, 1970), del mismo modo, el fotoperiodo controla la
induccion de la diapausa, ¢l comportantiento sexual, la muda y la fecundidad.

Los requerimientos minimos para vesponder a los cambios periodicos det ambiente, son:

La presencia de un fotorreceptor capaz de distinguir el dii de ta noche, un reloj que mida ¢
integre la duracion del dia y de la voche y un sistema efector que controle el proceso
fisioldgico que debe ser inducida (Saunders, 1978).

I reloj iutegra bisicamente dos tareas: la medicion de la duracion det dfa o de It noche
{Reloj fotoperiddico, sensu stricto) y 1a suma del efecto de las noches o dias, cortos o largos
sobre el numero de ciclos contados diariamente (Contador fotoperiadico, Saunders, 1971).

las respuestas fotoperiodicas son un mecanismo fundauental para fa transferencia de
informacion proveniente del medio en el control del sistema neuroendécrine del organismo.

1. INDUCCION FOTOPERIODICA

la induccion fotoperiodica permite a los organismos ajustar sus procesos fistologicos de
munera tal que coincidan temporalmente con el medio externo mis favorable para lograr una
mejor adecuacion,

Existen varios modelos que explican of fenomeno de Ia induccion fatoperiddica:
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&) MODELO DERELOI DE ARENA

Este modelo  postula un cambio en el inivio o terminacion de determinados procesos
fisiologicos, esto es que, a partir de un periodo de iluminacién, se dispara o se inhibe algin
proceso. Se dentomina “reloj de archa™ porque ol estimulo tiene la particularidad de voltear

relo), es decir, de comenzar o inhibir algiin proceso fisioldgico determinado.

b) HIPOTESIS DE BONNING O COINCIDENCIA EXTERNA

Un modelo totatmente opuesto fue el propuesto por Bitnning en 1936, en el cual sugicre
que la medicion del tiempo foloperiddico es una funcion del sistema circadiano del organismo,
por lo que este modelo supone la existencia de un ciclo endogeno diavio que comprende wna
fasc fotofilica de 12h.(medio ciclo) y una fase escotofilica de 12h.(medio ciclo), Por lo que
cuando 1a fotofuse del ciclo luz-obscuridid, es corta, la luz s restringe a la fase fotofilica y
ocurren los efectos de la noche larga, pero cuando el fotoperiodo es lirgo, la luz se extiende a
la fase escotofilica produciendo efectos de dia largo. Son dos los fundamentos en los que se
apoya este modelo:

1.- Se basi en una ritmicidad circadiana y,
2.- Supone una interaceion entre la luz externa y una fase de la oscilacion particularmente
fotosensible.

28 anos despuds, Fittendrigh y Minis, reconocicron un doble requerimiento de la luz,
sincronizacion ¢ induccion y sugiricron que la fase fotoinducible propuesta por Bilnning se
encuentri mucho mas restringida, en tiempo, que Ia fase escotofilica y que 1a fotoinduccion
pone en fase diferentes actividades fisiologicas con claves temporales externas, a esto le dicron
¢l nombre de Modelo de Coincidencia Externa.

¢) COINCIDENCIA INTURNA

Este modelo reconoce la importancia de que los sistemas circadianos de los organismos
complejos estan seguramente constituidos por un mullioscitador que, de acuerdo con las
variaciones del fotoperiodo  durante las estaciones, cambia las relaciones enire los
cotponentes de los subsistemas de [a fase interna, La fase interna puede poncrse en fase con
un oscilador, por colncidencia, por el amanecer o por el anochecer, por lo tanto, admite gue
¢l inico papel que juega a luz ¢s el de acoplador, es decir, que la luz simultineamente acopla



dos osciladores estableciendo un dngulo de fase entre cllos (Saunders, 1978). Es cste
acoplamicito entre los ritmos lo que origina la induccion y no la sincronizacion del titmo con

la luz.

d MCODELO DE RESONANCIA

Pittendrigh y Minis (1964) basindose en la naturaleza multiosciladora del sistema
circadiano, sugiricron que la ritmicidad circadiana podria estar involucrada con ¢l
fotoperiodismo, pero no necesariamente con la medicion del tiempo, es decir, que sin importar
de qué forma se mida el tiempo, la forma de medirse estd en funcion de la proximidad de 1a

resonancia del sistema multioscilador circadiano con su ciclo de acoplamiento.

2. EFECTO DE LA INDUCCION FOTOPERIODICA EN LA
REPRODUCCION Y EN EL CRECIMIENTO

El ciclo reproductivo necesita de una organizacion temporal eu relacion a los rearsos del
medio ambiente. Los cambios en las condiciones meteorolégicas envian seitales al sistenta
endderino el cual responde con alteraciones adaptativas de sus funciones fisioldgicas. Todos los
factores fisicos del medio ambicente, tales como la Juz, varfan segin las distintas estaciones del
o, Para asegurar la sobrevivencia de la especie, los organismos tienen que adaptarse a cstas
variaciones y de este modo sincronizar su actividad reproductiva con las estaciones inds
favorables del ano (Pévet, 1986).

Los mejores diseflos experimentales en el estudio de In induccion fotoperiadica sobre la
reproduccion de diversos organismos, han sido tanto la interrupeion del periodo obscuro con
un pulso de Iuz, como cl uso de la duracion anormal del ciclo de tuz; padticularmente cuando
la ntoche, corta es acoplada a una gama de noches extendidas que proporcionan ciclos de gran
duracion.

Algunos de los trabajos aqui citados, tienen por objetivo ¢l dilucidar ¢l efecto de la
fotoinduccion en la reproduccion de 1os organimos, a 1a fuz de los diferentes modelos. Por
¢jemplo, una de las evidencias mds representativas del modelo del reloj de arena, lo
constituyen Jos extensos trabajos de lees (1966, 1968, 1973) sobre ¢l dfido verde Megoura
viciae, en donde ha descrito gue este insccto mucstra dos picos de cfecto de noche cortia con

interrupciones durante It noche, uno de ellos ocurrié dos horas después del anochecer y ¢l
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ofro es mds pronunciado y ocurtié cuando el pulso de luz cayd en las sitlimas 6 horas de la
noche, estos resultados son interpretados como una evidencia de que 1a duracion de la noche
¢s de crucial importancia y que la medicién del tiempo comienza duranie el anochecer mis
que durante cl amanecer, del mismo modo, demuestra que Ia reproduccion de algunos
insectos es especialmente fotoinducible en dos etapas de la escotofase, la primera es cuando
inicia el anochecer y la segunda es antes del amanecer.

Biinning (1969) expuso larvas de la mariposa de la col, Freris brassicae, a diferentes
regimenes de Juz en donde Ja noche era sisiemdticamente interrumpida por pulsos de 30 min
de luz, cuando los pulsos sc aplicaban 15 h.después del anochecer y 15 hantes del amanccer,
s¢ observaban cfectos de dfa largo. Con estos resullados, Binning sugirio que no habiu
participacion alguna del sistema circadiano en la induccion foloperiodica. $in embargo,
Pittendrigh y Minis (1971), en experimentos de coincidencia externa, examinaron [a
induccion fotoperiddica en tres diferentes ritmos de la polilla rosa fectinophora gossypiclla,
ovopositacion, eclosion del huevo y eclosion de la pupa. Estos autores realizaron varios
experimentos y concluyeron que los organismos son sisteras formados por muchas
oscilaciones circadianas, en donde por lo menos una se¢ encuenira acoplada a un evento
luminico extero. En este organismo, la induccion fotoperiodica no estd relacionada ni con Jas
horas del fotoperiodo ni con la duracion de la escotofuse, La induccion dnicamente depende de
la coincidencia de un pulso de luz con una fase especifica de la oscilacion circadiana.

Saunders (1978, 1979) analizd la induccion foloperiddica en el ritmo circadiano de
eclosion de 1a pupa de Sarvophaga argyrostoma, con cl fin de examinar k1 sincronizacion de
los sistemas circadianos oscilatorios. Este autor comparé la diapausa de 8. argyrostoma y de
Nasoniz vitripennis, concluyendo que la induccion fotoperiodica de 8. argyrostoma, puede
explicarse mediante el modelo de coincidencia externa, en este organismo se encontrd una
fase fotoinducible (i), mientras que en N, vitripeanis no hay fase fotoinducible (@i) y el

modelo explicativo es el de coicidencia interna.

a) ANTECEDENTES DE LA FASE FOTOINDUCIBLE (1)

Diferentes respucstas fotoperiédicas controladas segiu la cstacion del aito indican la
habilidad de los organismos de medir ¢l tiempo, sin embargo, cémo se realiza esta medicion
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del tiempo fotoperiddico es atin desconocido. Dentro del tiempo foloperiddico existe una
particular fase de fotosensibilidad (i), la cual al ser iluminada durante la noche provoca
cfectos de dia largo (lees, 1966, 1968, 1973). la importancia de este momento de sensibilidad
a la luz fue enfitizada por primera vez en 1936, en la hipdtesis de Blinning, donde representa
una fase especifica del ritmo circadiano de sensibilidad fotoperiddica donde ocurre una
foloinduccion,

La fase fotoinducible (@i) ha sido encontrada en mds dc 50 especies de inscclos, aves y
maniiferos, dicha fase aparece como una constante en todos los organismos capaces de medir
cl tiempo fotoperiddico.

Muchos experimentos s¢ han realizado en la bisqueda de fa ubicacion exacta de la fase
fotoinducible (@), cn la mayoria de ellos se aplican pulsos luminosos que interrumpen la
escolofase. En la mariposa blanca de la col Preris brassicac, como en otros inscctos de otras
especies, se han encontrado dos puntos (A 'y B) en los cuales existe una respuesta diferente,
por ejewplo, si la luz incide en el punto A se provoca un efecto de dia corto y si fa luz incide
en b punto B entonces provoca un efecto de dia largo.

Lees (1966, 1968, 1973) realizd cxperimentos sobre el dfido verde Megoura vicine, cl
cual presentd dos picos de efecto de noche corda con dos interrupciones durante la noche, una
de cllas dos horas después del anochecer y la olra, cuando c! pulso de luz se situé en las
utlimas 6 horas de la noche.

Yollet et al (1992) publicaron que cuando el pulso luminoso coincide con I fase
foloinducible, la codorniz japonesa Coturnix coturnix japonica responde como si estuviera
sometida a un fotoperiodo largo. Trabajos posteriores, como los realizados por Castaién-
Cervantes ef al (1995) reporiaran que la existencia de la fase fotoinducible (@i) del acoci

muy probablemente sc encuentre al anochecer del ciclo luz-obscuridad.

b) ANTECEDENTES DE LA INDUCCION FOTOPERIODICA EN CRUSTACEOS

El proceso de reproduccion et los crustdceos muestra una marcada influencia de estimulos
ambicntales, ya que estd muy relacionado con los ciclos de movilizacion de vescrvas organicas
de su lugar de almacenamiento hacia las gonadas (Adiyodi y Adiyodi, 1970).



El primer indicio de que la glindula sinusal poscia funciones reproductoras importantes
fue demostrado por Panouse en 1943, en experimentos relizados en el camarén Leander
serratus.

Tiempo despucs, Stephens (1952) a través de comparaciones experimentales en el acocil,
Cambarus virilis, encontrd que existe una fuerte influencia del fotoperiodo sobre las
hormonas involucradas en la reproduccion. Sugirié que la luz juega un papel primordial en la
sintesis de la hormona estimuladora de las gonadas (HEG) ¢ ihnibe la produccion de Ia
hormona ilnibidora de las génadas (HIG) sintetizada por el drgano-X y la glindula sinusal.
Los trabajos de Stephens fueron corroborados por las realizados por Suké (1958) y Castanén-
Cervantes ef al (1995) en lo cuales, estos autores, climinaron los estimulos luminicos y
encontraron que no hay desarrollo gonadal en condiciones de obscuridad constante, por lo
que los dos grupos de investigacion concluyeron que la luz es un factor indispensable tanto
para el crecimiento como para la maduracién gonadal,

En el mismo trabajo los autores Castaion-Cervantes ef al, determinaron que en el acoci
Probambarus clarkii parece existir un fotoperiodo dptimo para cl crecimiento, ¢l cual es de
[2Zhy encontraron que los organismos somctidos a regimenes de 12:12 LD pero con
interrupciones de uz en la escotofase, mostraban una maduracién gonadal mds temprana
durante los experimentos.

En el acocil , ¢l proceso de reproduccion esta muy ligado al proceso de muda, ya que los
eventos de ovulacion, incubacién y ovoposicion, ocurren durante la intermuda, lo que implica
que existe una sincronizacién entre ambos procesos.

Los crustdceos ajustan sus actividades reproductivas a los cambios estacionales, de manera
tal que la liberacion de los juveniles se realice cuando las condiciones ambientales scan las
mcjores para incrementar su sobreviviencia, esta sincronizacion parece ocurrir debido a la
informacion genética de los individuos que se expresa a nivel endocrino y nervioso.

V. BIOLOGIA DEL ACOCIL

1.  HABITAT

Los acociles pertenecen al orden s grande de los crustdceos, Decapoda, que posee 1,200

géneros y 10,000 especices; la mayoria marinos, el tinico decapodo de agua dulce perteneciente
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al grupo de Macrura-Reptantia (Cangrejos de cola larga) es el acocil, Este género se encuentra
frecuentemente en el Norte de América; se localiza en diferentes habitats, como pantanos,
ciénegas, lagos y lagunas de agua dulce.

Durante sus primeras ctapas de vida estos organismos viven principalmente en zonas de
aproximadamente un metro de profundidad. Conforme van creciendo, migran hacia las partes
someras quc Hegan a tener 3 cm de profundidad; una vez alcanzada su talla definitiva, estos
animales se concentran en partes donde hay mayor vegetacian, con el fin de ocultarse de los
depredadores, debido a esto, este organismo tienc su mayor actividad durante la noche,
ajustando su reloj bioldgico a las condiciones de luz tenue del crepusculo. Durante fa noche, se
les puede observar en plena actividad en busca de alimento v cuando aparece el sol, se
esconden en sus guaridas donde se quedan desde ¢l amanecer para reactivarse hasta ocultarse
¢l sol.

2. UBICACION TAXONOMICA

Existen 12 géncros dentro de la familia Cambaridae, once de los cuales se pueden
encontrar en el Norle de Mesoamérica. 1a nomenclatura se basa principalmente en la
morfologia de los gonopodios sexualmenle maduros del macho denominados petasmas.
Clasificiacion (Holdich y Lowery, 1988)

Especic Procambarus clarkii



3. MORFOLOGIA EXTERNA

El cucrpo del acocil £ clarkii se encuentra dividido en dos partes: una anterior, el
cefalolérax v olra posterior que es el abdomen; los segmentos de la cubeza y del torax estin
fusionados en lo que se conoce como cefalotorax, éste termina en un pico denominado rostro.
E} térax esti constituido por ocho segmentos: maxilipedos y peridpodos y ¢l abddmen esti
formado por seis somites, articulados y prolongados, llamados pledpodos (André, 1960).

El color mis representativo en Jas paries laterales, es ¢l rojo y café rojizo en las partes
dorsales, aunque varfa considerablemente dependiendo del sustrato en el que habiten. (Figura

.

Primer maxlipedo

Anlenulas

Cefalotérax

Periépodos
Telson

Figura 1
Vista Iaterat de un organismo pertencciente 8 la especie Procambarus
clarkirTomado de Fresh Water Crayfish V



a) APARATO GENITAL MASCULINO

El aparato genital masculino estd formado por un testiculo, dos canales seminales y dos
glandulas androgenas. El testiculo, a su vez, esta formado por tres lébulos, uno anterior y dos
posteriores, los tres [obulos muestran la misma longitud; el testiculo estd ubicado entre la base
del primer maxilipedo y el quinto peridpodo, éste se extiende dorsalmente en la region
tordcica; la fusion de sus regiones posteriores forma una “Y”, donde se distingue una mitac
anterior par y otra mitad posterior impar. Los canales espermiticos nacen de cada costado del
testiculo, muy largos y contorneados; desembocan en aberturas genitales o gonoporos situados
en la base de la quinta pata caminadora.

Durante su desarrollo, el testiculo crece paralelamente al organismo, sin embargo, esta
relacion se rompe, cuando el animal alcanza los 40 mm de longitud y aunque el organismo
continta su crecimiento, el testiculo se mantiene cn una talla constante, lo anterior indica que
tal vez, ¢l testiculo, muestra histoldgicamente una maduraciéon mds temprana en relacion al
ovario.

Los espermatozoides de estos decapodos no presentan flagelos por lo que son inmaviles, la
forma tipica de los mismos es romboide (Harrison, 1992).

Las caracteristicas sexuales secundarins de los machos maduros son la aparicion del
primero y scgundo par de pledpodos modificados, en un érgano copulatorio, denominado
petasma, capaz de manipular el espcrmatéforo. Las quelas presentan una forma
marcadamente rectangular a diferencia de las hembras, asi como una espicula en el tercer par
de periépodos. (Figura 2)
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Figura 2
lzquierds, morfologia externa de un acocil macho maduro, sc observan caractéres
scxuales sccundarios como la espicula del tercer par de periopodos (Sukd, 1953), y
8 la iderccha se ohserva la morfologja del petasma.

El canal cspermitico derecho es evidentemente mds ancho, opaco y contorneado que el
izquierdo, lo que sugicre que el canal espermilico izquierdo no es funcional, por lo que estd
considerado como un ducto atrofiado (Figura 3). Dentro del canal espermitico derecho, los
espermatozoides s¢ agrupan tanto en Ja parte proximal, como media y distal del mismo,
mientras que en el jzquicrdo no sc encuentra ningin espermalozoide. la formacion del
espermatoforo ocurre en las partes media y distal de) canal espermdtico derecho (Delong y
Payne, 1987).

Los organismos machos alcanzan la madurez sexual a los 13 meses de eclosionados, esto es
aproximadamente a los 55 mm de longitud (Suka, 1958).

Las cspermatogonias no se¢ dividen simultdncamente, por consiguiente, se pucden
encondrar  espermalogonias, cspermalocitos  primarios,  espermatocitos  secundarios,
espermitidas y esoetmalozoides dentro de un mismo testiculo (Suks, 1958). Niiyama (1934)

¢n trabajos realizados en ¢l acocil Cambarvides japonicus encontré que la espermatogénesis
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generalimente ocurre en dos fases: La primera se da tempranamente en la parte central del
testiculo y en la salida del canal espermitico, 1a segunda ocurre en la parte periférica de cada
16bulo del testiculo. Esto mismo fue corroborado por Harrison (1992) quien describié que la
waduracion del testiculo se da progresivamente comenzando por la capa de espermatogonias
que se encuentra en L periferia del canal espermalico. Los espermatozoides se sitian en

parie central del I6bulo para después pasar al canal esperiitico.

Canal espermdtico derecho

Ovocilos (mq)or’dmm)llado)
maduros

Canal

espermatico

1zquierdo

(Atrofiado)

OVARIO TESTiCULO
Figura 3

Se obscrva la morfologia interna tanto del ovario (lzquicrda), repleto de ovocitos
maduros (izquicrda), como del testicuto domde se observan ambos canafes
espermaticos (Derecha).

b) APARATO GENITAL FEMENINO

El aparato genital femenino comprende un ovario y dos oviductos. El ovario estd localizado
dorsalmente en Ia region tordcica y se extiende hasta el segundo segmento abdominal (Figura
3). LI ovario estd formado por fres lobulos y estd rodeado por nuisculo, tesmina en el
antepenultimo scgmento fordeico, fa caracteristica sexual secundaria mds evidente de las
hembras, es la presencia de un desarrollado recepticulo seminal, también conocido como
annulus ventralis, localizado entre la base de los pleépodos (Figura 4), asi como la presencia
de una hilera de papilas transhicidas, simétricamente distribuidas a lo largo del telson; estas
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espinas o papilas son, en realidad, estructuras glandulares que facilitan la adhesion firme de
las crias a su madre (Andrews, 1907). Los apéndices abdominales en la hembra son de mucho
mayor tamaho que los de los machos, a fa vez de que existe una diferencia significativa entre
la tongitud del endopodito y vl exopodito en cada apéndice abdominal de la hembra, estas
caracteristicas son apreciadas de mejor manera en ¢l quinto apéndice abdominal (Suka,
1953).

Primer
. Antena maxilipedo
Cefalotorax
Annulus \\\ ¥
ventralis
Feopodos
modificados :
Telson
Figura 4

En este Figura se observa a morfologia externa de un acocil maduro hembra en donde
sc aprecia la ubicacion del annulus ventralis. y los apéndices abdominales de la
hembra que indican su completa maduracion sexual (Sukd, 1933).

4,  MORFOLOGIA INTERNA
a) HISTOLOGIA DEL TESTICULO

Ll testiculo esta compuesto por cistes que a su vez conticnen células en diferente grado de
diferenciacion  (Espermatogonias, espermalocitos primarios, espermatocitos secundarios,
cspermdtidas y espermatozoides). Los cistes estan caracteristicamente rodeados por células
intermedias (C.1.).
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La maduracion de las células de los cistes del testiculo es completamente asincronica, es
decir, que las espermatogonias no maduran simultincamente, por esto, se pueden encontrar
varios tipos celulares en un mismo testiculo (Niyama, 1934 y Sako, 1958). Los diferentes lipos
celulares se describen a continuacion:

(i) Lspermatogonias (E)

Contenidas en cistes que presentan células intermedias pequeiias, las ¢spermatogonias son
células que poseen un nitcleo grande y un citoplasma irregular. Con la maduracion de estas

céhlas el cistoplasma comienza a disminuir en drea,

(i)  Espermatocitos primarios (E1)

Estos cistes presentan células intermedias de mediano tamarno, las células del interior del
ciste, se denominas espermatocitos primarios caracterizados por poseer micleos centrales de

gran tamano,

(ii)  Espermatocitos secundarios (£2)

Las células intermedias del ciste son de mayor tamaio, los cspermatocitos secundarios
poseen un niicleo pequeio excéntrico, las células presentan poco citoplasma.

(iv)  Espermatidas (Es)
Las células intermedias aumentan su tamafo considerablemente, las espermdtidas del
interior del ciste presentan un nicleo ovoide, citoplasma muy escaso e inclusive ausente,
(v} Espermatozoides (Ez)

En el ciste se observan eélulas interntedias muy grandes, fas célulus del interior del ciste no
presentan citoplasma, su nucleo es tolalmente irregular, Ia forma tipica del espermatozoide es

romboide sin embargo, ocasionalmente se observa de forma totalmente irregular.
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3)] HISTOLOGIA DEL OVARIO

£l ovario csta formado por ovocitos cuyo grado de diferenciacion se divide en tres clapas
(Suks, 1958):

iy Etapa +{ (Ovario inmaduro)

Presenta ovocitos pequeilos, es decir, menores de 20,000 micrdmetros? | su micleo es
esférico y central, su citoplasma es homogénco ya que no presenta granulaciones, aunque
ocasionalmente llega a presentarse alguna diminuta goata albergando substancias de reserva.

Alrededor de los ovocitos se encuentra una capa sincicial de células foliculares
intimamente adosadas a los nucleos citoplismicos de estos. Existen grandes espacios

intraovociticos llenos de fluido oxifilico.

(i)  Ftapa +2 (Ovario en vias de Maduracion)

El ovario estd constituido por ovocitos de forma irregular de mediano tamano, oscilando
entre 20,000 y 50,000 micrometros * , su nicleo adopta una forma clipsoidal. Los grinulos
de cromalina se¢ vuclven gruesos grumos que migran hacia la membrana nuclear. Su
citoplasma prescnta pocas granulaciones. Los granutlos de sustancias de reserva incrementan
entamanoy sc localizan a la periferia. £l espacio intraovocitico es de menor tamafio.

(i)  Etapa +3 (Ovario maduro)

El ovario maduro presenta ovocilos grandes de forma irregular, su tamafo es mayor a
50,000 micréstietros 2, El miicleo ovoide excéntrico, con numerosos nucleolos situados hacia la
membrana nuclear. Fl citoplasma perinuclear es densamente granular y en fa zona cortical se
localizan numerosas plaquectas de vitelo. Las células foliculares se encuentran notablemente
aplanadas. Entre los ovocitos maduros se observan también algunos ovocitos inmaduros. los
espacios intraovociticos disminuyen debido al incremento en cl tamafto de los ovocitos.
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5. CRECIMIENTO, MUDA Y REPRODUCCION

Muchos son los estudios que sc han hecho sobre la ovopositacién y eclosion del acocil
americano, Frocambarus clarkii (Girard), por lo que de acuerdo a Van Deventer (1937) y
Tack (1941), la ovopositacion ocurre generalmente de abril a mayo y la cclosion de mayo a
junio. El desarrollo de los huevos no sélo se encuentra influido por la temperatura del agua,
sino que fambién influye de manera importante ¢l movimiento de los apéndices abdominales
de 1a hembra, denominado vibracion, ya que el niimero de vibraciones se  incrementa
conforme aumenta la temperatura, con lo que la hembra estimula el desarrollo de los
huevecillos (Suko, 1953).

El ciclo de vida del acocil, sc basa en una serie de mudas, durante las cuales los organismos
tncrementan su talla, su desarrollo embrionario tiene una duracién de dos a tres semanas, a
una femperatura de 22° C aproximadamente. Después de eclosionar, a 1as ires semanas de
cdad, presentan sus dos primeras mudas, lo que les proporciona una autosuficiencia total.

Los acociles requieren de 11 mudas antes de alcanzar su madurez sexual, variando la talla
en un rango de 45 mm a 125 mm. Los periodos de intermuda varian segun la temperatura
(20°C - 22°C), por lo que pucden ser de 6 hasta 30 dias, es decir, lo que tarden en
incrementar su tamano (Holdich y Lowery, 1988). El periodo de intermuda, convierfe a éstos
organisiios en presa ficil del canibalismo, debido a la falta de proteccion de un exoesqueleto
rigido; cs por ello que se da cieita sincronizacion en los periodos de muda en estos animales.

El ambiente en el que sc desarrollan se ve reflejado en cl tiempo que tardan en aleanzar la
talla definitiva, ya que en estos organismos, la fecundidad sc encuentra estrechamente ligads a
su talla corporal.

La regulacion de tiempo de muda del acocil s¢ encuentra controlada por el sistema
enddcrino de Jos crustdceos el cual involucra ta interaccion de los 6rganos X y Y y la secrecion
de necurohormonas. Las neurohormonas generalmente s¢ acumulan en los drganos

neurohemales, compuestos por terminales axénicas y fibras de tejido conectivo.

a) CONTROL HORMONAL
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En el acocil hay tres érganos neurohemales: la glinduly sinusal, los organos post-
comisurales y los érganos pericirdicos. Son principalmente tres, los tipos de hormonas
liberadas:

1.- Neuroliormonas del Sistema Nervioso Central,
2.-1as hormonas procedentes de glindulas epiteliales como el drguno-Y, las glindulas
androgénicas, el ovario y ¢l drgano mandibular.

3.- Las feromonas.
(i) Control hormonal desde ¢l pediinculo ocular

El pediinculo ocular fue la primera cstructura sugerida como la generadora de los ritmos
circadianos cn crusticeos, lo que se  comprobé mediante la ablacion de la misma, lo cual
inhibe completamente el ritmo circadiano de 1a locomocion (Kalmus, 1938); otra razon para
considerar al pedinculo ocular como un posible marcapaso, fue la identificacion de tres
ritmos: ¢l de actividad metabdlica, el de cromatéforos del pedinculo ocular y el de
locomocién. Todas estas funciones se encuenfran controladas por hormonas secretadas y
almacenadas en el pedimculo ocular (Kleinholz, 1976).

Durante los aitos 60 s propuso que ¢l ciclo de la muda estd regido por dos liormonas: ta
hormona inhibidora de Ja muda (HIM), sccretada por el organo X-glindula sinusal y ta
hormona de Ia muda (IIM) o ecdisona sintetizada por el drgano Y.

£l érgano Y es un cuerpo parcado situado cn la region posterior det esofago cerca de la
base de cada maxila y es el responsable del comienzo de 1a muda, mediante 1a liberacion de la
ecdisona. En un animal intacto, }a muda es inhibida por la secrecién de Ja hormona inhibidora
de la muda secretada por el drgano-X-glindula sinusal localizada el pedinculo ocular, si
alguna de estas cstructuras, son extirpadas durante la fase de intermuda, la ecdisona cs
liberada por lo que comienza la muda, sin embargo, se ha propuesto que la perdida de
apéndices o antotomia (Passano y Jyssum, 1963) ademds del daio a cualguier estructura
nerviosa (Bittner y Kopanda, 1973), podrian inducir también, el comienzo de Ja muda.

Los principales sitios de produccion neurolumoral, son el cerebro y el pedinculo ocular,
durante ¢l crecimiento se da fundamentalmente en éste ultimo por lo tanto, su extirpacién o
lesion tiene efectos evidentes sobre aspectos variados en la fisiologia y etologia def acocil, S¢ ha
comprobado que commo resultado de su extirpacion s acelera la nuda en organismos juveniles
y se incrementa cl desarrollo gonadal ¢n organismos maduros. las neurohormonas son
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secretadas por el cercbro y organo-X y son acumuladas en la glindula sinusal hasta que se
liberen hacia la hemolinfa (Bliss, 1954).

(i)  Hormonas femeninas

Actualmente existe evidencia que sugiere que los ovarios podrian  controlar
hormonatmente ¢} desarrollo de los caracleres sexuales secundarios de las hembras, sin
embargo, la existencia de 1a Hormona Femenina (FH) ain no ha sido confirmada. Algunos
estudios en decdpodos indican que los caracteres sexuales secundarios de las hembras son
inhibidos por la presencia de la hormona androgénica. Esto fue comprobado por experimentos
realizados por Reidenbach en 1967, en el isdpodo Idotea balthica al cual le fue extirpada la
glandula androgénica con lo que aparecieron caracteres sexuales secundarios femeninos. La
evidencia indica que podria existir una autodiferenciacion del ovario de los crusticeos similar
a la que ocurre en otros inveriebrados, sin embargo, el conocimiento del control hornonal en
el desarrollo de los caracleres sexuales secundarios en decipodos, aun es muy escaso (Adiyodi,
1970).

(iii)  Hormonas masculinas

la glindula androgénica fue descubierta por Charnisux-Cotton en 1960, en los machos de
los anfipodos Orchestia gammarellus Pallas, este aufor establecié que esta gldndula secreta
hormonas encargadas no solo de la diferenciacion de los ciracteres sexuales secundarios en
machos, sino que también inflaye en la maduracion de los testiculos, de los conducios
espermaticos y de la espermiogénesis. La diferenciacion testicular requiere de In presencia de
las hiormonas fanto femenina (HF) como de [a hormona masculina (HM). Trabajos anleriores
demuestran que implantaciones de la glindula androgénica en liembras inmaduras provoca
una masculinizacion. Sin embargo, la extirpacion de la glindula masculina no provoca que los
machos presenten caracterislicas de hembras, sino que se detienc la produccion de
espermatozoides.  El control hormonal androgénico en la diferenciacion sexual de los
machos no sdlo se encuentra en crustdceos, lambién estd presente en celenterados, insectos y
miridpodos (Adiyodi, 1970).
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PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA,

]

En un trabajo anterior (Castandn-Cervanles ef al, 1995) se reportd la foloinduccion de la
maduracion gonadal en relacion con It longitud de la escotofase. Esta fotoinduceion se llevaba
a cabo en el momento e que un pulso de luz de 30 min, cala 4h.y Zh.antes de iniciar la
fotofase, durante un régimen luz-obscuridad de 12:12. Debido a 1o anterior se propuso la
posibilidad de que el acocil, al que sc e ha comprobado que a los 2 meses de edad presenta un
sustralo circadiano (Fanjul-Moles ef 4/, 1987), pueda poscer una fase foloinducible durante la
noche subjetiva, dicha noche debe coincidiv con el intervalo obscuro en un animal noctiimo
como lo es el acocil, que se encuentra sincronizado a un wgimen LD 12:12.

El presente frabajo fue disenado para encontrar esta posible fase fotoinducible utilizando
un régimen de luz-obscuridad fijo (12:12) y explorando la noche subjetiva del animal,
medianle 5 interrupciones luntinosas durante el intervalo obscuro (Escotofase) durante las
12h.del mismo,

HIPOTESIS

Et acoci! es un animal mocturno. $i las horas de mayor sensibilidad a la luz estin
relacionndas con el sustrato circadiano de este animal es muy posible que la fase fotoinducible
se cncuentre en la noche subjetiva del mistno, lo cual coincide con la noche externa del

organisimo.

Si el desarrollo de las gonadas de los acociles es un proceso intimamante ligado a los
fendmenos de medicion del fiempo estactonal, podria ubicarse temporalinente la presencia de
la fase fotonducible dentro del escotoperiodo, en las zomas cercanas a la transicion del
fotoperfodo.
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[ OBJETIVO

Encontrar ¢l intervalo temporal en el que se registre fotoinduccion en el menor tiempo, ¢
decir, donde se dé la mayor maduracion gonadal posible,

| MATERIAL Y METODO

I ORGANISMOS

Se utilizaron 36 acociles Procambarus clarkii, aproximadamente de 2 meses de edad
debido a que en esla clapa, estos organismos presenfan ya unh ritmo circadiano bien
establecido y un comportamicnto marcadamente nocturno (Fanjul ef al, 1987),

Se alimentaron dos veees por semana; la dicta consistio, principalmente, de zanahoria,
chayote y calabaza previamente cocidas y finamente picadas.

II.  ACUARIOS

Se emplearon § peceras de 31.3 cm de largo , 26.3 em de ancho y 40 cm de alto cada una,
por lo que albergaban 30 lts de agua, sc forraron con papel aluminio para evitar ¢l paso de Ia
luz; cada pecera estuvo cquipada con un filtro biolégico y 3 capas de sustrato, siendo grava
gruesa la del fondo, grava fina la del centro y arena la de encima, lo que sumaba un total de
3 o de grosor; ¢l nivel del agua se mantuvo a 15 cm por encima de! filtro bioldgico, por lo
que las bombillas de los filtros se recortaron para lograr un burbujeo dptimo (Uigura 5). El
aire fue suministrado diariamente de las 18:00h.a las 10:00 k., por una bomba de aite fija.
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FILTRO
BIOLOGICO Heetricidad

3 capas de sustrato TIMER

Figura 5
Esquema representativo de las 6 peceras en las que se mantuvieron
aislados a los organismos, las 6 peceras utilizadas contaron con
tluntinacién y acreacion continue. Todas las peceras estuvieron
provistas de un filtro biologico. El apagado y encendido de la luz
fue programado en un “Timer”. En cads pecers se colocaron 6
organismos,

Inmediatamente después de la muda, los organismos requieren de sales de carbonalo de
calcio, necesarias para ser reabsorbidas en Ja formacion de un nuevo exoesqueleto, es por ello
que ¢l carbonato de caleio, fue provisto por conchas de bivalvos y cdscaras de huevo,
previamente lavadas y maceradas,

Las peceras fueron colocadas en In cdmara 2 de la Unidad de Ambicntes Controlados, en ¢l
der Piso de la Facultad de Ciencias, UN.AM., donde la temperatura externa fue de 23°C,
registrado por un termometro digital “fisker Scienlific® ahi colocado; por lo que la
temperatura del agua se mantuvo constante a 22°C. las limparas estuvicron conectadas
individualmente a relojes programables “Timer”, por lo que s encendicron puntualmente a
la hora previamente ajustada; los focos de todas las lamparas fucron marca “Solm” de 15
watts, la intensidad de la Iuz blanca fue de 200 Ix, medido por un fotometro
“Quantum/Radiometer/Thotometer”, marca L1-COR Modelo L1-189 &
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. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Il régimen fotoperiodico al que fueron sometidos los organismos fue de 12hluz vy
12h.obscuridad, por lo que la uz se encendid a las 7:00h.y se apagé a las 19:00 h, con un
pulso de 30 minutos de luz a diferentes horas durante la noche subjetiva. El tiempo tolal del
experimento fue de seis meses.

Cinco fucron las condiciones experimentales, puesto que se traté de abarcar la mayor parte
posible de la fase obscura, y tomando en cuenta que la luz se apagaba a las 19:00 h, se
escogieron 5 loras, con dos horas de diferencia entre ellas, por lo que ¢l primer pulso se dié a
las 21 h, el siguicntc a las 23h.y asf sucesivamente, hasta cl ultimo pulso que sc encendié dos
horas antes de que comenzara Ja fasc luminosa (7 am), con lo que pricticamente se cubrio
toda la escotofase, lo antcrior se resiime en la siguiente tabla:

-Conirol :
3 3:.00 am . S
4 1, 1 am
5

En todos los grupos se mantuvieron 12 horas luz y 12 horas obscuridad, con los pulsos
antes definidos, a excepceion del control ya que éste, no recibio pulso alguno (Figura 6).
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Figura 6

Esquema representativo de las 5 condiciones experimentales, con interrupciones de
luz & diferentes horas de la escotofase (2, 3,4, 5 y 6) y el grupo control al que no
se le aplicd pulso alguno (1), La luz fue encendida & las 7:00 h.y apagada a las
19:00h.Todas {as interrupciones luminosas duraron 30 min,

IV.  MANIPULACION HISTOLOGICA

Tos acociles juveniles desarvollan los caracléres sexuales secundarios a partir de los 5§
meses de edad, aproximadamente cuando adquicren una lalla de 5.5 cm. (Suks, 1953). Una
vez que los acociles alcanzaron dicha talla se les anestecio mediante la aplicacion directa de
frio, para posteriormenle decapilarlos y cuidadosamente extirparles los organos sexuales para
ser fijados en formol al 10% y comenzar su deshidratacion en alcoholes del 50% (24 horas),
70% (24 horas), 96% (12 horas), 100% (12 loras) y una hora en xilol,

Una vez deshidratados los rganos (testfculo y ovario) se colocaron en paraplast durante
12 horas, se dejaron secar por 24 horas mis para posteriormenle realizar cores, de 6 micras,
et un microlomo marca American Optical, modelo 820, los cortes fueron lralados con

grenelina disulefa en agua contenida en un baio de flotacién (Lab. Line Instruments [ne.
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0180), Las técnicas de lincion utilizadas fueron 3: Hematoxilina y Fosina (1-E), Azul de
Tolouidina (A-T) y Tricromica de Masson (T-M).

El efecto de la fotoinduccion en la madurez gonadal fue determinado de distinta manera
para cada sexo.

En cl caso de las hembras se calculd ¢l drea de los ovocitos mediante ¢l analisis de
digitalizacion de imagenes, a través de un digitalizador de imagenes SONY @ HR Triniton, con
lo cual se estimé el nimero de ovocitos maduros, inmaduros y en vias de maduracién. Este
anilisis permilio evaluar que nimero de ovocitos se encontraba en cada efapa por condicion
cxperimental.  Dicha cvaluacion fue complementada por la realizada por Suka (1953).. £
color de los ovarios no sc tomd en cuenta debido a que lodos los ovaries fuevon de color
amarillento y aunque existe una clasificacion segun ¢l color de los ovarios que determina su
grado de madurez (Adiyodi 1985), no deja de ser un pardmelro cualilativo, en tanto que ¢l
ulilizar la digitalizacion ademds de proporcionar datos nimericos precisos constituye una
prucba cuantitativa confiable y de mucha mayor exactitud.

Para determinar la madurez sexual de los machos se realizo un conteo del ntimero de cistes
que contuvicran espermatozoides, ya que, los testiculos son considerados maduros una vez que
se encuentran diferentes tipos celulares dentro de éste (Suks, 1953). El grado de madurez sc
evalud tomando cu cuenta tanto el mayor como el menor mimero de esperinatozoides
encottrados en las diferentes condiciones. .Con ¢l fin de obtener los resultados mas veridicos
posibles, los promedios vepresentativos de cada condicién s¢ estimaron tomando en cuenta 3
diferentes cortes histologicos, el primero, un intermedio y el dltimo, de una serie de 30 cortes
por organismo, y s¢ calculd, cn el caso de las hembras tanto ¢l promedio del drea de los
ovocitos como ¢l tipo y cantidad de estos, en el caso de los (aclios se promedio la cantidad de
cistes en los diferentes grados de maduracion, posteriormente s¢ obtuvo el corte mas
representativo y se procedid a la toma de folografias. La madurez del testiculo fue caleulade
por medio del canteo de cistes maduros, es decir, cistes que contuvieran espermatozoides, por
lo que se contaba la cantidad del total de cistes existentes en el testiculo y posteriormente se
calculaba que porcentaje de cistes maduros se habian encontrado.

Los datos abtenidos de la niedicion semanal del peso y de Ia longitud de los organisiwos
fucron sometidos a un andlisis estadistico denominado ANDEVA de una sola via.

Una vez encontrados los campos mds represeatativos de cada condicion se procedio a la

loma de fotografias con una cdmara Nikon IX-350X.
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RESULTADOS |

Los organismos utilizados en este trabajo fucron sacrificados en el momento en el que
reunicron las caracteristicas que indicaban su madurez sexual, es decir, que el organismo
debia tanto aleanzar una longitud total de 55 mm, como presentar caracteristicas sexuales
secundarias. Por lo anterior el experimento sc llevod a cabo durante 25 semanas momento en el
cual el ultimo organismo alcanzd dichas caracteristicas. De acuerdo con Sukd (1953), los
organismos alcanzan su madurez sexual a las 56 semanas de edad; en el presente trabajo los
organismos alcanzaron la talla de madurez 23 semanas antes de lo normal. Esto es cuando los
organismos tenian aproximadamente 33 semanas de edad,

Debido a que todos los organismos presentaron la misma longitud, el efecto de Ia
fotoinduccion sobre e} crecimiento fue evatuado mediante I relacion entre la madurez y ¢}
tiempo en que ésta se llevaba a cabo, ya que entre la fongitud total y la madurez sexual existe
una evidente correlacion, ya que, los primeros orgatiismos en alcanzar 55 mm de longitud,
fucron también aquelfos en mostrar una mayor cantidad de ovocilos maduros y cistes
maduros. Es importante hacer notar que ¢l peso promedio de los organismos fue ligeramente
mayor a 4 g, (4.1- 4.3 g) en las condiciones cn las que ¢l pulso se aplico a las 21:00h.y a las
5:00h.e y menor a 4 g (3.7 - 3.9 g) en la condicidn control, aunque dichas diferencias no
fueron significativas, (f=1.67 p>0.05). Resulta interesante destacar que los organismos que
obtuvicron un peso ligeramente mayor prescntaron la mayor madurez sexual y el grupo
control que presentd un peso menor presento también un menor desarrollo sexual.

La maduracion de los organismtos fue un factor dependiente de la condicion a la que
fucron sometidos, Fl 74% (n=36) de los organismos maduraron entre las semanas 18 y 22
(Figura 7), sin embargo, uno de los organismos madurd desde la semana 15, Los resultados
obtenidos no presentaron diferencias significativas entre machos y hembras. Por lo anterior la
representacion grafica no contempla este pardmetro.
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figura 7
Distribucion temporal de los acociles que alcanzaron la talla critica, en
esta grifica sc ilustva el porcentaje de organismos de talla critica por
semana de experimentacion. El mayor porcentaje de organismos
alcanzd la taila critica enire la semana 18 y la semana 22 representado

por el 74% de toda la poblacion experimental, 25 organismos de los 36
utilizados

Los organismos alcanzaron las caracteristicas sexuales sccundarias y una longitud de 55
i, talla critica, a parir de In semana 15 del tiempo del experimento, es decir, a [o semana
23 de la edad real del organismo, cn las 11 semanas subsecuentes lodos los organismos
alcanzaron también [a lalla crilica (n=36).

Los primeros organismos en madurar fucron aquellos en los que ¢l pulso luminoso se
aplicé a las 21:00 b, seguido a este sc encontraron los organismos pertenecientes a la
condicién en la cual el pulso se dié a las 5:00 h, posteriormente comenzaron a madurar los
organimos cn donde el pulso se siluo a las 23:00 h, 3:00 h, 1.00 by finalmente maduraron los
organismos de [a condicién control, en donde no se aplicé pulso alguno (Figura 8).

43



o 5:.00

Namero de organismos de talla critica

3 3300
8100
2 023:00
w2100
- s QControl |
>R
[ N - [ ' [ \
15 16 17 18 19 20 21 22 23 W 25
Tiempo (Sewnanas)
Figura 8

Semana en la cual los organismos de cada condicion alcanzaron la talla critica. Esta
grafica refaciona el cuadro tenporal en ¢l cual se alcanzd la talla critica (55 mm) con
la howa en la que se aplico el pulso luminoso. A los organismos de la condicion control
no se les aplicd ningun pulso luminoso.

. FOTOINDUCCION EN HEMBRAS

£l grado de madurcz del ovarie s¢ determind tanto cualitativamente como
cuantitativamente, por lo que se tomaron en cuenta tante las caracleristicas morfologicas de
los ovocitos asi como el drea de los mismos, y esfo se compard con la clasificacion realizada por
Suko (1958):

Los unicos ovarios representativos de la Ftapa +1 o inmaduros fucron aquellos
cncontrados en los organismos pertenecientes a la condicion control. No hubo ningun

organismo, de esta condicidn, que presentara ovocitos maduros o en vias de maduracion.
(F'igura 9)
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Yigura 9
Tolografia de un ovocito inmaduro perteneciente 4 un organismo de la
condicion control.
Se observan células foliculares (¢} pequenas, citoplasma () con pocus
granulaciones, nucleo (n) ovoide con pocos nucleolos (ns).
Tamano x18,560u?
‘Téenica histoldgica: Nematoxilina y Losina.
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los ovocitos en viay de maduracion fueron presenlados por mjucllos organismos
pertenccientes a las condiciones en ¢l que el polso se aplico a las 200, 2:00 v 100 h
Observandose ovocttos maduros v ovocilos on vias de maduracion, siendo mavor Lo canhidad de

ovacitos medianos gue de ovocitos grandes. (Figura 10)

Yigura 10
Ovocito de un organismoe de la condicion en la que ol puslo luminoso s¢
aplicé a las 23:00, 3:00 y 1:00 hrs, dicho ovocito s¢ encuenha en vias de
maduracion, se observan cllulas  foliculares de mediane  lamano,
citoplasma () con pocas granulaciones, el ndcleo ) del ovacio ¢S
excentrco de forma irregular y presenta acumulacion de sustancias de
reserva en pequenas golitas cercanas a la membrana citoplasmitica,
Tamano det ovocilo = 45,6800 p?
Téenica histoldgica: Tricromica de Masson.
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Los ovocilos con un pridoe de madueez pevor fueron encontrados cnaquellos orginisiios o
los cuales se les aphed o pulso o Las 2100 v 300 I L mavaria de ovocilos de estas
condiciones se enconbralu en Ja Clapunastrando Las caracteristicas que ovidenciabin su
completa anaduricion, aungue Limbicn s observaban oveciles inmadutos v on vias de

naduracion pera en mucho menor propovaon. {Figura 1 1)

s |0 151

igura 11
Fatografia de un ovociio maduro, lomada de un orsanismo perteneciente
a la condicion 21:00 y 5:00 h. Existe gran cantidad de granufaciones en
of citoplasma () por 1o presencia de sustancias de reserva, incluso se
llegan a observar plaquetas vitelinas hacir kbt membrana citoplasmatica.
Alrededor de ésta se observan células foliculares aplanadas o).
Tamano del ovocito = 78,U00u*
Tecnica histolgaca: Tricromica de Massor,




los resultados obtenidos muestran que en las condiciones en las que existe un mayor
nikmero de ovocitos maduros fucron aquellas en las que el pulso se aplico a Jas 21:00 hrs, 5:00
hrs y 23:00 hrs, donde s¢ encontrd un porcentaje de 51% , 47% y 40% respeclivamente,
mientras que cn las condiciones en las que sc aplicé ¢! pulso a la 1:00 hrs y 3:00 hes se
cncontrd un porcentaje menor al 40%.. El mayor nimero de ovocilos pequeios se encontro en
la condicion control, ademds de que no presentd ninguin ovocito mayor de 50 000§ ¢ | por
esto, obtuvo un porcentaje de 100% de ovocitos totalmente inmaduros. (Figura 12)

100 1
3 1
3
g
8
.§ 0 T
2 w0
o L1
c 21 2 t 3 5
Hora del pulso
Figura 12

Grado de madurez de los ovocitos  por condicién experimental.En
esia FIGURA se observa 1a relacion entre cl nimero de ovocitos
inmaduros, maduros y en viss de maduracién por condicion
experimental. 1a condicion control no presentd ovocitos maduros,

In los resultados se observa que existe una clara induccion fotoperiodica en las
condiciones en las que ¢l pulso se aplicé a las 21:00 hrs y a las 5:00 hrs ya que a ¢sas horas
fue cuando se registrd un mayor nimero de ovocitos maduros por lo que se consideré al
ovario como maduro. (Figura 13)
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Figurs 13
Porcentaje de ovocitos maduros por condicion experimental, £n esta gréfica se puede
apreciar que existen dos horas en las cuales se da una induccion fotoperiodics, estas
horas corresponden a los extremos de la escotofase, es decir, 2 horas después de
apagada la luz y dos horas antes de ser encendida. (n =18).

II.  FOTOINDUCCION EN MACHOS

El testiculo a diferencia del ovario, es dificilmente observable en el material fresco; sin
embargo, en |n preparacion histoldgica, claramente se aprecia que el testiculo inmaduro esta

formado en su mayor parte por espermatogonias, de niicleo elipsoidal (Suke, 1953).

Niiyama (1934) reportd que los acociles de la especie C japonicus, al alcanzar una
lougilud de 40 mm, los lesticulos muesiran una maduracién completa, por lo que se considera
que entran a una etapa adulta, Las espermatogonias de los testiculos de eslos organismos, no se
diferencian simulidncamente por lo que es posible observar desde cistes con espermatogonias
hasta  cistes con espermalozoides, pasando por lodos los tipos celulares intermedios de la

espermatogénesis.

En el acocil P, clarkii se observo que al igual que C. japonicus, las espermatogonias sufren
diferenciacion asincrénica, por lo que también se obscrvaron varios lipos celulares dentro de

un mismo testiculo (Figura 14),
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Figura 14
Fotografia de un testiculo pertencciente a un organismo de Ja condicion en
L cual el pulso luminoso se aplicd a las 2100 h.
La diferenciacion de las espermtagonias es asincronica, por lo que se logra
observar  diferentes tipos celulares que van  desde cistes  con
esperimatogonias (£) hasta cisles con espermatozoides (Ez). Cl: células
intermedias.
‘Péenica histoldgica: Hematoxilina y Fosina
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Los diferentes tipos celulares fueron contados y porcentualizados, de forma tal, que se tratd
de determinar que cantidad cada tipo celular se encontraba en cada condicion experimental
(Figura 15), los tipos celulares mds represenlativos de cada una de las condiciones fueron
fotografiadas. Sin embargo, esto no significa que el testiculo estuviera unicamente compuesto
por determinado tipo celular.

la determinacion de la madurez sexual del testiculo se realizé mediante el conteo del

mimero de cistes maduros, es decir, cistes que contienen espermatozoides.

100 l
= ith
R 80 ™ EZ-]
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C 21 23 | 3 5
Hora de] pulso luminoso

Figura 15
Comparacion entre tos diferentes lipos celulares por condicion experimental. ¥n
esta grifica se observa que las condiciones de fas 21 h y 5 I obtuvieron ¢l mayor
porcentaje de cistes con espermatozoides, por ¢l conirario la condicién control
presentd el mayor porcentaje de espermatogonias (93%). E.- Espermatogonias,
E1.-Espermatocilos primatios, £2.- Espermatocitos secundarios, Es.. espermdtidas,
Ez.- Espermatozoides
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Fas esperniatogenmas vosuilan sor oo Tl de menor sade de diterenciacion, aungan

fambrin se observaen tesiondos 10 0 s cnetentian cistes con espernidtozeides (Figura 16)
Lcondicion experimental on b que se encontio muyor nuimero de espermatogonias fue on
fa condicion conbral

Figura 16
Lspermatogonias (£} fotografiadas de un organisme inmaduro de la
condicion control. Se observan células intermedias (1) pequenas. Las
cspermatogonias poscen grandes nicleos v citoplasma rregular.
Teenica histologica: Tematoxiling y Eosing




Tanto los expermatocitos primarios: coma secundarios fueron enconlyados e s nuayoria de

las condiciones experimentales, aungue en diferentes proporciones (aatea 17 y 14,

Vigura 17
Espermatocitos primarios (K1) pertenecientes 4 un organismo de la
condicion con pulso a las 23:00h.S¢ observan células intermedias (C) de
mediano tamado. En el interior los espermatocilos primarios presentan
células con una welacion nicleo citoplasima 1:1.
Tecmiea histologica: Hematoxilng v Kosina



Figura 18
Espermatocitos secundarios (£2Y de o un orgiamsmo de la condicion con
pulso 1 las 300 b Se observan que s célulis intermedias (CD - han
aunentado notablemente s tamano, Los B2 presentan célulias con
nicleos redondeados v pequenos en relacion a la cantidad de citoplasma.
Téenicn histelogica: Hematoxiling ¥ Fosm



L mavor cantidad do espermatidas se encontraron en Lis condicones en Lis que of podsose
aphed a las 2100, 2500 y 500 b Las espermatidas son L altima clapa celular antes oo

converfivse en espermatozaides, (Faura 1)

Figura 19
Enesta fotogralia se aprecian Lis espermadtidas (E8) de un orgamsmo de Ta
condicion 2100 h. Sc observan célubas wtermedias @D grandes, v hadi
fa duz del ciste se acumuolin las espermitidis que se caractenzan por
paseer muy poco citeplisma
Teemea histolagiea: Hematoxidina v Fosing



Loy espermalozeides son o tipo celular de mavar diferenciacion, ex por esto que se
consideraron como organises lotalmente maduros o aguellos que presentaran cisles con
espermatozoides, En tadas by condiciones se observaron espernialozoides, a excepeion del

xrpo contral (Fignra 20).

Nigura 20
Se observan espermatozoides (52) acumuliados al centro det ciste, carecen
completamente de citoplasma, esta fotografia fue tomada de un organismo
pertenenciente a condieion 2100 h.
Téenica histologica: Hematoxilina ¥ Losina

El amalisis de la maduracion de las gonadas masculinas demostrd que la condicion on fa
enal se enconlyaron un mayor niimero de cistes con espermatozoides, fue aquella en fa cual ¢l
pulso se aplicsd a las 21:00 hrs y o ks 5:00 h,, lo gue coincide con el inico y el final de fa

escotofase. T} nomero de cistes con espermatozaides fuc inversamenle proporcianal al nfmero



de espermatogonias encontradas dentro de un mismo testiculo, ésto junto con los datos
reportados por Niiyama (1934) y Sukd (1955) se puede determinar que en of momento en
que que los testiculos presentan cistes con espermatozoides, son considerados como maduros.
tl grado de madurez esta dado por la cantidad de cistes con espermatogonias (Inmaduro) o
con espermatozoides (Maduro) que contengan, (Figura 21)

En las condiciones en las cuales el pulso fuc aplicado a las 2th.y 5 1, s¢ encontraron
canales espermalicos con espermatozoides en su interior. (Pigura 22)

En la figurs 23, sc obscrva que la mayor cantidad de cistes con espermatozoides se
encuentran en ambos extremos de la escotofase, lo que corresponde a las 214y 5 h.

Al igual que los resultados obtenidos en ovario, la condicion en la que se encontré un
menor desarrollo gonadal fue aquetla en al cual el pulso luminoso se aplico a las 3:00h,
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Figura 21

Comparacion del nimero de espermatogonias y espermatozoides por condicion
experimental. Asi como el mayor niimero de cistes con espermalogonias indican
1 fatia de madurez del testiculo, el niimero de cistes con espermatozoides son un
indicative de que el organismo ha entrado en su ctapa adulta (Sukd,1955), En esta
grifica se observa como la relecién entre cistes con espermatogonias y cistes con
espeninatozoides es inversasmente proporcional, siendo los organismos mas
maduros log pertenecienics a los grupos cuyo pulso se les aplicba las 21 hy 5
£l grupo control presentd los organimos totabinente inmaduros.

51



s 10

\ .r:}‘f"

Figura 22
Folografia tomada a un orgamismo pertenenciente s condicion 21:00 b en
la que se observa ¢} canal espermitico derecho, parte media, donde s¢
encuentran espermatozoides.
Téenica histologica: Hematoxiling y Losina
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Figura 23
En esta grifica sc ilustra el tiempo externo en cf cual se aplicd ef pulso luminoso y el
porcentaje de cistes maduros, es decir, con espermalozoides. El mayor nimero de
cistes maduros se encontrd al estimular la escolofase a las 21 h (11%) y a las 5 h
(7%).

los resultados obtenidos tanto para hembras como para machos, presenlaron una gran
similitud en cuanio a las horas cn las que se obtuvo un mayor desarrollo gonadal, esto es, que
los ovarios y testiculos mejor desarrotlados fueron encontrados al principio y al final de lu fase
obscura, es decir, a Jas 21:00 hrs y a las 5:00 hrs respectivamenle, del mismo modo, los
resultados fucron iguales en cuanto a la condicién en la cual se dié el menor desarrollo
gonadal, ya que para ambos sexos fue el grupo conlral, en el que sc presentd una escasa
madurez sexual.
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[ DISCUSION

El impacto de los ciclos ambientales ,-resultado de los movimentos de la tierra-, sobre la
vida de los organismos es de vital importancia. La periodicidad diaria, lunar, lidal y anual,
representa, por un lado, dramdlicos cambios como ¢l calor del desierto y el frio del Artico, y
por ofro lado representa ¢l desartollo de un progama temporal de las funciones biolégicas de
los organismos que s¢ acoplen apropiadamente a la periodicidad de los cambios estacionales.

Los resultados de este trabajo demuestran el papel inductor de la luz sobre la maduracién
gonadal del acocil P. clarkii durante el desarrollo ya que los organismos alcanzaron la
maduracion 23 semanas antes de lo observado en condiciones normales. (Suks, 1953, 1958)

Este trabajo parcce demostrar la existencia de una fase foloinducible (i) duranic la
escotofase del acocil P, clarkii, la existencia de dicha fase fue propuesta por primera vez por
Bilnning en 193G, quien sugirié que la medicion del tiempo foloperiddico es una funcion del
sistema circadiano del organismo.

El pardmetro mancjado en este trabajo, fuc la luz, debido a que ya en trabajos anteriores,
como los realizados por Stephiens (1952) y Sukd (1958) sc demostrd que la luz es el principal
factor inductor de la sintesis de la Hormona Estimuladora de las Gonadas (HEG), es decir que
la luz s un agente inductor en Ja maduracién gonadal. Estos trabajos fucron corroborados
por los realizados por Sukd (1958) y Castaion-Cervantes ef 4/ (1995) en los cuales, ambos
eliminaron los estimulos Juminosos y encontraron que no hay desarrollo gouadal en
condiciones de obscuridad constantes. Estos autores concluyen que la luz es un factor
indispensable tanto para i crecimiento como para la maduracion gonadal.

fa estimulacion de pulsos luminosos en horas sensibles, debe ser caplada por
fotorreceptores unicos encargados de la recepcion luminica durante la fase fotoinducible,
dichos impulsos son transmitidos por el sistema nervioso central a los érganos encargados de
la estimulacion sexual (Adiyodi, 1985), induciendo el desarrollo gonadal en fos organismos.

la fotoinduccién pone en fase diferentes actividades fisiologicas con claves temporales
externas, aeste fendmeno, Iritz Buhnemann, se referfa como “cl dia interior” (“day within”™)
de los organismos que sc acopla perfectamente con cl “dia externo”. (Pittendirgh, 1988). Ln
este caso especifico las sefales externas fueron los pulsos luminosos y la actividad fisiologica

sobre la que repercutio fue la 1eproduccién medianie la induccidn de la maduracion gonadal.
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El trabajo de Castaiton-Cervantes ef al (1995), propusicron que la fase fotoinducible (Qi)
del acocil % clarkii debe encontrarse en la noche subjetiva del mismo, muy cercana al
amanecer, es decir, al incremento en la luminosidad. Los resultados del presente andlisis
indican que existen dos picos dentro de la cscotofase del acocil, encontrados dos horas antes
del amanccer y dos horas después del anochecer, es decir, a las Shy a las
21hrespectivaimente. Estos resultados concuerdan con los antes reportados por Lees (1966,
1968, 1973) en cl ifido verde Mogoura viciae, cl cual presentd dos picos de efecto de noche
corta con dos interrupciones durante la noche, una de ellas dos horas después del anochecer y
la otra cuando el pulso de luz se situd en las atlimas 6 horas de la noche.

Estos resultados son interpretados como una evidencia de que la duracién del foloperiodo
de 12 h en un régimen de 24 I, es de crucial importancia en el crecimiento del acocil
(Castafion-Cervantes ef al 1995) y que la induccidn gonadal es promovida por pulsos de Juz a
determinadas horas de la noche, indicando que la medicion del tiempo comienza durante el
anochecer mds que durante el amanecer, y demuestra que estos organismos son especialmente
fotoinducibles en dos ctapas de la escotofase, la primera es cuando inicia el anochecer y la
segunda, antes del amanccer.

La noche subjetiva del acoctl P clarkisi , ol ser un animal nocturno, es notablemente
fotosensible tanto al inicio como al final de la misma, ésto indica que existe una adaptacion del
organismo a los cambios del medio ambiente ya que al ser vulnerable en ambos extremos de In
noche subjetiva, manifiesta que justo en esas horas (amanccer y anochecer) el organismo es
capaz de percibir cambios en la duracion del dia y de la noche, con lo que puede anticipar
diversas funciones a los cambios del fotoperiodo durante ¢! afio,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo podrian suponer que ¢l reloj fotoperiadico
del acocil 2. clarkii es del tipo de coicidencia externa, puesto que concuerda cont lo antes
propuesto por Pittendrigh y Minis (1964) quiencs sugieren que la luz controla la induccion
fotoperiodica mediante la coicidencia temporal del pulso luminaso con 1a fase fotoinducible de
un oscilador; dicha induccion fue encontrada en la escolofase. En este modelo la luz tiene a la
vez un papel inductor y sincronizador, por lo que para poder comprobarlo se requiere disefar
experimentos que lo confinuen.

Debido al disefio experimental los organismos se sacrificaron conforme alcanzaban la talla
de 55 mm, cs decir, In talla critica en Ia cual son considerados maduros sexualmente (Suko,
1953), y no fue posible establecer qué organismos fueron los que alcanzaron la mayor talla y
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qué organismos presentaron ¢l menor crecimiento; sin cmbargo, si se logrd establecer que
aquellos organismos que llegan a medir 55 mm cn las primeras semanas de maduracion
fucron también los que presentaron un mayor desarrollo gonadal. Lo anterior sugicre que la
funcion reproduciora estd intimanienie ligada al crecintiento corporal y estd modulada por
hormonas y por la luz como han indicado algunos autores (Stephens, 1952; Suks, 1953,
1956, 1958, y 1985A; Adiyodi y Adiyodi 1970, Adiyodi, 1985). Lo anterior puede explicar el
hecho de que los organismos pertenccicntes a la condicién control, condicién sin pulso
luminoso durante la escotofase, presentaron la menor maduracion gonadal y tardaron mis
tiempo ¢n alcanzar la talla critica.

Los resultados de este trabajo indican, por lo tanto, mds el efecto de la luz sobre las gonadas

que sobre ¢l crecimichto, pues debido af discito experimental y al valor critico cscogido para
sacrificar a los animales, estos resultados no son indicativos de esta accion. En cambio los
restultados oblenidos st demuestran la accién fotoinducible de [a luz sobre la maduracion de
las gonadas.
. El hecho de haber encontrado dos picos fotoinducibles dentro de la escotofase del acocit
parece corroborar lo ya antes propuesto por Castaidn-Cervantes ef al (1995), puesto que los
resultados parecen estar relacionados con las caracteristicas de la curva de respuesta de fase
(CIR) construida para animales nocturnos, en donde la CRF presenta dos picos de sensiblidad,
uno en fa noche subjetiva temprana y otra en la noche subjetiva tardia. Lo anterior sugiere el
diseto de nuevos experimentos que correlacionen esta fase con ritmos circadianos del mismeo
animal.

Los resultados encontrados en este trabajo constituyen la base de otros muchos mis, que
podrian analizar la relacion del sustrato circadiano con la fase fotoinducible ya sea en esta
especie o en otras mds, o del mismo modo ahondar en fa naturaleza de los fotorreceptores
retinianos, asf como su alta especializacion y s notable diferenciacion del espectro luminoso,
con cllo la ciencia se acercaria cada vez nuis al esclarecimiento de los principios de fa

fisiologfa en I evolucion del comportamicnto de los organismos.
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CONCLUSIONES

© Los animales sometidos a pulsos luminosos a las 21:00h.obtuvicron la mayor maduracion
gonadal, scguidos a éstos pero en meiior proporcion estuvieron los organismos sometidos a

pulsos luminosos a las 5:00h.

© Los organismos a los que no se les aplicé ningan estimulo luminoso mostraron el menor

desarrollo gonadal asi como cl mds lento crecimicnto corporal.

© Los organismos cn los que el pulso s aplicé a las 21:00h.y a las 5:00h.fucron los que mds

rdpidamentc alcanzaron el valor critico de crecimiendo,

O Existe una fase foloinducible (i) que presenta dos picos importantes dentro de la noche
subjetiva del acocily uno de ellos, el mas evidenle, es a las 21:00h.y un segundo a las 5:00 h, lo
que coincide con el inicio y final de la escotofase, esto es, 2 horas después de apagar la huz y

dos horas antes de ser encendida.
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GLOSARIO ]

Ciclo luz-obscuridad (1:0)
Tiempo total que comprende la duracion de la escotofase y de la fotofase

Curva de respucsta de fasc
Grifica que indica la magintud y la dircccion de un cambio de fase inducida por un
estimulo unico. El cambio depende de la fase circddica en la cual fue dado ¢l estimulo.

Diapausa

Periodo en el cual bajo estricto control endécrino se disminuye tanto el crecimiento
como ¢l desarrollo de algunos insectos. La diapausa cs una adaptacion cuyo fin esel de
cvilar condiciones adversas,

Escolofase
Periodo perenceiente al ciclo luz-obscuridad en cl cual no existe exposicion a Ia luz.

Fase
Estado instantdnco de una oscilacion dentro de un perfodo

Fase {otoinducible
Hora determinada, dentro de 1a cscotofase, en la cual existe mayor sensibilidad a 1a luz.

Yotofase
Panrte del ciclo luz-obscuridad (1:O) a la cual corresponde al periodo luminoso, también
se le liama fotoperfodo.

Fotoinduccién
Induccién al disparo de algun proceso fisioldgico mediante pulsos luminosos

Oscilacion espontdnea (Free running)

Estado dec un ritmo autosostenido en condiciones constantes, es decir, libre de scfales
temporales externas.
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