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RESUMEN

El estudio de los ritmos biolégicos como un reflejo de la biologia conductual de
cualquier especie que habita el planeta Tierra es fundamental para conocer y entender la
interaccion espacial y temporal que existe entre los seres vivos. Con el objetivo de
generar mayor conocimiento de los ritmos circadianos en vertebrados no mamiferos y
proponer un nuevo modelo de estudio para los ritmos circadianos en reptiles se realizo el
presente estudio, titulado “Caracterizacion del ritmo circadiano de la actividad locomotriz
y su respuesta a distintos tipos de fotoperiodos en la tortuga juvenil Trachemys scripta
elegans (Testudines: Emydidae)”. Gracias a que la mayoria del conocimiento que se ha
generado en este campo con reptiles, es resultado de la experimentacion con lagartijas,
nos atrevimos a probar el protocolo de investigacion para mamiferos desarrollado por
Jurgen Aschoff en una especie de reptil semiacuatica y de agua dulce como lo es T.
scripta. Los resultados indicaron que la tortuga juvenil de esta especie se adaptd y
respondié como se esperd a todas las condiciones de luz a las que fue sometida. El
protocolo se desarrollé en 13 individuos juveniles como se indica a continuacion: 1)
sincronizacion paramétrica, 2) sincronizacion no paramétrica, 3) libre curso, 4) luz
constante, 5) sincronizacién a dias cortos y 6) sincronizacion a dias largos. Para poder
analizar cada una de las condiciones mencionadas de manera critica, entre cada condicion
luminica se aplicé un periodo de oscuridad constante, evitando asi, que la condicion
previa afectase la siguiente.

A pesar de que existen otros ritmos circadianos, el ritmo de actividad locomotriz
no necesita de tecnologia avanzada, técnicas sofisticadas o material poco accesible para
ser descrito. Ademas los individuos juveniles de T. scripta son de fécil cuidado.

De acuerdo al protocolo antes mencionado, la especie tiene una gran capacidad de
sincronizacion a las condiciones establecidas, el ritmo de actividad locomotriz se mostro6
claramente y se describid exitosamente. En particular, la especie mostré una
sincronizacion completa y que anticipa la llegada de la luz, lo que indic6 que es una
especie diurna capaz de sincronizar mediante mecanismos continuos y discretos.

Finalmente, T. scripta es un buen modelo para describir los ritmos circadianos en
tortugas, y el presente estudio ofrece un campo amplio para investigaciones a futuro de la

especie.



1. Introduccidn: El estudio de los ritmos bioldgicos a través de la historia

1.1. ;Qué es el tiempo y como podemos medirlo sin necesidad de un
instrumento? Diversos cientificos del pasado y del presente trataron de dar una
definicion mas o menos acertada de lo que llamamos tiempo, sin embargo, hasta la
fecha nadie ha podido concretar un concepto irrefutable. Isaac Newton y Albert
Einstein, dos de los mas grandes estudiosos de la fisica, pese a sus intentos no
desarrollaron una definicidn que los convenciera totalmente. Jesperson y Fitz-Randolph
Ilamaron al tiempo un “enigma paraddjico” ya que para ellos, el tiempo ocurre siempre
pero no ocupa ningdn espacio. Puede ser medido pero no ser visto, ni es tangible. A
pesar de que el tiempo es un fendmeno que nunca deja de ocurrir nadie lo ha definido
satisfactoriamente. Puede gastarse, ahorrarse, desperdiciarse pero nunca puede
destruirse ni cambiarse (Revisado en DeCoursey, 2004).

Histéricamente el hombre ha expresado su interés por estudiar la interaccion que
existe entre los seres vivos y los ciclos ambientales, para entender las bases bioldgicas
que les permite medir temporalmente su entorno. Desde sus origenes, el ser humano se
ha percatado de la importancia de conocer los ciclos de la vida y su relacién con los
ciclos ambientales. Aungue no existen documentos que los indiquen, algunas
civilizaciones dejaron indicios de distintos métodos para estimar el tiempo mediante la
observacion de las estrellas y del sol, y asi saber cuando preparar las cosechas. Tal es el
caso de las formaciones rocosas que hoy conocemos como Stonehenge en Inglaterra y
que sirvieron para detectar ciertos elementos de caracter ritmico en su entorno como son

los solsticios de verano. A pesar de que los griegos documentaron observaciones



interesantes de los ritmos del canto de aves o del movimiento de las hojas de las plantas,
nunca antes se habia considerado que estas respuestas a ciclos ambientales eran mas que
solo una reaccion directa a los ciclos externos. Del siglo IV a.C. existen escritos de
Alejandro Magno que se refieren al movimiento diario de hojas y pétalos, Andrdstenes,
otro griego naturalista, report6 los ritmos diarios de apertura y cierre de las hojas pero
asumid que este comportamiento era una respuesta directa a los estimulos ambientales
(DeCoursey, 2004).

A pesar de su fascinacion por determinar el tiempo exterior, el ser humano aln
no podia entender como los animales podian calcularlo sin la ayuda de algin
instrumento o artificio. Todos los organismos podemos medir el tiempo gracias a que
poseemos un sistema capaz de precisar el momento de realizar cualquier actividad o
proceso, a esta condicion o estado se le conoce como cronometria bioldgica, o en inglés
timing bioldgico. Los conceptos de tiempo, timing, reloj bioldgico y ritmo bioldgico
son fundamentales para el estudio de los procesos de ritmicidad bioldgica en los seres
vivos, la disciplina cientifica que se conoce hoy como Cronobiologia (Cronos =
tiempo, bios = vida y logos = estudio) comprende el estudio de relojes internos en los
organismos que identifican y permiten anticipar eventos o ciclos ambientales con un
ritmo y dan lugar a la expresion de una serie de estrategias para poder enfrentar y
responder a cambios en su ambiente (Chauvnick, 1960).

Los primeros indicios de la Cronobiologia comenzaron en el siglo XVIII con el
astrénomo francés Jean Jacques d’Ortus DeMairan, quien mostré un gran interés en los
movimientos de las hojas de plantas sensibles a la luz, en particular del género Mimosa.

DeMairan realiz6 experimentos en condiciones de oscuridad y observo que el ritmo de



las hojas continud por varios dias a pesar de que no habia estimulos ambientales. En el
siguiente siglo, el botanico suizo Alphonse de Candolle, demostré que los movimientos
de las hojas de Mimosa persistieron en oscuridad constante, y no s6lo eso, sino que en
esas condiciones el ritmo iniciaba antes cada dia. Gracias a este experimento se conocid
por primera vez el fendmeno de oscilacién en libre curso (en inglés conocido como
free running) de los ritmos bioldgicos (DeMairan, 1729). En 1926 Maynard S. Johnson
demostro el libre curso del ritmo de actividad de ratones del género Peromyscus y notd
que el periodo persiste por varios meses ain cuando los ratones se mantienen en
oscuridad. Desafortunadamente sus observaciones tuvieron poca influencia en la época
en que fueron hechas (DeCoursey, 2004). Uno de los pioneros de la biologia circadiana
fue el fisi6logo aleman Erwin Biinning quien comenzé sus estudios en ritmos bioldgicos
en 1928 y al poco tiempo propuso la hipétesis de que los ritmos circadianos tienen un
valor adaptativo en los organismos. Publico la primera evidencia del uso de un reloj
biolégico para medir el fotoperiodo ambiental; demostrd que las plantas y los insectos
expresan sus ritmos circadianos a pesar de que sus progenitores se mantienen en
condiciones constantes, y concluyd que los ritmos circadianos son una caracteristica que
se encuentra en los genes y se puede heredar (Moore-Ede et al, 1982). Hacia 1940
surgio otra idea controversial en el campo de la cronobiologia; cuando el cientifico
aleman Gustav Kramer estudiaba la migracién de las aves, ya que demostré que estos
animales requerian de un compas solar para volar hacia el norte en primavera y
reflexiond que las aves para poder guiarse en un punto de referencia que esta en
continuo movimiento deben poseer un reloj bioldgico (Kramer, 1952). El término de

Reloj Biologico remplazo6 entonces la vaga nocion que se tenia por ritmo biol6gico y se



sugirié la presencia de una estructura o sistema en los organismos fisiologicamente
capaz de precisar momentos del dia.

En 1960, el estudio de los ritmos tuvo un giro importante, los cientificos
alemanes Colin S. Pittendrigh y Jirgen Aschoff se convirtieron en los fundadores de la
cronobiologia moderna, ya que desarrollaron los principios que son clave para el estudio
de los relojes biol6gicos. Ambos investigadores aportaron una gran cantidad de
informacion que hoy en dia es la base del entendimiento de la biologia de los ritmos que
tienen un periodo cercano a un dia, también conocidos como ritmos circadianos. En
particular, los trabajos de Pittendrigh despertaron; en diferentes laboratorios del mundo,
gran interés por estudiar la cronometria bioldgica por trabajo sobre la eclosion de los
huevos de Drosophila, (revisado en DeCoursey, 2004).

Algunos investigadores como Woody Hastings de la Northwestern University y
su colaboradora Beatrice Sweeney del Scripps Institution of Oceanography se dedicaron
a estudiar los ritmos de bioluminiscencia de Gonyaulax, un alga unicelular; cuyo ritmo
persistia de manera espectacular en condiciones constantes, gracias a esto los cientificos
notaron que los organismos unicelulares también tienen la capacidad de la ritmicidad
circadiana. Gran parte de la investigacion que se realizo en los siguientes afios del siglo
XX, dio lugar a la formacion de una comunidad internacional de cronobidlogos que hoy
en dia constituye la base moderna del estudio de los relojes biolégicos.

La Cronobiologia tiene el objetivo de entender los mecanismos de ritmicidad
bioldgicos en los ambitos genético, molecular y celular, por los cuales los organismos
expresan la gran variedad de ritmos e interpretar qué papel tiene en el ecosistema de las

especies vivientes. El avance conceptual que generé que la ciencia moderna se



interesara por los ritmos biolégicos, fue el reconocimiento de que son el resultado de un
reloj o sistema biologico cuya funcion es medir el tiempo (Moore-Ede et al, 1982).
Concretamente, un reloj bioldgico tiene tres funciones principales: la primera es iniciar
cualquier proceso fisioldgico en el momento apropiado del ciclo ambiental, la segunda
es medir adecuadamente el transcurso del dia 'y la tercera es estimar la duracion del dia

0 la noche (Revisado en Hirchie et al, 2004).

1.2. Diversidad de Ritmos Bioldgicos

Los ritmos pueden ser clasificados de acuerdo a: 1) su frecuencia; 2) el sistema
bioldgico en el cual esta siendo observado; 3) el tipo de proceso que genera el ritmo y 4)
la funcion que lleva a cabo ese ritmo (Aschoff, 1981).

De acuerdo a la frecuencia con la que ocurren en un dia, los ritmos bioldgicos se
pueden dividir en tres tipos principales: ultradianos, circadianos e infradianos. Los ritmos
ultradianos tienen periodos menores a 20 horas, por ejemplo el ritmo de la frecuencia
cardiaca y pulmonar. Los ritmos infradianos son aquellos que tienen una frecuencia
mayor a la diaria, es decir con un periodo superior a las 28 horas, estos ritmos estan
menos documentados, un ejemplo son los ritmos circalunares como el ciclo menstrual
de la mujer y los ritmos circanuales como los ciclos de migracion e hibernacién
(DeCoursey, 2004). Por ultimo los ritmos circadianos son aquellos que tienen una
frecuencia proxima a la diaria, es decir, entre 20 y 28 horas. La palabra circadiano,
introducida por Halberg en 1959, proviene del término circa (cerca) y diem (dia) y se

refiere a la ligera desviacion que tienen estos ritmos respecto a las 24 horas que dura un



dia geofisico, el prefijo circa se utilizd al principio para caracterizar Unicamente a los
ritmos circadianos pero después se adoptd a los otros ritmos enddgenos; como los
circamareales, circalunares y circanuales (Aschoff, 1965). El prefijo se usa solamente
para aquellos ritmos que se encuentran sincronizados a ciclos ambientales y que

muestran su propia frecuencia bajo condiciones especiales.

1.3. Caracteristicas generales de un ritmo biologico

No es lo mismo hablar de un ritmo biolégico que de un reloj bioldgico. Un ritmo
bioldgico se refiere a la actividad biolégica observada en condiciones constantes; con un
periodo cercano al ciclo ambiental que lo sincroniza en condiciones naturales, por
ejemplo, un ritmo bioldgico de tipo circadiano posee un periodo similar a 24 horas. Un
reloj bioldgico, en cambio, se refiere a la estructura u oscilador que indica el momento en
el cual se debe iniciar uno o varios procesos de la misma indole, puede indicar por
ejemplo el momento en el cual se debe secretar una enzima especifica 0 una hormona
(DeCoursey, 2004; Hirchie et al, 2004). Existen distintas caracteristicas en una oscilacion
que nos permiten estudiar un ritmo biol6gico de manera cualitativa y cuantitativa. Una de
ellas es el periodo de tiempo en el que ocurre. Otra manera de definirlo es por su
frecuencia, o bien, el nimero de veces que ocurre el fendbmeno en un intervalo de tiempo
arbitrario. Cuando el periodo es igual tiempo en que ocurre, la frecuencia del ritmo que se
estd estudiando es igual a uno. Otra caracteristica de los ritmos es su amplitud, la cual
define la magnitud de la variacién que posee el fendmeno en cuestion, la amplitud se

estima generalmente del valor maximo (cresta), al valor minimo (valle) del ciclo. Una



propiedad importante para describir a los ritmos es el mesor, o bien, el promedio de todos
los valores observados de un ciclo en estudio (Fig 1).

Para definir la fase de un ritmo nos referimos al momento en que ocurre una
caracteristica importante dentro del ciclo en estudio, puede ser la cresta o el valle. Al
punto caracteristico que fue seleccionado para estimar la fase se le llama marcador de
fase. Asi pues, se puede distinguir entre animales nocturnos y diurnos por la fase en la

que el sujeto esta despierto y/o activo (Gruart et al, 2002).

Fig.1. Parametros que caracterizan un ritmo biolégico, (tomado de Gruart et al, 2002).

Cuando se quiere comparar la fase de dos ritmos distintos, por ejemplo dos
bioldgicos o uno bioldgico y otro ambiental, la diferencia entre ellos, cuantificada en
unidades de tiempo o grados, se le llama relacion o angulo de fase (¢). Para medir esta
propiedad es necesario normalizar las 24 horas del dia a los 360° de un ciclo y si se
obtiene una medida con signo negativo nos indica que un evento ocurrié después de la
fase de referencia.

Segun las condiciones en que se encuentre un organismo, su ritmo bioldgico,

puede presentar cambios en la fase en que ocurre un punto caracteristico o marcador de



fase. Si el cambio consiste en que el marcador de fase se presenta después de lo esperado,
se le conoce como retraso de fase, y cuando el marcador de fase ocurre antes de lo
esperado, al cambio se le conoce como adelanto de fase.

A veces pueden ocurrir cambios en la hora en que se presenta un marcador de
fase, como una respuesta transitoria a una perturbacién ambiental o fisioldgica, sin
embargo, para considerarlo un cambio de fase es necesario que éste se mantenga de
manera estable, lo cual solamente ocurre cuando el reloj subyacente al ritmo se afecta
intrinsecamente, ajustandose a la nueva hora.

La secuencia de valores que caracteriza un ciclo de un fendmeno periddico,
determina la forma de la funcion que observamos en la gréafica que representa el ritmo.
Sin importar qué ritmo estemos midiendo, lo que se trata de identificar es la funcién, en
una forma que describa procesos peridédicos como la funcién coseno. Sin embargo, la
mayoria de los casos puede presentar varias subidas y bajadas, por lo que se debe
identificar algun patron que se repita en ciclos sucesivos para usarlo como referencia. Por
ejemplo, se habla de ritmos monofasicos cuando se puede identificar claramente un solo
pico de actividad méxima, o bifésicos, cuando se observan dos picos, uno con los valores
maximos y otro de intensidad cercana al anterior, o claramente de mayor intensidad que

el resto de los valores observados (Gruart et al, 2002).



1.4. Caracteristicas generales de los ritmos circadianos

Hasta la fecha los Unicos relojes bioldgicos que se han podido identificar son los
responsables de los ritmos circadianos. Aln no es claro si los relojes responsables de
otros ritmos son entidades anatomicas o moleculares, o bien, si son entidades que resultan
de procesos funcionales distribuidos en varias estructuras o entidades moleculares en el
organismo.

Asi, los ritmos circadianos se definen por tres caracteristicas observables
fundamentales:

a) Son enddgenos, es decir, persisten en condiciones de luz, oscuridad y/o temperatura
constantes con un periodo en libre curso u oscilacion espontanea (en inglés free running)
similar a 24 horas. Para demostrar esta persistencia el ritmo debe ser observado por
varios ciclos.

b) Compensan los cambios de temperatura. Se refiere a que la longitud del periodo
circadiano en libre curso de un organismo es muy similar cuando se mide en diferentes
temperaturas ambientales.

c) Los ritmos enddgenos de aproximadamente 24 horas pueden ser sincronizados por
distintas sefiales ambientales, como lo son los ciclos de luz-oscuridad, ciclos de
temperatura, u otro estimulo cuyo periodo es igual o cercano a 24 horas (Pittendrigh,
1960).

Es importante entender que el reloj que esté llevando a cabo la generacién de un
ritmo siempre esta funcionando, pero si al someter a un organismo a ciertas condiciones

observamos que el ritmo “desaparece” o tiene un comportamiento erratico no quiere decir
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que el reloj ha dejado de funcionar sino que los cambios ritmicos que observamos (las
manecillas del reloj) perdieron coordinacion o sincronizacién con el reloj en si mismo

(Moore-Ede et al, 1982).

1.4.1. Libre curso u oscilacion espontanea

Debido a que la Tierra siempre ha girado sobre su eje aproximadamente cada 24
horas, aun antes de que apareciera la vida; las plantas y los animales se encuentran
expuestos diariamente a patrones de luz y temperatura (sincronizadores) que tienen el
mismo periodo. No es sorpresa entonces, descubrir que el comportamiento y el
metabolismo de la mayoria de los organismos sigan un horario de 24 horas.

La explicacion obvia para aquellos ritmos de 24 horas es que los organismos
responden constantemente a los ciclos ambientales que los rodean. La manera que estos
afectan un ritmo puede ser comprobada evitando su presencia, es decir, manteniendo
constante las condiciones de luz, alimento, temperatura y ruido, etc. Cuando esto pasa el
ritmo no desaparece sino que se mantiene con un periodo ligeramente diferente al que
ocurria en presencia del sincronizador. En estas circunstancias el ritmo se denomina en
libre curso o en oscilacién espontanea y su valor de periodo se denomina t (tau) el cual
es muy cercano, pero no igual, a 24 horas, este nos indica que los ritmos circadianos
estan gobernados por relojes autonomos dentro de los organismos y que no son producto
causal de estimulos externos.

El valor del periodo en libre curso varia dependiendo de la especie que se trate,
mientras que el periodo individual de cualquier organismo normalmente se encuentra

dentro del promedio de su especie y depende del estado fisioldgico en el que se encuentre
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(Aschoff, 1984). Un ritmo en libre curso no siempre posee el mismo periodo que el
fendmeno ambiental que lo puede sincronizar, gracias a esto existe una gama de variacion
en t entre distintos individuos de una especie, por lo que después de varios ciclos, los
sujetos pueden perder sincronizacién entre si, aunque para cada individuo el periodo en
oscilacion libre sea muy preciso. La mayoria de los individuos y de las especies tienen
periodos en libre curso alrededor de 23 a 25 horas. Dependiendo de los habitos que
posean sera la precision con la que mantengan el mismo valor durante varios ciclos. Las
especies que son diurnas tienden a ser mucho menos precisas que las nocturnas (Aschoff,
1984).

La luz afecta tanto el periodo como la amplitud de los ritmos circadianos. Jurgen
Aschoff en 1960, analiz6 una gran cantidad de estudios en especies nocturnas y diurnas y
demostrd que el periodo en libre curso en luz constante esta en funcion de la intensidad
luminica. Aschoff observo que al aumentar la intensidad de la luz el periodo de los ritmos
en libre curso de las especies diurnas se acorta, mientras que en las especies nocturnas se
alarga, la magnitud de la actividad es mayor en especies diurnas y en las nocturnas es
menor. En diversas especies nocturnas de mamiferos el periodo circadiano es mas largo
en luz constante que en oscuridad constante y en animales diurnos el periodo en libre
curso se acorta o se mantiene igual en luz constante en comparacion con la oscuridad
constante; esta correlacion se le conoce hoy en dia como la regla de Aschoff (Daan y
Pittendrigh, 1976).

El periodo en libre curso no solo depende de la intensidad luminica a la cual se
encuentran expuestos los organismos, sino también es dependiente de la historia previa,

es decir, se ve afectado por la condicion luminica a la cual fue expuesto anteriormente.
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Este efecto puede ser claramente observado cuando la intensidad luminosa tiene un
cambio de nivel muy marcado.

Los cambios largos y lentos en el periodo del marcapasos son llamados post-
efectos. SAlo pueden observarse cuando la intensidad de iluminacion cambia de nivel y
cuando los animales se registran en oscuridad constante tras haber sido expuestos a algln
fotoperiodo en particular (Daan y Pittendrigh, 1976). A pesar de que los periodos en libre
curso pueden ser extremadamente precisos dia a dia, no quiere decir que sean invariables,
uno de los factores que afecta de manera directa el periodo de un ritmo circadiano es la
historia previa (condicion de iluminacion) a la cual fue sometido el organismo (Dunlap et
al, 2004). La exposicion a la luz u oscuridad continua puede alterar los patrones
conductuales circadianos de manera dramatica. Los animales nocturnos pueden mostrar
un efecto de particion llamado “splitting,” en su actividad locomotriz circadiana,
alimentacion, patrén de ingesta de agua, etc; cuando se mantienen en luz brillante
constante. Esto significa, en términos sencillos que el animal se vuelve activo en dos
momentos del dia en vez de uno (Daan y Pittendrigh, 1976).

Es importante recalcar el significado que tiene el poseer una oscilacion
autosostenida, ya que es lo que permite a los organismos anticipar diferentes cambios
periddicos en el ambiente, interpretarlos y actuar de acuerdo a sus necesidades como
especie.

Uno de los ritmos mas estudiados y que esta controlado por relojes circadianos es
el de actividad locomotriz. Si un organismo nocturno se somete a condiciones de
oscuridad constante es probable que manifieste el intervalo de actividad durante la noche

subjetiva y el intervalo de reposo durante el dia subjetivo (Gruart et al, 2002). Es comuUn
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observar que a intensidades de luz muy altas la actividad locomotriz se vuelve arritmica.
Es diferente decir que un ritmo desaparece a que ocurra una desincronizacion entre la
multiplicidad de osciladores cuando se presentan estas condiciones; cuando el ritmo
parece desaparecer es porque el oscilador circadiano que lo controla se detuvo (Aschoff,

1984).

1.4.2. Compensacion de Temperatura

La uniformidad o estabilidad que los relojes circadianos poseen dia a dia se debe
a los mecanismos de compensacion a la temperatura que tienen. Este proceso es
esencial ya que si pequefios cambios en la temperatura los afectara, perderian su
periodicidad. La velocidad de los procesos bioquimicos se duplican dos o tres veces por
cada 10 °C que aumente la temperatura (Q10 = 2-3). Q10 es un indice de la dependencia
de un proceso a la temperatura, y se calcula como la razon de la proporcion de un
proceso a una temperatura alta dividida entre la proporcion a una temperatura 10° C més
baja (Sweeney y Hastings, 1960). Si el reloj circadiano dependiera de cualquier proceso
metabolico y si la temperatura ambiental cambiara, el organismo estimaria de manera
incorrecta el tiempo y por lo tanto, dejaria de tener un significado adaptativo (Moore-
Ede et al, 1982).

Cuando se dice que el periodo en libre curso posee una compensacion a la
temperatura significa que si la temperatura ambiental varia un poco, el periodo del
ritmo se mantiene. Si esto no ocurriese, el reloj no serviria como un marcapasos.

Cuando la compensacién a la temperatura ocurre, el periodo se mantiene, pero la fase
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del reloj puede modificarse por transiciones en la temperatura. Sin esta compensacion,
el reloj del organismo podria alterarse si fuera sincronizado a un dia célido seguido por
un dia frio asi la fase del ciclo de temperatura seria la misma y por lo tanto el periodo
del reloj seria muy corto en el primer dia (calido) y muy lento en el segundo (frio). La
fase del marcapasos circadiano seria diferente de un dia a otro debido a la diferencia en
la temperatura y ademas el angulo de fase no se conservaria (Sweeney y Hastings,
1960).

Los primeros estudios de compensacidn de t respecto a la temperatura ambiental
fueron demostrados en el ritmo de eclosion de Drosophila. Sin embargo, la mayoria de
los organismos hasta ahora estudiados también muestran una dependencia muy leve de t

de la temperatura, con valores de Q10 muy cercanos a 1 (Aschoff, 1984).

1.4.3. Sincronizacion de los ritmos circadianos

La estabilidad en la duracion del periodo de un ritmo circadiano esta directamente
relacionada con la luminosidad y la temperatura durante el dia y la noche. Tales sefiales
ambientales permiten que cada dia, mes o afio, se ajuste el periodo y la fase de los ritmos
bioldgicos, a este fendmeno se le llama sincronizacion (Gruart et al, 2002). El efecto
neto de un sincronizador es un cambio en el periodo (t) del oscilador circadiano (o
marcapasos) o bien la diferencia del periodo externo T- t (Pittendrigh, 1981).

La sincronizacion da lugar al ajuste de la frecuencia y la fase de los ritmos
biolégicos con los ciclos que son consecuencia de la rotacion de la Tierra. Es solo
gracias a este proceso, que la conducta y la fisiologia generada por los sistemas

circadianos endogenos pueden ocurrir de manera apropiada en el tiempo. La
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sincronizacion requiere de la sensibilidad de osciladores enddgenos tanto a ciertas sefiales
ambientales como la insensibilidad a otras. La sensibilidad a la luz ha sido, y continta
siendo, la sefial primaria para probar y entender la fisiologia de los sistemas circadianos
(Aschoff, 1981). Los estimulos ambientales capaces de sincronizar o ajustar diariamente
el ritmo de un individuo a los cambios del ciclo ambiental o externo se les conoce como
sincronizadores o zeitgebers (T), que significa en aleman “dador de tiempo” (Halberg,
1977). Como ya se ha mencionado, los ritmos circadianos poseen un valor de periodo
similar a 24 horas (1) y se pueden sincronizar a los ritmos ambientales que posean un
periodo semejante a 24 horas, como son los ciclos de luz y de temperatura, tales ajustes
se logran alargando o acortando su valor de periodo para igualarlo al del ciclo ambiental,
de manera que t =T (Pittendrigh, 1981; Aschoff, 1981; Brady, 1969), gracias a esto
pueden ser observados en el laboratorio sin necesidad de técnicas muy sofisticadas, por lo
mismo son los ritmos que méas se han estudiado. Cuando la sincronizacién ocurre, el
sistema adopta una relacion de fase (o) especifica con el zeitgeber (Aschoff, 1981).

Durante la sincronizacion la diferencia en el angulo de fase (y) entre el ritmo y el
zeitgeber depende de: 1) las propiedades del zeitgeber y 2) de la capacidad de responder
del sistema circadiano a las sefiales de sincronizacion del zeitgeber. Por ello la mayor
determinante para y es la diferencia entre el periodo t en libre curso del ritmo y el
periodo T del zeitgeber (Ashoff, 1960).

Cuando un ritmo lento y uno rapido estan sincronizados con el mismo zeitgeber,
el rapido se adelanta a la fase del zeitgeber (y positivo) y el lento se retrasa (y negativo)
(Fig.2A). Cuando un ritmo de frecuencia media se sincroniza con un zeitgeber de mayor

frecuencia hay un y negativo y con uno de menor frecuencia un y positivo (Fig.2B).
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zeitgeber /

AVAVA

osciladar répido /\\/\/\\ y
relacion de

fese [+]
asciladar lento

Perioda en libre curso /

(VAVE

relacion de

fase

[}

Fig. 2A. Sincronizacion de dos oscilaciones, una lenta y una rapida, por el mismo zeitgeber.

zeltgeber /] \/\/\ d

N

AN \4\f\./ ™

LN

relacion de fase [-] relacion de fase [+)

lbre curso

sincronizado

Fig. 2B. La sincronizacién de una oscilacion por zeitgebers de alta o baja frecuencia.

(copiado de Aschoff, 1981).
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1.4.3.1. Diferencia de angulo de fase

La relacién de fase entre un ritmo circadiano y un zeitgeber puede ser descrita
seleccionando angulos de fase de manera arbitraria para ambos. La relacion para el ritmo
se connota con el signo ¢ mientras que para el zeitgeber se usa el signo ®. En un ritmo de
actividad ¢ es el momento de inicio o final de actividad, o el punto medio entre estos. La
diferencia de angulo de fase (y = ® — ¢) describe la diferencia en tiempo entre las
referencias de fase del zeitgeber y el ritmo. Cuando v es positivo significa que ¢ guia a ®
y Si es negativo entonces ¢ retrasa a @.

En estado estable, la diferencia del &ngulo de fase depende de: 1) las propiedades
del zeitgeber y 2) de la capacidad de respuesta del sistema circadiano al zeitgeber. Estos
factores en conjunto reflejan la “fuerza” del sincronizador (Aschoff, 1960). La relacion
entre y y T y el rango de sincronizacion reflejan la sensibilidad del sistema circadiano al
zeitgeber (Daan y Aschoff, 2001).

Los zeitgebers no son exclusivamente la luz y la temperatura, se han propuesto
otros fendbmenos geofisicos como sincronizadores; como el magnetismo terrestre, las
radiaciones césmicas y los campos electromagnéticos débiles; asi como otros fendmenos
que dependen de otros organismos y que también pueden sincronizar un ritmo, entre los
mas estudiados estan la disponibilidad del alimento y las interacciones sociales entre
individuos.

La demostracion experimental de la sincronizacion requiere en primer lugar, que
el ritmo bioldgico en estudio sea observado tanto en presencia como en ausencia del
zeitgeber. En presencia de este, el periodo debe ser idéntico al mismo, en su ausencia

debe ser diferente.
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El segundo criterio de la sincronizacion es que la oscilacion circadiana en
presencia del sincronizador mantiene una sola relacion de fase con éste. Y por dltimo,
para la sincronizacion es necesario que las variables ambientales tengan efectos directos
en la manifestacion de los sistemas circadianos, lo cual a su vez puede mimetizar el
proceso de sincronizacion. Estos efectos se conocen como enmascaramiento o masking.
La sincronizacion se distingue del enmascaramiento primero porque la fase de un ritmo
enddgeno sincronizado usualmente se caracteriza por una anticipacion al zeitgeber. En
segundo, la re-sincronizacion después de un episodio de libre curso o después de un
cambio de fase del zeitgeber, se caracteriza por un periodo de ciclos transitorios antes de
volver a alcanzar un estado estable de sincronizacion. Y tercero, el libre curso en
condiciones constantes después de la sincronizacion empezaria a un momento del dia
determinado por el zeitgeber previo. En cualquier protocolo de sincronizacion es
recomendable que la fase de la oscilacién circadiana enddgena se compruebe en
condiciones constantes después de haberse expuesto en cualquier zeitgeber (Aschoff,
1981).

Sin la sincronizacion, el organismo no podria ajustar sus funciones ante los
cambios que ocurren en el ambiente, lo cual indica una plasticidad en los programas
temporales de los organismos, y confiere una gran relevancia adaptativa a los ritmos

bioldgicos (Aschoff, 1960).
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1.4.3.2. Limites de Sincronizacion

Un zeitgeber con un periodo T sincroniza un ritmo circadiano de manera que su
longitud de ciclo en un estado estable sea igual a T. Aunque esto no significa que la
sincronizacion puede ser alcanzada en todos los valores de T. Por ejemplo, un organismo
puede sincronizar a diferentes longitudes de periodo pero puede no hacerlo en otras. Esto
significa que existe un rango de sincronizacion o bien un rango limitado de valores de T
alrededor del periodo circadiano t en donde la sincronizacion es posible. Dentro de este
rango, existe una variacion en la posicion de fase relativa al zeitgeber.

Cuando el periodo del zeitgeber esta fuera del rango de sincronizacion no deberia
presentarse ninguna influencia visible en el ritmo circadiano en estudio. Los efectos méas
notorios son con aquellos cuyo T es cercano a t/2 en los cuales hay una sincronizacion
completa, pero no con longitud de periodo igual a 2T. A pesar de que no ocurra la
sincronizacion un zeitgeber puede ejercer una influencia periddica. Esto conlleva a
oscilaciones lentas o pulsos, en donde el zeitgeber acelera el ritmo biologico cuando
coincide con una fase particular de éste y lo frena cuando coincide con otra. La
interferencia oscilatoria del zeitgeber y del ritmo es llamada coordinacion relativa
(Aschoff, 1981).

Como se ha mencionado las oscilaciones autosostenidas pueden ser
sincronizadas a periodos que se desvian de su propio periodo “natural” con ciertos
limites. Estas frecuencias limitantes forman lo que se conoce como rango de
sincronizacion (Klotter, 1960). El tamafio de este rango aumenta con la fuerza del
zeitgeber y también depende del “grado de persistencia” (Klotter, 1960) de

autosustentabilidad del sistema circadiano. De una amplia variedad de rangos de
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sincronizacion obtenidos por Aschoff y Phol en 1978 en vertebrados, se concluyé que
los rangos de sincronizacion son: 1) relativamente pequefios en vertebrados (no mas de
10 horas), mas largos en insectos (alrededor de 20 hrs.) y alcanzan valores extremos en
plantas y organismos unicelulares; y 2) mientras mas largo sea el rango de
sincronizacion, mas pequefio es el cambio en y por 1 h de cambio en el periodo del
zeitgeber (Aschoff, 1984). Los rangos secundarios de sincronizacién o bien mas
pequefios ocurren cerca de valores de T que estan cerca de multiplos y submdaltiplos de
1, a esto se le conoce como sincronizacion por demultiplicacion. No se puede medir con
precision el rango de sincronizacion; ya que ocurre cerca de los limites del rango, en
donde la sincronizacion se vuelve inestable y resultando en fluctuaciones periddicas de

1 0 la llamada sincronizacion relativa (Wever, 1972).

1.4.3.3. Sincronizacion discreta (fotoperiodos esqueleto y curva de respuesta de fase)

La forma en que se lleva a cabo la sincronizacion a ciclos de luz consiste en dos
protocolos generales y que se utilizan para describir qué partes de un ciclo luz-oscuridad
(LO) son los que proveen de sefiales que sincronizan un ritmo. Por ejemplo el apagado de
la luz puede ser la fase principal que determine el patron representado por el ritmo, o
pudiera ser el encendido. Considerando esto se puede predecir que solo sefiales discretas
afectan el ritmo via lo que se conoce como sincronizacion no paramétrica o discreta.
Para llevar a cabo una sincronizacion discreta se dan pulsos de luz de corta duracion en el
inicio del dia subjetivo y noche subjetiva del organismo, de esta manera podemos

observar si su reloj bioldgico es capaz de sincronizarse y anticipar la llegada de la luz.
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La teoria fue desarrollada para generar predicciones en ciclos artificiales de LO
compuestos por dos periodos cortos de luz por ciclo. Estos pulsos deben estar separados
por un intervalo de oscuridad, por ejemplo LO 12:12 (12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad). Los fotoperiodos esqueleto son de interés debido a que pueden dar puntos
clave del modo de sincronizacion en largos fotoperiodos de diferente duracién
(Pittendrigh y Minus, 1964). Ademas, se pueden estudiar los ritmos biologicos desde el
punto de vista de la sincronizacion real y sin enmascaramiento (Strubbe et al, 1986).

La sincronizacién estable por fotoperiodo esqueleto se basa esencialmente en el
criterio de que Al + Ap2 = t - T, en donde Apl y Ap2 son los cambios de fase
sucesivos causados por los dos pulsos que definen el esqueleto.

En este tipo de sincronizacion también se utilizan las curvas de respuesta de fases,
que incluye una zona de atrasos (noche subjetiva temprana) y una de avances (noche
subjetiva tardia) y una sin cambios 0 zona muerta durante el dia subjetivo (Aschoff,

1984).

1.4.3.4. Curva de Respuesta de Fase

Si se observa un ritmo en libre curso durante un tiempo suficiente se podria
predecir cuando ocurrira el marcador de fase. Para ello se necesita conocer previamente
el periodo del ritmo, asi como la fase en la que se presentd el marcador de fase en el
ciclo anterior. EI momento en el que inicia la actividad de un ritmo circadiano en libre
curso se le conoce como hora circadiana 12 (CT12). Asi pues, la CT12 marca el inicio
de la noche subjetiva y esta se extiende hasta CT24; mientras que el dia subjetivo se

extiende desde CTO hasta CT12 (Gruart et al, 2002). Cuando a un sujeto que presenta
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un ritmo en libre curso se le aplica un estimulo sincronizador adecuado, el ritmo del
sujeto puede responder de tres maneras: a) que el ritmo en libre curso no se altere, y por
lo tanto que el marcador de fase ocurra a la hora prevista, b) que ocurra un retraso de
fase y que el marcador de fase se presente después de lo previsto 0 ¢) que se presente un
adelanto de fase y el marcador de fase se presente antes de lo previsto. El tipo de
respuesta y la magnitud con que se presente dependerd de la fase en la que haya
ocurrido el estimulo, los datos obtenidos pueden ser estudiados en lo que se conoce
como curva de respuesta de fase (CRF) la cual muestra, en el eje de las ordenadas, las
respuestas o cambios de fase provocados por la aplicacion del estimulo en diferentes
momentos de un ciclo circadiano, cuyos valores se representan en el eje de las abscisas
(Pittendrigh, 1960). La aplicacién de estimulos de un sincronizador sobre los ritmos en
libre curso permite inferir las propiedades de los relojes circadianos subyacentes a
dichos ritmos, mientras que evita el efecto de la luz sobre el periodo del reloj. Con esta
técnica Pittendrigh caracterizo las tres zonas de la CRF (descritas anteriormente por
Ashoff en 1984) y observo que estas eran similares en todas las especies que estudid,
hasta la fecha todas las especies estudiadas tienen curvas de respuesta de fase con
caracteristicas similares lo cual apoya la idea de que los ritmos circadianos se originaron

con la vida (Gruart et al, 2002).

1.4.3.5. Sincronizacion Continua
Cuando se habla de sincronizacion continua o paramétrica se refiere a una
accion o efecto continuo del zeitgeber en la velocidad angular del oscilador circadiano,

por lo que se pueden utilizar fotoperiodos completos de luz- oscuridad. Los efectos de la
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sincronizacion paramétrica se reflejan claramente en la dependencia del periodo en libre
curso con la intensidad de la iluminacién continua. Como fue observado por M.S
Johnson en 1939, 1 se alarga en roedores nocturnos cuando estan en luz constante y se
acorta cuando estan en oscuridad constante. De hecho, en aves diurnas t decrece en luz
constante. Los patrones que se fueron descubriendo en cuanto al t respecto a la
intensidad luminosa fueron suficientes para generalizarse en muchas especies diurnas y
nocturnas. Sin embargo algunos grupos taxonémicos, como mamiferos diurnos y
artropodos parecen no seguir esta regla (Aschoff, 1979). No obstante, en la mayoria de
las especies, se establecidé un efecto paramétrico de la luz en la velocidad del sistema
circadiano. En la mayoria, la luz constante de alta intensidad conduce a la desaparicién
de ritmicidad, de manera que se ha sugerido que la dependencia de t con la intensidad
luminosa es el efecto neto de la aceleracion y desaceleracion de la velocidad angular del
marcapasos (Daan y Pittendrigh, 1976).

Una descripcion mas detallada para el entendimiento de la sincronizacion fue
descrita por C.S. Pittendrigh, quien en esencia, siguié un protocolo en dos pasos.
Primero, la sensibilidad del sistema circadiano puede ser comprobada mediante la
administracion de pulsos breves de luz a diferentes fases durante la oscuridad constante y
se miden los cambios de fase que ocurran. Después se aplica una serie de pulsos idénticos
que en conjunto constituyen un zeitgeber, esto pone a prueba la hipotesis de que cada
pulso produce un cambio de fase de acuerdo a la fase circadiana. Si esta hipotesis es
correcta deberia ser posible predecir el momento en que el marcapasos cambia de fase en

cualquier protocolo de luz (Pittendrigh, 1981).
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Los efectos paramétricos de la luz en los sistemas circadianos son claramente
reflejados en la dependencia con la intensidad de la iluminacion continua de los periodos
en libre curso. Aunque no se concibe una generalizacion para todos los animales diurnos
y nocturnos, se ha observado que en la mayoria de las especies existe un efecto
paramétrico de la luz en la velocidad del sistema circadiano. En muchas especies, altas
intensidades de luz constante conllevan a la desaparicién del ritmo en cuestion. Existen
ciertas evidencias de que la magnitud del efecto de la iluminacion, esta asociada con la
curva de respuesta de fase que se genera con pulsos breves de luz. Los animales
nocturnos con una seccion de retraso relativamente larga en su curva de respuesta de fase,
muestran un gran aumento de t con el aumento de la intensidad luminosa y las especies
con una seccién de retraso pequefia muestran poco efecto paramétrico (Daan y
Pittendrigh, 1976).

Los efectos paramétricos en el sistema circadiano parecen generar una CRF mas
indicada para predecir la sincronizacién por fotoperiodos completos. La cual describe la
respuesta de fase a transiciones individuales de oscuridad a luz y de luz a oscuridad,
sugiriendo que la transicion tiene efectos de espejo. Los pasos hacia la luz generan en su
mayoria retrasos de fase y hacia la oscuridad adelantos de fase.

Para un mejor entendimiento de la sincronizacion en la naturaleza, debemos
suponer que el apagado y encendido inmediato de la luz aplicada en la mayoria de los
experimentos es una pobre imitacion de las sefiales naturales del atardecer y el amanecer.
Las transiciones son mucho mas lentas, particularmente en las areas polares de la Tierra.
Las consecuencias de transiciones naturales que ocurren entre el paso de luz a oscuridad

y viceversa no han recibido la suficiente atencién en los estudios de sincronizacion. Sin
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embargo, el significado de la duracion de la transicion para el proceso de sincronizacién
ha sido claramente demostrado (Aschoff y Weaver, 1967; Weaver, 1972; Boulos et al,

1994).

1.4.3.6. Enmascaramiento

Los zeitgebers no solamente sincronizan a los ritmos circadianos controlando la
fase y periodo del marcapasos, también enmascaran el ritmo en general (Aschoff, 1999).
El fendmeno de enmascaramiento es aquel en el cual un zeitgeber, interfiere
directamente con la expresién de un ritmo y no con su marcapaso (revisado en Dunlap
et al, 2004).

Uno de los criterios para demostrar la sincronizacion real de un ritmo se observa
en el libre curso que se manifiesta en la post-sincronizacion del mismo. Ante un ciclo
ambiental determinado uno esperaria que el libre curso del ritmo inicie en la fase
determinada por el zeitgeber, sin embargo, existe la posibilidad de que el estimulo
ambiental tenga una fuerte influencia exdgena en el ritmo en medicion y en realidad no
haya un efecto neto en el mecanismo del reloj. Por lo tanto el marcapasos continuara en
un libre curso durante una sincronizacién aparente o bien enmascarada por los efectos del
ciclo ambiental. Bajo estas circunstancias no existe una relacion entre la fase aparente del
ritmo durante la sincronizacion y la fase a la cual el libre curso subsecuente empieza
(Aschoff, 1960).

El enmascaramiento, en primer lugar, oscurece el comportamiento del
marcapasos, pero eventualmente tiene influencia en la fase del mismo a través de una via

indirecta (Aschoff, 1979). Y en segundo lugar, es un fendmeno en el cual un factor
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externo interfiere no solo con la expresién de un ritmo o con la observacion del
comportamiento del marcapasos, sino que, afecta directamente la expresion del ritmo.
Podemos decir entonces que todo lo que interfiera con la entrada y salida del ritmo afecta
0 puede enmascarar el estado verdadero del oscilador. Esto puede originar una serie de
mediciones incorrectas acerca de un ritmo (DeCoursey, 2004).

Un ejemplo claro es cuando se mide el ritmo de actividad locomotriz de un animal
homeotermo en condiciones de luz-oscuridad y el ambiente en el que se encuentra fluctia
mucho en temperatura, aunque el animal es capaz de regular su temperatura de manera
endégena su actividad locomotriz puede aumentar si la temperatura baja
precipitadamente o viceversa, si la temperatura aumenta el animal buscara estar o mas
quieto posible. Una vez que la temperatura ambiental se restablece en el promedio el
ritmo de actividad locomotriz tendra la fase del fotoperiodo con la que inicialmente
estaba sincronizado. Al analizar los datos debemos tomar en cuenta que habra zonas de
actividad e inactividad generadas por cambios de temperatura y no de luz, en realidad
esos lapsos son resultado de una necesidad fisioldgica. (More-Ede et al, 1982).

El efecto del enmascaramiento puede manifestarse de dos maneras. En primera
instancia, la luz provoca el aumento espontaneo de la actividad locomotriz en la mayoria
de los organismos diurnos (enmascaramiento positivo) mientras que la suprime en la
mayoria de las especies nocturnas (enmascaramiento negativo). La diferencia entre la
sincronizacion de un ritmo y el fendmeno de enmascaramiento es que en la primera suele
presentarse una anticipacion al zeitgeber; en segundo, puede restablecerse después de un

periodo en libre curso o de un cambio de fase del zeitgeber y en tercero, el libre curso en
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condiciones constantes después de la sincronizacién comienza en un momento del dia

que esta determinado Unicamente por el zeitgeber previo (Daan y Aschoff, 2001).

1.5. Organizacion del sistema circadiano en reptiles

El sistema fisiologico responsable de medir el tiempo y sincronizar los procesos
internos de un organismo con los eventos diarios en el ambiente se conoce como
marcapasos circadiano (Pittendrigh, 1981). El o los marcapasos circadianos involucrados
en la regulacion de los ritmos en el organismo, reciben informacién fética del ambiente, a
través de los fotorreceptores circadianos, mientras que una gran cantidad de elementos no
osciladores pueden responder a la influencia del marcapasos como elementos pasivos
efectores (Moore- Ede et al, 1982). En general, en los vertebrados no mamiferos se han
reconocido diversos tejidos que exhiben ritmicidad circadiana de manera autonoma.
Entre los mas estudiados se encuentran la glandula pineal, el nicleo supraquiasmatico del
hipotdlamo y la retina, que contiene mdltiples fotorreceptores circadianos. Entre los
fotorreceptores extrarretinales destacan la glandula pineal, el ojo parietal y
fotorreceptores extrapineales localizados dentro del cerebro, Ilamados también

fotorreceptores de cerebro profundo (Underwood y Menaker, 1976).

1.5.1. Fotorreceptores retinales y extraretinales

Al menos 24 especies de vertebrados no mamiferos, incluyendo peces, anfibios,
reptiles y aves, muestran sincronizacién a ciclos de 24 horas de luz oscuridad cuando se
les extraen los fotorreceptores retinales (Takabata, 1992, Underwood y Groos, 1982,

Underwood y Menaker, 1976). Los fotorreceptores extrarretinales responsables de la
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sincronizacion en animales ciegos son altamente sensibles a la luz; ya que ésta puede
ocurrir incluso en ciclos de luz oscuridad equivalentes a la luz que genera la luna o ain a
menor intensidad. Se ha comprobado que estos fotorreceptores se localizan en el cerebro
debido a que si se bloguea la incidencia de luz hacia la cabeza de diferentes organismos
como gorriones, ranas Y lagartijas no ocurre la sincronizacién (Taylor y Fergurson, 1970;
Underwood, 1976). Recientes estudios inmunohistoquimicos en peces, reptiles y aves han
corroborado que los receptores responsables de la sincronizacion y la capacidad de
respuesta al fotoperiodo se encuentran localizados en el cerebro (Silver et al, 1998).

En reptiles, como en la iguana Anolis carolinensis se ha encontrado reaccion a
anticuerpos de opsina cerca del ventriculo lateral. El papel de los ojos dentro del sistema
circadiano se percibe como un sistema que recibe informacién de la luz y la manda a los
osciladores circadianos localizados en cualquier otro lado aunque por si solos los
contienen un oscilador. Los cuales gobiernan numerosos ritmos de la fisiologia retinal

(Foster et al, 1994).
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1.5.2. La Pineal como dérgano fotorreceptor y como marcapasos

El 6rgano pineal no es sélo un fotorreceptor, sino que también puede actuar como
un marcapasos circadiano. Virtualmente todos los vertebrados poseen un 6rgano pineal.
En la mayoria de los vertebrados, este 6rgano se localiza en la superficie dorsal del
cerebro. En vertebrados como peces, anfibios y reptiles usualmente encontramos un
segundo componente Ilamado dérgano parapineal (Hamasaki y Eder, 1977). Este segundo
componente no se encuentra en muchas especies de reptiles como viboras y tortugas y
aun no se ha estudiado su papel dentro del sistema circadiano en estos grupos de reptiles
(Underwood, 1990).

Las pineales de todos los vertebrados sintetizan una variedad de compuestos. En
particular, las llamadas indolaminas han sido extensamente estudiadas, y particularmente
melatonina (N-acetil-5-metoxytryptamina). Los estudios inmunohistoquimicos vy
autoradiograficos muestran que las células fotosensibles de la pineal son los sitios de la
sintesis de las indolaminas.

La glandula pineal en distintos vertebrados no mamiferos es un oscilador

circadiano que controla la sintesis de melatonina (Tosini et al 2003).
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1.6. Biologia general de la tortuga Trachemys scripta elegans
1.6.1. Descripcion morfologica

T. scripta es una tortuga de agua dulce de talla mediana a larga. Se caracteriza por
una mancha que se localiza entre la parte posterior de los ojos y el cuello y en ambos
lados de la cabeza, dependiendo de la variedad esta puede ser roja (T. s. elegans),
anaranjada (T. s. troostii) o amarilla (T. s. scripta). En los individuos mas viejos, la
mancha llega a reducirse. Las extremidades son robustas y con membranas interdigitales.
Puede alcanzar un tamafio maximo entre 20 y 60 cm en funcion de la subespecie (T. s.
elegans alcanza tamafios de 27 cm o0 mas). Los machos presentan una mayor longitud de
las ufias de las extremidades anteriores que las hembras. La coloracion juvenil del
caparazon es verdosa con manchas y dibujos amarillos (también cabeza, cuello y
extremidades) y el plastron (parte ventral del caparazén) es amarillo con dibujos verdes
rodeados de un verde mas intenso. Con la edad, la coloracion dorsal se oscurece y la

ventral se aclara (Gibbons y Lovich, 1990).

1.6.2. Registro fosil

A pesar de que el género Trachemys estd representado en los depoésitos del
Mioceno y Plioceno (Weaver and Robertson, 1967; Jackson, 1988), el fésil mas reciente
de T. scripta data del Plioceno (Rogers, 1976) en la region de Texas. Los registros en

México provienen de Sonora y Yucatan (Alvarez, 1976; Van Devender et al., 1985).
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1.6.3. Habitat

Trachemys scripta ocupa la mayoria de los habitats de agua dulce y prefiere aguas
quietas de fondo suave con gran abundancia de plantas acuaticas y sitios extensos para
asolearse (Ernst and Barbour, 1972). Puede habitar lagunas, canales, rios de curso lento,
bahias y humedales (Gibbons et al., 1979).
1.6.4. Conducta

La especie es principalmente diurna. Durante la noche permanecen dormidas
descansando en la orilla de lagos y charcas o bien flotando en la superficie. Su actividad
se suprime a los 30°C pero aumenta significativamente a 20°C. La actividad aumenta
cuando las tortugas son expuestas a 12 horas de luz ultravioleta seguidas por 12 horas de
oscuridad (Cloudsley-Thompson, 1982). La parte mas notable del ciclo de actividad
diaria es el proceso de asolearse, este habito se encuentra muy bien desarrollado aln en
tortugas juveniles (Janzen et al., 1992). La duracion de la exposicion al sol depende del
tamafio corporal; las tortugas con carapachos menores a 10 cm se exponen mas tiempo
por dia que aquellas con carapachos mas grandes (Janzen et al., 1992). La funcion
principal de la exposicion solar es termorregulatoria (Boyer, 1965; Moll and Legler,
1971). La glandula pineal es muy sensible a la luz y esto pudiera estar determinando
cuanto tiempo T.scripta puede asolearse sin riesgo a sobrecalentarse. (Meissl and Ueck,
1980). Como otros animales poiquilotermos, la conducta de la tortuga de orejas rojas esta
controlada por la temperatura ambiental. T. scripta presenta preferencias térmicas en un
intervalo de 25 a 30°C como la temperatura a la cual su capacidad locomotriz es maxima.
La tolerancia al calor va de 41 a 41.7°C, aunque el valor térmico critico es de 42.2 a

42.3°C (Hutchinson et al ., 1966).
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1.6.5 Reproduccion

El tiempo y tamafio en el que alcanzan la madurez sexual varia mucho entre y
dentro de las poblaciones de la especie. En machos, la madurez es evidente por la
elongacion de las ufias de las patas delanteras, un aumento en la longitud preanal de la
cola y una reduccion notoria en el rango de crecimiento (Gibbons and Greene, 1990;
Gibbons and Lovich, 1990). La maduracion de las hembras es reconocible en la longitud
del plastron que a los tres afios es alrededor de 18.5 cm. Aunque no ha sido
profundamente estudiado, la fotoperiodicidad pudiera tener un papel controlador en los
ciclos sexuales del macho. El cortejo por parte de los machos es altamente estereotipado
y ritualizado. Al parecer este se presenta en la primavera y hay casos en los que tres o
cuatro machos cortejan a una hembra simultaneamente. Los machos usualmente no
pelean entre si aunque es evidente que los machos mas grandes tienen mayor ventaja que
los pequerios (Cagle, 1950). Una vez que copulan, los nidos son excavados por la hembra
con sus patas traseras. Los huevos son colocados en intervalos de aproximadamente 40
segundos. Su cascaron es relativamente delgado y su capa mas superficial se compone de
unidades maultiples de cristales de aragonita (Acufia-Mesén, 1989). Los nidos proveen de
un ambiente térmico estable para el desarrollo éptimo del embrion (Cagle, 1950). En
condiciones de laboratorio la concentracion de gas atmosférico afecta el periodo de

incubacion (Etchberger et al., 1991).
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1.6.6. Distribucién

Se distribuye desde el lago Michigan, por el este y el centro de EUA, y ocupa gran parte
de Ameérica Central, Colombia y Venezuela. La distribucion de la subespecie T. s.
elegans se extiende por la cuenca del Mississipi: desde Illinois, oeste de Kansas,

Oklahoma, Florida y Virginia hasta el Golfo de México al sur (Hutchinson, 1992).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Describir las caracteristicas basicas del ritmo circadiano de actividad locomotriz
de tortugas juveniles de Trachemys scripta elegans en diferentes condiciones de
iluminacion artificial.

2.2. Objetivos particulares

1. Conocer las caracteristicas principales alfa (o), rho (p) y tau (t) del ritmo
circadiano de actividad locomotriz en tortugas juveniles de T. scripta elegans, en
condiciones constantes de oscuridad.

2. Describir las caracteristicas del ritmo antes mencionadas, de la respuesta del ritmo
de actividad locomotriz, que causan distintas condiciones de iluminacion
artificial, tales como sincronizacion parametrica y no parametrica, y luz constante.

3. Describir las relaciones de fase que existen entre el ritmo de actividad con
respecto a diferentes longitudes de fotoperiodos, correspondientes a dias cortos y
dias largos.

4. Evaluar las posibles diferencias en el periodo en libre curso después de cada
condicion de iluminacion con el fin de describir los postefectos correspondientes.

5. Evaluar el valor de la especie para futuros estudios sobre ritmos circadianos en

reptiles quelonios.
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3. JUSTIFICACION

Los estudios de ritmicidad circadiana en reptiles revelan la existencia de una
fisiologia y una conducta particular dependiendo de las condiciones y/o sefiales exdgenas
a las que se encuentren expuestas. Los datos obtenidos de estos estudios pueden servir
como una prueba indirecta de la presencia y estado del reloj bioldgico de tipo circadiano
que poseen estos animales.

Trachemys scripta es una tortuga de agua dulce que se explota comercialmente
desde hace varias décadas principalmente con fines de ornato. A pesar de esto existe muy
poca informacion acerca de su biologia y fisiologia basica, no existen estudios acerca de
los ritmos bioldgicos en la especie.

El estudio de la organizacién fisioldgica de los ritmos circadianos en reptiles, ha sido
desarrollado principalmente en lacertilios e iguanidos (revisado en Tosini et al; 2003). Al
momento, no existe informacidn acerca de las caracteristicas conductuales circadianas en
especies de tortugas que pudieran servir de referencia para estudios de fisiologia
circadiana en estas especies. La tortuga T. scripta, es una especie que por su amplia
distribucion, es de interés para el conocimiento de las adaptaciones circadianas a las
distintas latitudes que habita. Aunado a la facilidad de la disponibilidad de organismos
juveniles y el bajo costo para su mantenimiento, es una especie que puede considerarse

con el potencial para enriquecer los estudios sobre ritmos bioldgicos en tortugas.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. Obtencion y mantenimiento de animales

13 tortugas juveniles de Trachemys scripta elegans de 2.5 gramos en promedio
fueron obtenidas del Mercado de Peces San Lazaro (Magdalena Mixuca). Los animales
fueron mantenidos en acuarios convencionales y alimentados con dieta comercial
(Tortuguetas “minibits”) hasta su uso en el registro de actividad, donde recibieron el
mismo tipo de dieta cada tres o cuatro dias, sin utilizar horarios repetidos para evitar
cualquier tipo de sincronizacién. Durante los registros, el agua de los acuarios fue

cambiada totalmente cada semana aproximadamente y sin repeticion de horario.

5. Sistema de registro de actividad locomotriz

Los experimentos se desarrollaron en el Laboratorio de Fisiologia, coordinado por
el Dr. Baltazar Barrera Mera en la Facultad de Medicina de la UNAM. El registro de la
actividad fue obtenido mediante el uso de interruptores infrarrojos, acondicionados en
acuarios de vidrio de 31 x 11.5 x 11 cm. Cada acuario contenia distribuidos cuatro
interruptores infrarrojos a lo largo del mismo, los interruptores se conectaron a una tarjeta
de adquisicién de datos (Nafri S.A. de C.V.) la cual, mediante el programa de RALM15,
permitia la sumatoria de actividad cada diez minutos y la colectaba en el disco duro de
una PC durante los dias que durara el experimento. Los datos capturados del registro de

actividad locomotriz fueron posteriormente agrupados en el programa Excell y analizados
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por medio del programa DISPAC (IFC, UNAM) en forma de actograma de doble gréafica

(Figura 3).

6. PROTOCOLO DE CONDICIONES DE REGISTRO

Todas las tortugas fueron sometidas a un protocolo de sincronizacion como se
muestra en la figura 4. En primer lugar, los animales fueron expuestos a ciclos de luz-
oscuridad que denominamos LO 12:12, con encendido a las 6:00 a.m. y apagado a las
18:00 p.m. durante al menos 10 dias. La luz del fotoperiodo fue provista mediante el uso
de ldmparas de luz fria (Philips) a una distancia de aproximadamente 50 cm. de cada
acuario (Figura 3). La intensidad de la luz en la base del acuario fue variable en funcion a
la posicién del acuario, con un rango de iluminacién de 100 a 200 luxes. Después los
animales fueron mantenidos en condiciones constantes de oscuridad durante al menos 15
dias, para ser expuestos después a un fotoperiodo esqueleto de LO 11:1, 11:1 con
encendido de luz de las 6:00 a las 7:00 am. y de las 17:00 a las 18:00 p.m. El
mantenimiento de los acuarios y animales se llevd a cabo en las horas en que se
presentaba iluminacién. Después de la condicion de fotoperiodo esqueleto, se mantuvo
nuevamente a los animales en condiciones constantes de oscuridad, por al menos 10 dias
mas. Una vez concluido este periodo de registro, los animales fueron expuestos a luz
constante y con el mismo sistema de iluminacion mencionado anteriormente, después de
esta condicion los animales fueron expuestos a oscuridad constante; posteriormente a
fotoperiodo esqueleto de dias cortos y por ultimo a fotoperiodo esqueleto de dias largos,
cada uno con un periodo de oscuridad constante después de cada condicién luminosa.

Esta descripcion se puede apreciar graficamente en la figura 4.
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Fig. 3. Cajas de registro de actividad locomotriz para tortugas. Se pueden observar las barras de luz

infrarroja a los costados de la pecera y el nivel de agua al cual se llenaron las cajas.

La temperatura se mantuvo estable durante todo el protocolo (T = 23.5 1 °C).
Todas las tortugas fueron alimentadas tres veces por semana con pellet “Tortuguetas:

minibits”; Petmmal de 3mm de didmetro.
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Fig. 4. Protocolo de experimentacion base para conocer las propiedades del ritmo de actividad locomotriz.
Se observan todas las condiciones de LO, luz constante (LL) y oscuridad constante (OO) a las que fueron

expuestos los sujetos experimentales.

40



6.1. ANALISIS DE DATOS

1. Para obtener la duracion promedio del intervalo de actividad y de reposo (o, p),
se utilizo la curva promedio de la actividad ajustada al valor de T en el programa
DISPAC (IFC, UNAM). El valor del periodo en libre curso fue obtenido mediante
el periodograma de X? incluido en el mismo paquete de analisis. Los datos fueron
graficados en forma de actogramas de doble grafica en formato de histograma.
Finalmente, para determinar la relacion de fase entre la sefial ambiental y t se
considero unicamente los dias fuera de transicion a la sincronizacion y se resto la
diferencia que hay entre el encendido de la luz y el valor inicial y final de a.

2. Para analizar de manera grupal todos los valores obtenidos se utilizd una T-

student con una significancia del 0.05%.
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7. RESULTADOS

7.1. Sincronizacion continua (parametrica) a ciclos LO12:12

La figura 5 muestra que el ritmo de actividad se sincroniza con la fase diurna del ciclo
LO, con inicio de actividad al encendido de la luz (¢ = 0). La mé&xima actividad se
alcanza en 1.02 h con un promedio de 30.13 eventos por cada 10 minutos, la transicion en
el ciclo de luz y oscuridad producen un cambio notable en los niveles de actividad como
lo muestra la curva promedio correspondiente. El periodograma de este segmento indica
que T = 23.9 h. Cuando pasa a oscuridad constante a partir del dia 13, se observa un
ritmo en libre curso t = 23.67 h, que parte de la fase del ciclo en LO (dias 11y 12). La
curva promedio correspondiente, muestra mayor actividad al inicio de o y varios grupos
con menor amplitud se distribuyen a lo largo del ciclo circadiano.

La figura 6, corresponde a un actograma de un organismo distinto. En LO, hay
un ritmo de actividad bimodal con inicio de actividad que anticipa el encendido de la luz
(p = 0.4 h) y el otro esta presente después del apagado de la luz. Durante la fase luminosa
hay una depresion de los niveles de actividad, lo que indica un posible enmascaramiento
negativo. La actividad maxima la alcanza en 1.94 h para el primer pico con un maximo
de 150.21 eventos por cada 10 minutos. El segundo pico alcanza su actividad maxima a
los 55 minutos después del apagado de la luz y con un promedio maximo de 177.47
eventos /10 min. Una vez en OO (del dia 12 al 51, T = 24.23 h) el pico de actividad de la
mafiana se mantiene con relacion de fase correspondiente al ciclo LO, mientras que el
pico de actividad de la tarde desaparece. Para el dia 28, un segundo pico de actividad se

hace manifiesto, y perdura hasta el dia 35.
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Fig. 5 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LO y OO. Los periodogramas
correspondientes a la sincronizacion y al libre curso, se muestran adjuntos. Se observa un ritmo diurno con

sincronizacién completa y fase de actividad bien restringida a la fotofase.
oL (P2
2

a [ F: * 12
Rl 111 v g A T

Fig. 6. Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LO y OO. En este caso es clara la
anticipacion al inicio de la fotofase y el enmascaramiento negativo. Se observa también que el ritmo es
diurno con sincronizacion completa y fase de actividad bien restringida al inicio de la fotofase.
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En todos los organismos expuestos a estas condiciones, se observd un ritmo
diurno. Sin embargo, las respuestas a la luz no fueron iguales en todos los animales, ya
que de 13 animales 5 presentaron su actividad como se muestra en la figura 5 mientras
que 3 tortugas se comportaron como en el ejemplo de la la figura 6. En 13 animales t =
23.77 + 0.076 h en LO, mientras que en libre curso © = 24.00 +50.169 h. La duracién
promedio de la actividad durante LO fue de a = 15.137 + 0.653 h; y en condiciones de

00 a=17.175+1.99 h.

7.2. Sincronizacion discreta (no paramétrica)

La figura 7, muestra el actograma de una tortuga en condiciones de fotoperiodo
esqueleto LO 11:1, 11:1 del dia 9 al dia 12. Los dias en blanco indican falta de datos por
problemas en el sistema de registro. Del dia 13 al 25, el horario en que se aplica el FE
aparece adelantado por dos horas respecto a lo que se muestra al inicio debido a un error
en el horario establecido en el timer o temporizador. Para el dia 26 se restituye el horario
del FE con el que se inicid y se mantuvo hasta el final de esta condicion experimental.

Se puede observar entre el dia 1 al 9, que el ritmo se sincroniza con los pulsos de
luz de mafiana y de tarde. La respuesta a ambos pulsos (5-6 a.m. y 18-19 p.m.) es un
aumento gradual de actividad que se prolonga 1 h después del apagado. Del dia 26 al dia
40 el pulso de mafiana provoca aumento en los niveles de actividad durante la duracion
del pulso. El pulso de la tarde, en cambio, tiene un efecto diferente en el ritmo de
actividad, ya que ademas de que ocurre una anticipacion muy notoria al encendido de la
luz, la actividad se suprime completamente cuando el pulso termina. La curva a la

derecha, muestra el promedio de la actividad ajustada a un ciclo de 24 horas (dias 30 al

44



40), donde se distinguen dos picos de actividad y su relacion de fase con el encendido de
cada uno de los pulsos de luz; la actividad aumenta alrededor del pulso de la tarde. La
relacion de fase obtenida respecto al pulso de la mafiana es de o= 1.05 h y el de tarde ¢=
5.9 h, ambos anticipan el inicio del pulso. La maxima actividad se alcanzaen 1.2y 6.4 h
y con un promedio de 48.6 y 62.8 eventos por cada 10 minutos respectivamente. El
periodograma muestra periodos de 11.91 y 23.89 h. El valor de o es de 13.32 h 'y p de
10.68 h. Al pasar a OO (dias 44 al 56), el ritmo de actividad oscila libremente desde la
fase correspondiente al pulso de la tarde (t=23.89h). La curva promedio correspondiente,
muestra un oo = 16.32 h 'y p de 7.68 h. La maxima actividad promedio la alcanza en 7.3 h

y con un promedio de 36.66 eventos por cada 10 minutos.

Fig. 7 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en fotoperiodo esqueleto (FE) y OO. Ambos
pulsos de luz presentan un grupo de actividad asociado, sin embargo, es el de la tarde el que oscila
libremente cuando se inician las condiciones de OO. Durante la aplicacion del pulso, hay un incremento en
la actividad, indicando un posible enmascaramiento positivo.
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La figura 8 muestra otro ejemplo en la misma condicion experimental. Del dia 1 al dia 9,
la actividad se presenta con mayor amplitud después del pulso de la mafiana y con
anticipacion al encendido de la luz del pulso de la tarde (¢ = 3.36 h). De los dias 25 al
40, la luz suprimio la actividad en el pulso de la mafiana pero ésta aumento alrededor de
las 2 horas consecutivas. Alrededor del pico de la tarde se observa mayor cantidad de la
actividad. El periodograma muestra dos picos significativos de 11.91 h y 23.89 h
respectivamente. La curva promedio de actividad, muestra o total de 14.98 h mientras
que el de p es de 9.02 h. Hay anticipacion al pulso de la tarde (¢ = 3.36 h). Para el pulso
de la mafana, la actividad méxima se alcanza en 1. 57 h con un méximo de 116.67
eventos / 10 min., mientras que para el pulso de la tarde la actividad maxima se alcanza
en 4.16 h con un promedio maximo de 146.22 eventos / 10 min. Al iniciar OO (dias 45 al
57), la fase de actividad oscila espontaneamente a partir del pulso de la tarde (t =23.72 h).
La curva promedio de actividad, muestra una fase activa conspicua con a =14.43 hyp =
9.57h. Una vez que el organismo inicia su actividad, la maxima amplitud la alcanza
aproximadamente 4 h después, con un promedio maximo de 57.75 eventos/ 10 min.
Todos los organismos expuestos al protocolo de FE, mostraron sincronizacion. El
libre curso en OO mostro relacidn de fase con el pulso de la tarde en 5 tortugas, mientras
que en 2 mostraron el libre curso como un bloque de actividad continua. De acuerdo a los
resultados, durante el pulso de luz, 8 animales mostraron enmascaramiento; tanto positivo
(5 individuos) y negativo (3 individuos) en alguno de los dos pulsos. El pulso de luz que

present6 la mayor actividad anticipatoria, corresponde a la fase de la que suele oscilar el

ritmo en libre curso. EIl valor promedio del periodo en OO después de FE fue de t

24.21 + 0.215 h, mientras que el valor promedio de la relacion alfa/rho fue de 3.6 +
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1.024 h. Durante los pulsos de luz el valor promedio del periodo fue de T = 23.93 + 0.021

Fig. 8 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en fotoperiodo esqueleto (FE) y OO. Ambos
pulsos de luz presentan un grupo de actividad asociado. Al igual que en el caso anterior, el pulso de la tarde
se asocia con la fase que mantiene el ritmo de actividad cuando se inician las condiciones de OO. Durante
la aplicacion del pulso de la mafiana, hay disminucidn de la actividad, y en el de la tarde hay un incremento
indicando un posible enmascaramiento negativo y positivo respectivamente.
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7.3. Efecto de la luz constante sobre el ritmo de actividad locomotriz

La figura 9 muestra la actividad locomotriz de una tortuga en LL (dias 01 al 17).
Durante los primeros cuatro dias hay un ritmo con periodo corto, después se vuelve
arritmico, como se ve también en el periodograma adjunto. En OO (dia 17), hay un ritmo
circadiano nuevamente (1= 23.89, o = 15.31h y p = 8.69 h). Su actividad méxima la
alcanza después de 3.28 h con un promedio maximo de 30.82 Interrupciones / 10 min. La
figura (10) presenta otro ejemplo, donde la arritmia se manifiesta desde el primer dia y no
se restituye aun después de someter al animal a oscuridad. De las 13 tortugas expuestas
en esta condicion, 7 mostraron arritmia en LL desde el primer dia de registro, solo 6

animales restituyeron la ritmicidad al pasar a OO.
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Fig. 9 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LL y OO. La luz constante induce arritmia,
que restituye en poco tiempo la oscuridad constante.
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Fig. 10 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LL y OO. Al igual que en el caso anterior,

la luz constante induce arritmia, sin embargo, en este caso no se restituye en OO.

7.4. Respuesta a fotoperiodos de dias cortos LO 6:18

La figura 11 muestra un actograma de un animal sincronizado a ciclos LO 6:18.
La actividad esta fuertemente determinada por la longitud de la fotofase. No hay
anticipacion al encendido de la luz ni enmascaramiento negativo (dias 01 al 16). La
actividad coincide con el encendido de la luz y es mayor una hora después del encendido,
con un promedio maximo de 35.1 eventos por cada 10 minuto, luego se deprime

notablemente durante la oscuridad. La curva promedio muestra un ritmo conspicuo y o
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esta confinada a la fase luminosa (o = 7.12 h); el periodograma resalta dos picos
significativos (t = 11.91 y 23.89 h). Al iniciar OO (dias 17 al 27), la actividad muestra
un ritmo difuso, pero algunos grupos de actividad provienen de la fase correspondiente al

encendido en LO. No se aprecia un valor significativo en el periodograma adjunto.
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Fig. 11 Actograma en doble gréafica de un ritmo de actividad en LO 8:16. La luz confina la mayor parte de

la actividad la cual no parece oscilar claramente durante la oscuridad constante (OO).

La figura 12, muestra un segundo ejemplo de actividad en LO 6:18. Aqui se
anticipa la actividad al encendido de la luz a partir del dia 8 (¢ = 0.25 h). Se puede notar
que el apagado de la luz provoca también un brote de actividad indicando un

enmascaramiento positivo. Durante la fotofase, la actividad parece ser parcialmente
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suprimida por lo que aparenta ser un ritmo bimodal. La curva promedio, muestra o =9.85
h'y p =14.15 h La actividad aumenta cerca del encendido y el apagado de la luz con un
promedio de 132.79 eventos por cada 10 minutos. El periodograma correspondiente a LO
muestra T =23.9 h y varios picos armonicos. Cuando inicia OO, el ritmo presenta libre
curso (t =22.88 h) y una relacién de fase correspondiente a la del encendido de la luz. La

curva de actividad promedio en OO muestra que o tiene un valor aproximado de 9.02 h y

de reposo de 14.98 h.

-----

Fig. 12 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LO 8:16. La luz suprime parcialmente la
actividad durante la fase diurna. Hay clara anticipacién al encendido, y la actividad continua aln después

del apagado. El libre curso del ritmo, parte de la fase correspondiente al inicio de la fotofase.
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En esta condicién, 3tortugas anticiparon el encendido mientras que 7
restringieron la actividad a la fotofase y 3 tienen un aumento conspicuo antes del apagado
de la luz. La sincronizacién fue completa ya que en la mayoria se observd un ritmo en
libre curso con relacion de fase correspondiente al encendido de la luz. El valor de t =
23.9 + 0.029 h 'y en OO fue en promedio t = 23.79 + 0.336 h. La duracion de o durante el

fotoperiodo LO 6:18 fue de 9.21 + 0.684 h'y en OO fue de 13.26 + 1.494 h.

7.5. Respuesta a fotoperiodo de dias largos.

La figura 13 muestra el actograma de una tortuga expuesta a ciclos LO 18: 6.
(dias 01 al 17). El ritmo de actividad sincroniza al fotoperiodo, la actividad inicia con el
encendido de la luz y conforme transcurre la fotofase, disminuye en amplitud. La curva
promedio de actividad, muestra una a = 20.16 hy p = 3.84 h. La mé&xima actividad en la
curva promedio la alcanza a las 4.53 h después del encendido de la luz, con un promedio
méaximo de 36.79 eventos/ 10 min. No se observa ningun efecto con el apagado de la luz.
El ritmo de actividad se alarga en oscuridad constante (dias 18 al 23) y después se acorta
(dias 24 al 30, T= 23.55 h). La curva promedio correspondiente a OO, muestra la
duracién de a de 18.91 hy p de =5.09 h. entre los dias 18 al 31, y con una amplitud
maxima de 43.19 eventos /10 min. Un segundo ejemplo de sincronizacién a dias largos,
se muestra en la figura 14. La actividad inicia con la misma fase que la del zeitgeber, se
extiende durante toda la fotofase (dias 01 al 17) y disminuye notablemente durante las
seis horas de oscuridad. Durante este periodo la actividad tiene mayor amplitud las
primeras 12 horas de luz y las siguientes 6 horas disminuye, no se observa ningun efecto

del apagado en el ritmo de actividad.
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Fig. 13 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LO 16:8. La luz confina la actividad
durante la fase diurna. No se ve anticipacion al encendido, y la actividad se debilita antes del apagado. El
libre curso del ritmo, parte de la fase correspondiente al inicio de la fotofase.
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Fig. 14 Actograma en doble grafica de un ritmo de actividad en LO 16:8. La actividad es diurna y se
extiende a lo largo de toda la fotofase. No se ve anticipacion al encendido de la luz y el libre curso del

ritmo muestra un periodo corto. Como en el caso anterior, parte de la fase correspondiente al inicio de la
fotofase.
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La curva de actividad promedio muestra que el pico de mayor amplitud ocurre
con el encendido de la luz, posteriormente la actividad tiene una amplitud mas o menos
constante. La duracion de o es de aproximadamente 19.8 h y la de p de 4.2 h. La
actividad méxima se alcanza en 4.21 h después del encendido y esta tiene un maximo
promedio de 38.11 eventos /10 min. Cuando el ritmo entra en libre curso (dias 18 al 31)
presenta periodo corto (t=23.55 h) y la actividad es mas robusta. A diferencia del
fotoperiodo anterior la duraciéon de a es muy marcada y posee un valor de 13.36 h, la
curva tiene una amplitud méxima promedio de 56.31 y la actividad maxima la alcanza en
4.62 h después del inicio de alfa. De los 13 animales expuestos a estas condiciones,
solamente 3 organismos no sincronizaron con el fotoperiodo LO 18:6, 10 animales
iniciaron su actividad con el encendido de la luz y ninguno present6 algun efecto en su
ritmo relacionado con el apagado de la luz. En promedio la duracion de a. en LO 6:18 fue
de 18.79 + 0.272 h y el valor del periodo fue de T = 23.93 + 0.122 h. Mientras que en OO

el valor promedio del periodo fue de (t = 23.54 + 0.082 h).

8. ANALISIS INTEGRAL DE RESULTADOS
8.1. Variaciones de periodo en libre curso después de cada condicion de fotoperiodo.
La figura 15 presenta el promedio del periodo (+ ES) obtenido en cada condicion
de oscuridad previa y posterior a cada fotoperiodo. Se observa que la variabilidad en el
promedio del periodo es mayor después de LO (luz-oscuridad 12:12) que después de FE
mientras que se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre el periodo en libre
curso posterior el FE comparado con aquel posterior a DL. Podemos ver también que la
variabilidad del periodo es mayor entre los animales después de estar en fotoperiodos de

dias cortos (DC).
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Figura 15 Promedio del periodo (xES). Se observan diferencias significativas p<0.05, entre las barras
indicadas con la letra “a”.

8.2. Variacion en la relacion alfa/rho en cada condicion

La figura 16 muestra las variaciones en promedio (+ ES) en la relacion alfa/rho
que se obtuvieron en cada condicion. Se indica con letra (a,b,c,d,e y f) los grupos entre
los cuales se encontraron diferencias significativas. Podemos ver que hay diferencias
entre LO (luz-oscuridad 12:12) y OO posterior a esa condicion (a) y con DL (b). La OO
posterior a LO y a LL muestra diferencias también (c). No se pudo analizar la relacion
alfa/rho en LL debido a que no se encontré un parametro con qué cuantificar la arritmia
obtenida en esta condicion. Entre la OO posterior a LO y a DL también hay diferencias

(d), asi como en la OO posterior a LL con DL (e) y DL con la OO siguiente (f).
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Figura 16 Promedio de la relacion alfa/rho (+ ES). Se observan diferencias significativas (p< 0.05) entre a,

¢y d. Se observan diferencias significativas (p<0.01) entre b, e y f.
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8.3. Variaciones en la relacion de fase entre los distintos fotoperiodos

La figura 17 muestra la variacion en el promedio ( + ES) que existe entre las
distintas condiciones de luz. La mayor variabilidad entre los organismos se presenta en el
pulso de la tarde del FE (FEt) y la mayoria anticiparon el encendido de la luz. La menor
variabilidad se encuentra en el pulso de la mafana en dias largos (DLm). Existen
diferencias significativas entre los grupos marcados con la letra “a” correspondientes a

los pulsos de marfiana y tarde de DC.
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Figura 17. Promedio de la relacion de fase ( + ES). Se observan diferencias significativas (p<0.05) entre

los grupos identificados con la letra “a”.
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9. DISCUSION

La interaccién entre los organismos y su ecosistema, y los mecanismos biolégicos de
las interacciones entre individuos dentro de sus comunidades, pueden describirse a
diferentes niveles de organizacion bioldgica. Los organismos se pueden adaptar a su
ambiente a través de modificaciones fisioldgicas y conductuales, para ello, los estudios de
ritmos circadianos nos proveen de diferentes herramientas para entender a los organismos
dentro de un ambiente dindmico. Lo que un organismo debe hacer de acuerdo a su
supervivencia y reproduccién es encontrar alimento, encontrar una pareja, encontrar un
hébitat con condiciones dptimas para sobrevivencia (temperatura, humedad, intensidad de
luz, pH, oxigenacion etc.), asi como evadir depredadores y minimizar la competencia con
otros organismos. Debido a la rotacion de la Tierra, estos factores no se encuentran
distribuidos de manera uniforme a través del ciclo dia-noche, por lo que la estructura
temporal del ambiente de un organismo es un componente igualmente importante de su
nicho asi como lo son los componentes espaciales, quimicos, energéticos y sociales. Esta
estructura temporal en el ambiente contribuye a la realizacion de actividades propias de
los organismos en momentos especificos del dia. Ademas, contribuye a la segregacion
temporal de actividades en especies enteras que contribuyen también a la diversidad de
especies que habitan una comunidad. Por tanto, el estudio conductual de diversas
especies de animales, ya sea terrestres, acuaticas, diurnas o nocturnas o todas sus
variantes y que comparten un mismo nicho, proporciona informacion sobre la interaccion

espacial y temporal entre especies y entre comunidades.
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Dicho lo anterior, los resultados de este estudio demostraron que la tortuga juvenil
Trachemys scripta es una especie que es un buen modelo de estudio de ritmos
circadianos en condiciones de cautiverio. A pesar de que existe una gran variedad de
ritmos por estudiar, el ritmo de actividad locomotriz es una buena herramienta para
empezar a describir la ritmicidad de este modelo bioldgico y no se necesitan de técnicas
de laboratorio sofisticadas para estudiarlo. De acuerdo al protocolo de experimentacién
planteado Trachemys scripta se adaptd y respondié de la manera esperada a todas las
condiciones luminicas. Debido a que es una especie diurna y que se distribuye
ampliamente se observo que la magnitud de alfa estd muy relacionada con la longitud del
sincronizador (luz).

T. scripta se explota comercialmente desde hace varias décadas con fines de ornato y
de alimentacién. A pesar de que es una especie de facil acceso, no existen hasta el
presente trabajo, antecedentes directos sobre esta especie como un modelo de estudio de
los ritmos circadianos. Aunado a la ventaja de su reproduccion es en cautiverio, las
tortugas juveniles son faciles de mantener en acuarios de poco insumo.

El estudio de los ritmos circadianos se origin6 con la observacion de la conducta de
los organismos. Como en los modelos bioldgicos, los modelos conductuales basados en
principios circadianos proveen una herramienta que nos permite crear hipotesis acerca de
las ventajas evolutivas, el origen y el rol ecoldgico de los ritmos. Los ritmos circadianos,
por los cuales los organismos responden a la estructura temporal de su ambiente, deben
ser estudiados como un tema principal dentro de su ecologia. La pregunta que surge entre
ecblogos y cronobiodlogos es si estos mecanismos que regulan el orden temporal 1) recaen

directamente en la relacion estimulo-respuesta entre el animal y su ambiente, 2) recaen en
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un reloj interno, o 3) representan la interaccion entre el ambiente externo y el reloj
interno (Horton et al, 1992).

El estudio de ritmos bioldgicos en reptiles ha sido enfocado especialmente en
lacertilios, sin embargo, nunca se ha puesto mucho interés en el estudio de ritmos
circadianos en reptiles acuaticos como las tortugas. Una de las estructuras que marcé un
avance importante en el estudio de ritmos bioldgicos en reptiles fue la glandula pineal,
presente en todos los vertebrados, su principal funcion es sintetizar y liberar al sistema
circulatorio la hormona melatonina (Rivkees et al, 1989). La glandula pineal y la
melatonina tienen un papel fundamental en el control de los ritmos circadianos de
reptiles. A diferencia de las lagartijas y otros reptiles terrestres estudiados por el hombre,
la glandula pineal en tortugas al parecer es rudimentaria y en algunos casos no funcional,
(revisado en Dunlap et al; 2004). Un siguiente paso en el estudio de la conducta de T.
scripta, es identificar qué papel tiene la glandula pineal en el control de la ritmicidad
circadiana.

Gracias a los estudios de Menaker (1976) acerca de la evolucion de los sistemas
circadianos en vertebrados, se cree fielmente que los osciladores circadianos residen
centralmente en el ndcleo supraquiasmatico (NSQ) de los vertebrados y periféricamente
en la glandula pineal y los ojos. Algunas investigaciones han demostrado que lesiones
hipotaldmicas producen arritmia en la actividad locomotriz de diversas especies de
lagartijas (Janik et al, 1990; Minutini et al., 1994). Los osciladores circadianos que se han
sido mencionados fueron descritos en diferentes clases de vertebrados, pero como ya
vimos dentro del grupo de los reptiles las lagartijas han sido las méas estudiadas (Tosini et

al, 2003).
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T. scripta muestra con facilidad su capacidad de sincronizacion a los protocolos
establecidos. Para un mejor conocimiento de su biologia en el area de ritmos, nos
basamos en el protocolo de investigacion para mamiferos desarrollado por Aschoff (ver
metodologia) y encontramos que esta especie muestra ritmos muy claros y que ofrecen
las herramientas suficientes para su descripcion. La especie es diurna, por lo que se
esperaba facil sincronizacion paramétrica, sin embargo no sabiamos que esperar con la
sincronizacion no paramétrica, y lo que observamos fue que la especie muestra una
sincronizacion eficiente que anticipa a los pulsos de luz, por lo que se concluye que es
una especie capaz de sincronizar mediante mecanismos continuos y discretos. Esta
descripcion ofrece un campo amplio para investigaciones posteriores de la especie.

Un rasgo importante en esta investigacion corresponde a la presencia de
enmascaramiento positivo y negativo, lo que sugiere que T. scripta es un modelo en
reptiles para profundizar en el estudio de este fendmeno tan peculiar en el campo de la
cronobiologia. En la medida que sea necesario generar un protocolo para estudiar el
enmascaramiento en si, el entendimiento de los ritmos bioldgicos tendrd una nueva
perspectiva y no sbélo complementara su comprension sino que enriquecera el
conocimiento de la biologia de la conducta de los organismos.

El momento del dia durante el cual un organismo esta activo puede ser una faceta
importante de su biologia. Por ejemplo, el inicio y temporalidad de la actividad puede
influenciar en el ambiente fisico y en el individuo mismo, los competidores potenciales y
depredadores que existen y los recursos disponibles. Para las tortugas de agua dulce, los

patrones de actividad diaria durante la época de crecimiento (de mayo a septiembre)
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pueden ser diurnos o nocturnos y hasta a veces crepusculares (revisado en Gourley,
1979; Graham y Hutchison, 1979).

Un principio basico en la ecologia y la evolucién es que los individuos que
maximizan su consumo de energia mientras minimizan su exposicion a la depredacion u
otros factores de estrés tienen mayor probabilidad de sobrevivir y reproducirse en un
ambiente dado (Bennet, 1987; Horton y Rowsemitt, 1992). El grado al cual los factores
internos y externos regulan el programa diario temporal podria estar determinado por el
nivel de correlacién (predictabilidad) en la ocurrencia de eventos ambientales de un ciclo
a otro. Los efectos relacionados con sobrevivencia y reproduccién y las conductas que
coincidan con eventos que son altamente predecibles de ciclo a ciclo podrian estar mas
estrechamente controlados por un programa interno (reloj interno) que aquellos asociados
con condiciones ambientales que tienen niveles menores de predictabilidad (Daan y
Pittenddrigh, 1976; Rapp, 1980).

La capacidad para anticipar un cambio en el ambiente estd dada por un reloj
circadiano. Un mecanismo de temporalidad basado en un oscilador permite la expresién
de las conductas necesarias para medir el tiempo (Enright, 1970; Daan y Pittendrigh,
1976). La presencia de un oscilador también provee a los organismos la habilidad de
reconocer el tiempo local. El reconocimiento del tiempo local resulta en el acoplamiento
de actividades con el ciclo ambiental produciendo asi una condicion conocida como
sincronizacion (Enright, 1965). La sincronizacion se caracteriza por una relacion estable
(4ngulo de fase ) entre eventos ambientales especificos (p. €j., crepusculo) y conductas
0 comportamientos especificos (p. Ej., inactividad) (Kenagy, 1973; Mrosovsky, 1996). El

significado funcional de que t no es necesariamente igual a 24 permite la plasticidad y
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conservacion de un angulo de fase estable en cambios estacionales del fotoperiodos
longitud del dia (Daan y Pittendrigh, 1976). La observacion de la desviacion de estas
predicciones en organismos bajo condiciones de laboratorio controladas indica que otros
factores, ya sea dentro o fuera del organismo, estan modificando la regulacion de su
conducta a través del sistema circadiano.

Dentro de todos los cambios externos a los cuales los organismos deben adaptarse se
encuentra una clase especial de cambios que de manera predictiva ocurren en asociacién
con ciclos diarios y estacionales en el ambiente. En el curso de su evolucion, la mayoria
de las formas de vida han tomado ventaja de la predictabilidad de estos cambios
desarrollando programas temporales que desencadenan respuestas adaptativas para
anticipar su recurrencia en el tiempo. EI estudio del ritmo de actividad en fotoperiodos
largos y cortos, nos permite afirmar que la tortuga T. scripta presenta caracteristicas
estacionales diferenciales en su ritmo de actividad locomotriz, lo que la hace una especie
de interés sobre respuestas estacionales reguladas por fotoperiodo.

El presente trabajo, es un estudio meramente descriptivo y que puede ser una base
para el entendimiento de los ritmos que se generan en tortugas de agua dulce como

Trachemys scripta elegans.
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10. CONCLUSIONES

O La tortuga T. scripta se comporta como animal diurno y crepuscular, y su
valor promedio del periodo en libre curso corresponde a lo esperado para un
animal diurno.

O La presencia de luz, puede indistintamente, producir enmascaramiento
positivo o0 negativo, sin afectar los mecanismos de sincronizacion.

0 Los mecanismos de sincronizacion en esta especie son tanto paramétricos y no
paramétricos.

o La actividad asi como los post efectos de las condiciones en los ciclos de luz,
permiten reconocer que el sistema circadiano de T. scripta, responde
diferencialmente a los distintos protocolos de sincronizacion y de longitud de
fotoperiodo.

o La tortuga juvenil T. scripta, puede ser considerada como un buen modelo

para el estudio de los ritmos circadianos en quelonios.
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