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“La vaca con su reloj biolégico, el perro con el suyo,

el engranaje de la bomba de agua, los patos

buscando altura, la hilera ceremoniosa de las hormigas: cada
uno con su hora precisa:

la materia pesada y la materia liviana produciendo elementos de
distinta densidad,

la lefia cortada y la semilla donde

ya no se ve: el magma de este universo en gestacion que

en estos dias se llama

sopa primordial: vida

sobre muerte para dar

en muerte sobre vida, y asi rotando y

otra vez rotando hasta

la comprobacion de que este paisaje, y atin el peso

de lo artificial,

tiene su reloj biologico trabajando desde el parto hasta ahora:
/Y quién es el que anda por aqui? ;quién

despieza este paisaje inacabado con su reloj en marcha: los
amigos de los que no me he despedido?”

Santiago Sylvester
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RESUMEN

Los organismos necesitan tener suficiente energia para poder sobrevivir y
realizar funciones tales como la reproduccion, la actividad locomotriz, migracion,
etc., por lo cual requieren estrategias de alimentacion eficientes. Algunas
especies de animales tienen solo ciertos momentos y disponen de poco tiempo
durante el dia para poder conseguir su alimento, las cuales también pueden
variar conforme pasan las estaciones del afio. En este sentido los marcapasos
circadianos pueden permitirles por medio de las sefiales ambientales crear
patrones temporales de conducta adecuados para facilitar la obtencién de
comida.

En el presente trabajo se tiene como objetivo analizar los efectos de la
restriccion de alimento en organismos con baja demanda energética como lo es
el cangrejo de rio Pseudothelphusa americana, tomando como respuesta el
ritmo de actividad locomotriz. Para cumplir con tal objetivo se plantearon dos
protocolos con diferentes condiciones de iluminacioén, en el primero se coloco a
los cangrejos en condiciones de luz-oscuridad (LO), oscuridad constante (OO),
OO con restriccion de alimento (RA) de 30 min. por dia y OO. En el segundo
protocolo se considerd un objeto placebo y condiciones LO en la RA para
observar diferencias, asi como dos estimulos de alimentacion a diferentes
horarios con duracién de 1 hora. Los resultados obtenidos indican que en
condiciones de LO en el primer protocolo muestra que la presencia de alimento
puede cambiar la fase de inicio de actividad e inclusive sincronizar el ritmo de
algunos animales observados. Con respecto a se discute la capacidad de
sincronizacion en organismos expuestos a la restriccion de alimento. En el
primer grupo se obtuvo una mayor respuesta de sincronizacion, en el grupo 2
también se obtuvo una respuesta al alimento en el primer pulso a pesar de
contar con el fotoperiodo. Se determind que esta especie responde al pulso de

alimento mostrando una actividad anticipatoria.



1. INTRODUCCION
1.1 Los Ritmos Bioldgicos

A lo largo de su evolucién, los seres vivos han interactuado con el
ambiente, lo que les ha impuesto condiciones que obligan adaptar su fisiologia
para poder tener una mayor probabilidad de supervivencia. Una caracteristica
crucial del mismo ambiente son las series de cambios que suceden en
diferentes intervalos de tiempo y que estan relacionados con eventos geofisicos,
lo que ha dado lugar a respuestas bioldgicas basadas en la duracion de estos
cambios conocidas como ritmos bioldgicos y que se definen como variaciones
ciclicas que ocurren en diferentes parametros del funcionamiento de los
organismos (Aguilar-Roblero, 1993).

Una clasificacion de los ritmos es con base en su frecuencia en un dia, los
gue ocurren alrededor de 24 horas y se les conoce como ritmos circadianos (del
latin circa: cerca y diano: dia), los ritmos ultradianos, son aquellos que suceden
varias veces en un dia, y los ritmos infradianos cuyo periodo es mayor de 30
horas o requieren de varios dias para completar un ciclo (Pittendrigh, 1981).

De los primeros experimentos reportados sobre las caracteristicas de los
ritmos bioldgicos, particularmente aquellos que suceden una vez al dia, destaca
el de DeMarian en 1729, quién demostrd que la ciclicidad en los movimientos
del follaje de una planta, la mimosa pudica, se mantenia a pesar de alejarla del

ciclo de luz-oscuridad.



Este fendmeno lo llevé a preguntarse si los ritmos se originan sélo como
una respuesta a una sefial ciclica ambiental, es decir si son exdgenos o si los
genera el propio organismo, es decir, que son enddgenos y el ambiente solo es
un modulador del ritmo. Posteriormente a los experimentos de DeMairan, una
gran variedad de trabajos se han venido desarrollando para conocer y entender

mejor las caracteristicas basicas de los ritmos bioldgicos.

Los fendmenos recurrentes tienen ciertas caracteristicas generales tales
como el periodo el cual se puede definir como el lapso de tiempo en el que
ocurre la repeticiéon del ritmo, la magnitud de la variacién de dicho fenbmeno se
denomina amplitud y se estima del valor maximo, o cresta, al valor minimo, o
valle, del ciclo. El uso del término fase se refiere al momento en que ocurre un
hecho caracteristico dentro del ciclo en estudio, como la cresta o el valle. Al
evento caracteristico seleccionado para estimar la fase le llamamos marcador de

fase (Gruart, et al; 2002).

Dentro de la oscilacion, la region de actividad se define como como alfay
los niveles de reposo durante el ritmo los definimos como rho, ello depende del

tipo de sefial ciclica con la que se cuente (fig 1).
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Los ritmos biolégicos de naturaleza enddgena son generados en
estructuras del individuo conocidas como reloj biolégico; el cual es un sistema
organico capaz de generar un orden temporal en las actividades fisiologicas y
conductuales, implica la capacidad del sistema para oscilar con un periodo
regular, asi como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una referencia
temporal interna (Aguilar-Roblero, 1993). Este sistema permite una interaccion
adecuada entre el organismo y su ambiente.

1.2 Caracteristicas de los Ritmos Circadianos
1.2.1 Libre Curso

Cuando se mantiene a un organismo aislado de cualquier tipo de sefial
ambiental temporal, puede observarse que la ritmicidad de la variable observada
se sigue presentando con una ligera desviacion en el periodo del ritmo en
comparacién al que se genera en condiciones naturales; a este fenémeno se le
conoce como oscilacién espontanea en libre curso (free running, en inglés). El
periodo endogeno es denominado con la letra griega tau (z) y varia entre los
individuos y especies. Entonces 7 es una aproximacion a los ciclos ambientales
relevantes, y su variaciébn indica que el ritmo observado surge
independientemente de ciclos externos (Moore-Ede et.al, 1982). Asi podriamos
determinar un periodo caracteristico para cada especie, lo que sugiere que es
determinado por la informacion genética. Se pueden hacer ciertas
generalizaciones, en las que especies diurnas, (z) es mayor a 24 horas y en
especies nocturnas (7) es menor de 24 horas, en libre curso en condiciones de

oscuridad constante (Aschoff, 1960).



1.2.2 Efectos de la luz constante a distintas intensidades

Entre los factores ambientales que pueden afectar el valor de 7, se
encuentra la iluminacién ambiental. Estos efectos de la iluminacion se reflejan en
las reglas circadianas de Aschoff propuestas en 1960. De acuerdo con la
primera de éstas, en la mayoria de las especies diurnas se logra observar un
acortamiento de z con mayor intensidad de luz, mientras que para las especies
nocturnas, r se alarga. La segunda regla indica que si bien 7z se acorta al
aumentar la intensidad de la luz en animales diurnos, el cambio es directamente
proporcional a la intensidad en los animales nocturnos. La tercera regla sefala
que la proporcion actividad/reposo (oc—p) aumenta con el incremento en la
intensidad de la luz en animales diurnos, pero disminuye en los nocturnos. La
exposicion a la luz brillante constante en algunas especies, puede crear la
desorganizacion de la ritmicidad, lo que puede tener como consecuencia un
patrén arritmico de conducta. Esta sefial o falta de ritmicidad se han interpretado

como el desacoplamiento entre multiples osciladores (Aschoff, 1960).

1.2.3 Post-Efectos

El periodo de un ritmo circadiano en libre curso esta fuertemente influido
por las propiedades del fotoperiodo al que estuvo expuesto previamente, es
decir que es historia-dependiente (Pittendrigh y Daan, 1976b), a éste fenbmeno

de alteracion se le conoce como post-efecto.



1.2.4 Compensacion de los cambios de temperatura.

Esta propiedad de los relojes biologicos, se refiere a que el valor de 7 de
un organismo es muy similar cuando se mide a diferentes temperaturas
ambientales. La mayoria de los procesos biolégicos dependen de la temperatura
en la que se llevan acabo las reacciones enzimaticas, una forma de determinar
el grado de dependencia es utilizar el Qi9, que se calcula como la razén de la
proporcion de un proceso a una temperatura alta dividida entre la proporcion a
una temperatura 10° C mas baja (Sweeney y Hastings, 1960). Es decir que 7 se
mantiene relativamente constante a pesar de que se presenten variaciones en la
temperatura que pueden llegar a afectar la cinética de procesos enzimaticos
cada vez que se aumenta 10°C (Q10=2-3). Lo anterior sugiere que existen
mecanismos a este nivel, que compensan los cambios 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. En la mayoria de las especies, la velocidad del
periodo de los ritmos circadianos antes y después de un incremento de 10°C
esta en el intervalo de 0.85 a 1.3 (Q10~1), como resultado de la compensacién
de temperatura. Esto permite a los organismos que puedan realizar de una
manera mas eficiente la medicion del tiempo no importando si ocurren

fluctuaciones en la temperatura del ambiente (Pittendrigh, 1981).



1.2.5 Sincronizacién

En condiciones naturales el ambiente geofisico presentan diversas
variaciones ciclicas, por lo que la ritmicidad biolégica no manifiesta su libre
curso, si no que presenta una estrecha relacion temporal con estos, la cual se
manifiesta en forma mas notable en el periodo de la ritmicidad biolégica y en su
relacion de fase con los ciclos ambientales. A este fenomeno le llamamos
sincronizacion y su importancia radica en que permite el ajuste del periodo del
tiempo bioldgico con el geofisico (Aguilar, 1993).

La sincronizacién de acuerdo con Aschoff, consiste en que los relojes
bioldgicos ajustan su periodo de oscilacion 7 al periodo del ritmo ambiental T, de
tal forma que el periodo del ritmo enddgeno sincronizado 7 = T, ademas se
establece una relacion 6 angulo de fase (g 0, z) constante entre la fase del ritmo
enddégeno (po) y la fase del ritmo ambiental (¢z), la cual depende de la
intensidad del estimulo sincronizador y la relacion entre zy T; de tal forma que
para una intensidad determinada del sincronizador, el principal determinante es
la relacion entre zy T, cuando 7 <T el ritmo enddgeno precede al ambiental (y es
positiva), mientras que cuando 7> T el ritmo enddgeno sigue al ambiental (g es
negativa). Por otra parte, cuando la relacion z/T es constante, la disminucion en
la intensidad del sincronizador incrementa el valor de . La intensidad del
estimulo sincronizador y la relacion z-T, determinan la potencia del
sincronizador. La sincronizacion y el tiempo que requiere para que se realice
dependera de la fuerza de la sefal asi como de la sensibilidad del organismo a

la misma (Pittendrigh, 1981).



A cualquier tipo de sefal ambiental capaz de sincronizar un ritmo y que se
presenta de manera ciclica se le da el nombre de zeitgeber (del aleman “dador
de tiempo”). Los sincronizadores mas comunes son la luz y la temperatura,
aunque también se encuentran los sonidos, la disponibilidad de comida, sefiales
sociales, etc.

Las variaciones en distintos parametros del ambiente se presentan
ciclicamente dia con dia; por lo tanto, el periodo del ritmo biologico esta ajustado
al del ambiente y el periodo enddégeno no se observa a menos que se aisle del
ambiente ciclico. Cuando el periodo endbégeno y su relacion de fase del oscilador
se ajustan estrechamente al del estimulo externo, se le conoce como
sincronizacion (en inglés, entrainment). Sin este proceso, los individuos no
podrian ajustar sus funciones a los cambios ciclicos que se presenten en el
ambiente. La sincronizacién le da una relevancia adaptativa a los ritmos
biol6gicos, ya que permiten maximizar la supervivencia del individuo,
colocandolo en el tiempo adecuado para realizar diferentes funciones fisiologicas

y conductuales.

Se ha demostrado por diversos autores, que existe una variedad de
fendmenos ambientales que pueden funcionar como zeitgebers de los ritmos
endogenos. De todas ellas, se considera que las variaciones en la iluminacion
del ciclo dia-noche son las que poseen mayor estabilidad en su periodo y fase,
por lo que son los mas predecibles actuando a su vez el principal sincronizador

(Moore-Ede, et al, 1982).



Existen dos teorias para explicar la sincronizacién: Una implica el modelo
continuo 6 paramétrico, el cual se enfoca en la importancia de los cambios
graduales de la iluminacion en el ambiente. La segunda propone un modelo
discreto 6 no paramétrico, éste se enfoca en los efectos de transicion en el
ambiente como el amanecer y el crepusculo (Pittendrigh y Daan, 1976).

En la sincronizacion paramétrica se propone que la velocidad angular del
oscilador es afectada continuamente, generando asi adelantos y atrasos de su
velocidad angular para ajustarlos al ambiente; en el modelo de sincronizacion no
paramétrica solo se afecta la fase del oscilador en las transiciones de inicio y fin
del estimulo.

1.2..6 Limites de sincronizacién

Dentro del fendmeno de sincronizacion se establecen ciertos limites de
periodo T, fuera de este rango el ritmo presenta libre curso. Estos ciclos T estan
determinados principalmente por el periodo en libre curso y la curva de
respuesta de fase. Entre mas compleja es la organizacion anatémico-funcional
del organismo el rango de sincronizacién se ira haciendo mas pequefio y a
medida de que este rango se amplia disminuye el cambio de y inducidos por
cambios en el T.

También pueden presentarse casos a los que Aschoff denomind
“sincronizacion parcial” en los que se estudian simultaneamente de mas de un
sistema efector ante un estimulo sincronizador, algunos ritmos se sincronizan y

otros presentan libre curso (Aguilar, 1993).
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1.2.7 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 present6
el marcador de fase en el ciclo anterior. El momento en el que inicia la actividad
de un ritmo circadiano en libre curso se le conoce como hora circadiana o tiempo
circadiano 12 (TC12). Asi pues, el TC12 marca el inicio de la noche subjetiva y
esta se extiende hasta TC 24; mientras que el dia subjetivo se extiende desde
TC 0 hasta TC 12 (Gruart et al, 2002). Cuando a un sujeto que presenta 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 c) 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)
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1.3. Enmascaramiento

Se puede dar el caso de que ciertas condiciones experimentales 6
sefiales ambientales puedan llegar a obscurecer el mecanismo real del
sincronizador actuando sobre los sistemas efectores del ritmo manifiesto sin
llegar a afectar el reloj circadiano; a este fendmeno se le conoce como
enmascaramiento (Moore-Ede, et al; 1982) y puede diferenciarse de la
sincronizacion al observar si la fase del ritmo en libre curso, corresponde a la
gue se predice por la fase del oscilador previa a la presencia del estimulo que

provocé el enmascaramiento (Dunlap et al, 2004).

1.4 Organizacion del sistema circadiano

La mayor informacion acerca de la organizacion circadiana en los
animales viene de algunos organismos modelo. Los sistemas circadianos de los
animales multicelulares consisten de uno o mas marcapasos (osciladores
maestros con capacidad para imponer su fase y periodo a otros osciladores)
para la generacion de ritmos diarios, sefales de entrada del medio para
transmitir la informacion sensorial necesaria para la sincronizacion y mensajes

de sefales de salida para regular diariamente la fisiologia y conducta ritmica.

La busqueda de los marcapasos se ha enfocado en el sistema nervioso
central, pero también se ha observado que existen varios tejidos que son de
sefal de salida en el sistema nervioso que tienen un ritmo circadiano robusto

(figura 2).
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Figura 2. Representacion basica de los elementos que integran un sistema
circadiano. Los ciclos ambientales son Zeitgebers que sincronizan al reloj

circadiano para que su salida tenga el mismo periodo.
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La organizacion del sistema circadiano en invertebrados ha sido enfocada
en el sistema nervioso central de dos especies de moluscos gasterépodos y en
varias especies de artropodos. En los moluscos marinos Bulla gouldiana y
Aplysia californica se observo en cultivos de ojo aislado que el ritmo de
potenciales de accidén se mantenia en libre curso bajo condiciones constantes de
laboratorio. Las neuronas basales de la retina del ojo sirven de marcapasos y los
fotorreceptores para la sincronizacion, (DeCoursey, 2004).

Los sistemas circadianos de artropodos mejor conocidos son el del
escorpion y el de la cacerola de mar Limulus. En insectos, el marcapaso primario
se ha encontrado en el I6bulo éptico para grillos, cucarachas, en los escarabajos
y el I6bulo cerebral para moscas y mariposas nocturnas. La retina y
fotorreceptores extrarretinianos proporcionan una sefial de entrada para la
sincronizacion a las condiciones ambientales locales. El reloj del escorpion esta
oculto en el protocerebro y cinco conjuntos de ojos laterales sirven en la
deteccion de iluminacién para la sincronizacion circadiana (DeCoursey, 2004).

En los animales vertebrados no mamiferos el principal marcapasos
frecuentemente es la glandula pineal, la retina y el ndcleo supraquiasmatico
(NSQ). La glandula pineal es fotorreceptora y junto con la retina participan en la
sincronizacion por luz. Otros fotorreceptores periféricos pueden presentarse en

este grupo, y la sincronizacién no fotica es importante en algunas especies.
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1.4.1 Multiples osciladores

A lo largo del tiempo se han podido identificar en distintos niveles
elementos que cumplen con las caracteristicas de un reloj biolégico, esto nos
lleva a pensar en si en un organismo existe un solo reloj que lleva todos los
ritmos 0 si cada ritmo tiene un oscilador.

En distintas especies de vertebrados e invertebrados se han localizado
una serie de genes cuyo producto regula el periodo de la ritmicidad biologica. A
nivel de sistemas se ha identificado estructuras como el ganglio cerebral en la
polilla, la glandula pineal en las aves o el NSQ en los mamiferos. Cada una de
estas estructuras ha sido capaz de imponer periodo y fase de la ritmicidad
biolégica en cada una de las sefiales de salida estudiadas. Este tipo de reloj
consistiria en un oscilador autosostenido que impondria fase y periodo a la
salida de sistemas efectores. El oscilador seria el responsable del ajuste de
fase del organismo ante sefiales ciclicas del ambiente (Johnson et al, 2004)

Por otra parte se ha observado en la fisiologia animal, que para la
regulacion de los sistemas organizados, se requiere de asas de
retroalimentacion negativa, las cuales pueden considerarse osciladores
potenciales, donde el periodo dependeria de las caracteristicas cinéticas del
sistema. La relevancia funcional de estos dos tipos de osciladores (fisicamente
discretos y los que surgen de sistemas de retroalimentacion negativa), se ha
demostrado por medio de diversos estudios. La perturbacion en el
funcionamiento de los sistemas fisiologicos no es capaz de alterar la

organizacion temporal del individuo, salvo en las estructuras consideradas como
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marcapasos Y la lesion en estas ultimas no es capaz de conducir a la formacién

de individuos arritmicos (Moore-Ede et al, 1982).

Por todas estas observaciones se sugiere un modelo de estructura
multioscilatoria jerarquica del sistema circadiano. Esta jerarquizacion pudiera
depender del hecho de que mientras la oscilacibn de las asas de
retroalimentacion negativa ocurre en sistemas orientados a mantener constante
la salida de estos, la oscilacion en los marcapasos parece ser en si misma la
salida regulada del sistema. En el primer caso las oscilaciones son atenuadas y
facilmente perturbables en su periodo y fase, mientras que en el segundo las
oscilaciones son autosostenidas y las perturbaciones del periodo y fase son

compensadas por componentes aparentemente homeostéaticos (Aguilar, 1993).

Existen tres tipos de caracteristicas que hacen valida la teoria de mas de
un oscilador en un individuo. Uno, el sistema circadiano estd compuesto por dos
6 mas osciladores capaces de generar un ritmo circadiano auto sostenido. Dos,
estos osciladores potencialmente independientes estan sincronizados entre si
estando o no el organismo en un ambiente periodico. Tres, cada oscilador esta
normalmente sincronizado a ciertos ciclos ambientales especificos, asi que debe
haber transductores que conviertan la sefial ambiental en sefales biolégicas que

puedan sincronizar a cada oscilador (Moore-Ede, et al; 1982).
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1.5 El oscilador sincronizado por alimento

Todos los organismos necesitan energia para sobrevivir y reproducirse,
las presiones de seleccion natural han mantenido las estrategias mas eficientes
para estas funciones. Para algunos omnivoros y carnivoros sus fuentes de
alimento estan disponibles s6lo durante un cierto momento durante el dia y esta
disponibilidad puede cambiar durante las estaciones. Para los herbivoros la
fuente de alimento es relativamente constante, pero puede ser que sélo cierto
momento en el dia esté libre de depredadores. Por estas razones la
disponibilidad de alimento y el tiempo de ingesta del mismo son factores muy
importantes para la sobrevivencia de los organismos. Los animales pueden usar
un reloj circadiano para generar patrones temporales Optimos de conducta,

incluyendo los de alimentacion (Stephan, 2001).

Las observaciones y experimentos relacionados con la sincronizacién por
alimento establecieron que las abejas tienen una memoria para el tiempo de
comida basado en un reloj circadiano enddgeno (Binning, 1973). En 1922
Ritcher observé que en mamiferos, particularmente en ratas, que eran
alimentadas diariamente en un horario restringido, incrementaban su actividad
locomotriz varias horas antes del tiempo de comida, es decir, que las ratas

“anticipaban” el tiempo de disponibilidad de alimento (Johnson, et al, 2004).

La primera evidencia indirecta de que la actividad anticipatoria (AA)

puede ser controlada por otro reloj circadiano, se muestra en el trabajo de
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Meyer-Lohmann enl 955. Los ratones estudiados en oscuridad constante y
comiendo una vez al dia se volvian activos antes de la llegada del alimento, pero
simultaneamente mostraban un ritmo de actividad en libre curso, con un periodo
mas corto de 24 horas. Esto implicaba que dos osciladores estaban
involucrados, pero tuvieron que pasar varias décadas y la realizacion de varios
experimentos para que esta idea fuera aceptada.

Diversas investigaciones de los efectos de restriccion diaria de alimento
en los procesos fisiolégicos, revelaron que la temperatura y los niveles de
corticosterona aumentan anticipando el acceso de comida (Krieger, 1974) y que
la comida compite aparentemente con la luz como zeitgeber para estas
funciones.

En un estudio donde los ratones tuvieron lesion en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), no se elimind el aumento anticipatorio de la
temperatura y la corticosterona. Lo que indica que la sincronizacién por alimento
es regulada por otro oscilador distinto al NSQ, en la actualidad aun se
desarrollan experimentos para poder localizar el oscilador de sincronizacién por
alimento (FEO, por sus siglas en inglés Food-Entrainable Oscillator). Para el
estudio de las propiedades del FEO se usan roedores principalmente con
lesiones en el NSQ pero con la capacidad de sincronizacién con ciclos rapidos

de comida.
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2. ANTECEDENTES
2.1 El sistema circadiano en los crustaceos decapodos

Los crustaceos son uno de los grupos animales mas grandes en nimero
de especies e individuos, asi como uno de los méas diversos en comportamiento,
estan muy bien adaptados a los diferentes habitats que van desde aguas
tropicales a articas, estuarios, océanos, agua dulce y habitats terrestres.

A pesar de que dentro del grupo de los invertebrados mas estudiados
estan los crustaceos estos cuentan con poca informacién acerca de los relojes
biolégicos, debido a factores como: una talla pequefia, héabitats relativamente
inaccesibles y la complejidad extrema del ciclo ambiental, lo que resulta en
ritmos bioldgicos poco claros, ademas de la fragilidad que presentan muchos
crustdceos bajo condiciones de laboratorio. Sin embargo, existen algunas
revisiones que incluyen ciertos aspectos de la ritmicidad en crustaceos en donde
se ha confirmado la tesis de que los marcapasos biol6gicos operan funciones
ritmicas en estos organismos (DeCoursey, 1983).

En crustaceos ha sido dificil identificar una estructura que funcione como
reloj aislado (in vitro), sin embargo, estos han sido estudiados a través de
medios indirectos, usando salidas ritmicas para estudiar las propiedades del
reloj. Entre los ciclos biolégicos méas estudiados estan los reproductivos, de
sensibilidad visual y de actividad locomotriz (Fanjul-Moles et al, 1992, Miranda-

Anaya et al, 2003a,b).
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DeCoursey (1983), menciona que los ritmos mejor estudiados en
crustaceos son los de reproduccion y en decapodos en particular los de
actividad locomotriz. Entre los principales estudios de ritmicidad en la actividad
locomotriz en decapodos de agua dulce, estan principalmente los de acociles
(Miranda-Anaya, 1994; Fanjul-Moles, 1998); asi como estudios recientes en el

cangrejo de rio Pseudothelphusa americana (Miranda-Anaya et al, 2003a;

2003b, 2004, Carmona-Alcocer et al, 2005).

Se han realizado estudios en crustaceos sobre ritmos bioldgicos, los
primeros reportes fueron por cambio de color del integumento de organismos
como acociles y cangrejos del género Uca, haciendo énfasis en la desaparicion
del ritmo por eliminacién de los pedunculos oculares, determinando a estos
como centros ritmicos que llevan a cabo esta funcion mediante la liberacion de
hormonas (Brown, 1983).

De los ritmos mas estudiados en crustaceos de agua dulce, estan los de
la migracion de pigmentos retinales en cangrejos, donde se observé que el
pigmento retinal se expande en el dia y contrae por las noches. Se ha propuesto
gue existe un mecanismo hormonal que regula los pigmentos ya que no se ha
demostrado la existencia de fibras nerviosas eferentes hacia ellos (Brown, 1983;

Aréchiga, et. al, 1992).
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Otros ritmos investigados son las tasas metabdlicas de algunos
cangrejos, como la aceleracion del corazén en fase nocturna, cambio de pH en
musculo e higado, consumo de O, etcétera, postulandose con estos estudios la
existencia de un ritmo general en el metabolismo y reforzando la hipotesis de la
existencia de ciclos diarios, mensuales y lunares en la tasa metabdlica, algunos
ciclos de origen exdégeno que constituyen el sistema del marcapasos para las
ritmicidades enddgenas persistentes (Brown, 1983).

Dentro de la gran diversidad de estudios, pueden existir algunas
contradicciones, pero todos los autores estan de acuerdo en que se presenta
una perdida de ritmicidad después de la ablacion de los pedinculos (para
Cambarus, Uca y Trichodactylus). Lo anterior sugiere que el mecanismo
hormonal del pedunculo es al menos un mediador, si no un reloj autbnomo
involucrado en el control de la actividad locomotriz ritmica.

Diversos estudios apuntan a que el sistema circadiano de los crustaceos
es multioscilatorio (Page, 2001). Se ha identificado que diversos elementos
cumplen con la funciébn de reloj biolégico. Los sistemas postulados como
osciladores en crustaceos son: el pedunculo ocular, y el protocerebro en el
ganglio supraesofagico (Page y Larimer, 1975; Fanjul-Moles, 1998; Fuentes-

Pardo et. al, 1996).
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2.2 Biologia de crustaceos y de la especie (Pseudothelphusa americana)

Los crustaceos son artropodos, su caracteristica principal es que tienen el
tegumento muy consistente, en ciertas especies logra una dureza acentuada,
esto debido a que la cubierta de quitina estd formada por sales calcareas y
forman una costra. Su anatomia externa se caracteriza por que su cabeza
consiste de cinco somitas: anténulas (o primeras antenas), antenas (o0 segundas
antenas), las mandibulas que aparecen cubriendo la boca, detras de las
mandibulas estdn dos pares de apéndices alimentarios accesorios: maxilulas o
primeras maxilas y el maxilar o segundas maxilas (Ruppert y Barnes, 1996).

El orden decapoda se caracteriza porque en estos individuos los tres
primeros pares de apéndices toraxicos se han transformado en maxilipedos
(apéndices modificados para la alimentacién), los cinco pares restantes son
patas y de ellos viene el nombre. Este orden incluye crustdceos como
camarones, langostas y cangrejos, en los cuales el caparazén cubre las
regiones cefélica y toracica, formando el cefalotorax el cual se extiende
lateralmente para formar las camaras branquiales, ademas el primer par de
patas se transforma en quelipedos (apéndices para defensa o alimentacion).

Los decapodos son predominantemente marinos (89%), pero también han
logrado invadir ambientes dulceacuicolas (10%) y terrestres (1%). Los adultos
en su mayoria son organismos bentonicos que viven sobre el sustrato,
protegidos por las rocas o la vegetacion, pero también pueden vivir enterrados

en el sedimento (infauna).
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El orden Decpoda se divide en dos subordenes: Dendrobranchiata y
Pleocyemata; en este ultimo se encuentran los camarones, langostas, acociles y
cangrejos anomuros y verdaderos. Los cangrejos braquiuros (o cangrejos
verdaderos), tienen el primer par de pereidopodos quelado més desarrollado que
los restantes, el abdomen es reducido y simétrico y totalmente flexionado sobre
la superficie ventral del torax (Alvarez y Villalobos, 1996).

Los cangrejos de agua dulce del continente americano pertenecen a dos
familias: Pseudothelphusidae y Trichodactylidae. Para distinguir las dos familias
se toma en cuenta la forma del caparazén; en los pseudotelfisidos es mas
ancho con dientes anterolaterales muy reducidos o ausentes, mientras que en
los tricodactilidos es de redondeado a hexagonal con espinas anterolaterales
bien formadas (Alvarez y Villalobos, 1997). Los cangrejos de agua dulce
representan un componente importante en los ecosistemas dulceacuicolas ya
gue son eficientes procesadores de materia organica, depredadores de
pequefios invertebrados y peces, son a su vez, alimento de una gran variedad
de vertebrados y huéspedes intermediarios de parasitos del hombre.

Los cangrejos de la familia Pseudothelphusidae se distribuyen en el
continente americano siguiendo un patrén estrictamente neotropical. La
distribucién de la familia va desde el norte de Sonora, continuando hacia el sur
por la vertiente del Pacifico hasta el eje neovolcanico, a partir del cual se dirige
hacia la costa del Golfo de México. El resto de la porcidn sur central de México
estd ocupada por estos organismos, con la excepcion de la Peninsula de

Yucatan.
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Estos cangrejos se distribuyen en Centroamérica y el norte de
Sudamérica desde las Guyanas hasta Perd, incluyendo una basta porcion de la
cuenca del Amazonas (Alvarez y Villalobos, 1997).

La familia Pseudothelphusidae generalmente se encuentra debajo de las
rocas, en las orillas de los rios y lagos debido a que tienen la capacidad de
realizar respiracion aérea, siempre y cuando exista suficiente humedad en el
ambiente. Se ha descrito una membrana epitelial a través de la cual se da el
intercambio de gases llamada “pseudopulmén”. Esta adaptacion le ha permitido
a estos cangrejos ocupar tierras humedas a cientos de metros de un cuerpo de
agua. La morfologia externa es uniforme en todas las especies de la familia, con
excepcion de las formas cavernicolas que carecen de pigmentacién y ojos, y
presentan una elongaciéon de los apéndices ambulatorios (Alvarez y Villalobos,
1997). Estas especies presentan un desarrollo directo, es decir, no hay etapa
larvaria, de los huevecillos emergen pequefios cangrejos que permanecen en el
abdomen de la hembra durante algin tiempo hasta alcanzar tallas de mas de 1.6
mm de ancho de caparazén. Este tipo de desarrollo es una respuesta a la
necesidad de permanecer cerca del lugar de origen, ya que si se alejan de éste,
disminuyen sus posibilidades de encontrar un lugar apropiado para establecerse,
las areas de distribucion de cada especie pueden ser muy reducidas, una
seccion de un rio, una cascada, una porcion de la orilla de un lago, una cafiada,
etc. Necesariamente, una dispersion reducida o ausente conduce a la
diferenciacion de las poblaciones y consecuentemente a la especiacion (Alvarez

y Villalobos, 1997)
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3. Planteamiento del problema

Se han realizado muchos trabajos con la sincronizacibn como tema
principal, su importancia radica en que ésta permite al organismo ajustar sus
diferentes funciones a las variaciones ciclicas del ambiente.

En el caso del cangrejo de rio Pseudothelphusa americana se toma como
principal sincronizador a los periodos de luz — oscuridad ya que se tienen
registros de que es una especie crepuscular, que en condiciones de laboratorio
presenta un ritmo circadiano bimodal donde los picos de actividad se encuentran
relacionados con el encendido y apagado de las luces (Ramirez-Lomeli, 2002).
En esta especie, los componentes de actividad se mantienen en condiciones de
oscuridad constante y se llegan a tener varios ciclos en libre curso (Miranda-
Anaya et. al, 2003a, Carmona-Alcocer et al, 2005).

En este estudio se toman en cuenta no solo la sincronizacion fotica,
también se considera la sincronizacion por medio del alimento, ya que la
disponibilidad de éste es indispensable para la sobrevivencia de los animales.

También se analiza la importancia de la comida como sincronizador en
competencia con la luz, un zeitgeber que es ampliamente eficiente en la
sincronizacion de los ritmos circadianos en Pseudothelphusa, una especie que
no tiene altas demandas energéticas, pues es un invertebrado y por lo tanto

ectotermo.
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4. Hipétesis

En distintos estudios se ha observado que el ciclo de luz-oscuridad
funciona como un agente sincronizador fuerte, pero también se ha propuesto
como sincronizador al alimento obteniendo una respuesta de actividad
anticipatoria (AA). Si el alimento funciona como sincronizador en el cangrejo de
rio Pseudothelphusa americana, entonces los animales presentaran una
respuesta de anticipacion al alimento, sincronizando su ritmo de actividad
locomotriz a la presencia de éste. Si ademas ésta anticipacion se presenta en
ciclos de luz y oscuridad, indicara que el alimento es un sincronizador tan fuerte
como el ciclo de luz.
5. Objetivos
5.1 General
Analizar la eficiencia que tiene el alimento como zeitgeber en un cangrejo de rio
y si existe actividad anticipatoria a la presencia de alimento.
5.2 Particulares
1.- Observar si el alimento sincroniza el ritmo circadiano en libre curso y si se
presenta una actividad de anticipacion (AA) al mismo.
2.- Conocer si existe una diferencia entre el efecto del ciclo de luz-oscuridad y el
ciclo de alimento.
3.- Observar si el placebo produce una respuesta de sincronizacion y actividad
de anticipacion.
4.- Si se requiere un periodo largo de ayuno para reforzar el efecto del alimento

como agente sincronizador.
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6. Materiales y Método

6.1 Obtencién y mantenimiento de los animales.

Los animales fueron obtenidos de estanques naturales en Mixquiahuala,
Estado de Hidalgo, se trasladaron al acuario de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, para ser aclimatados durante dos semanas con fotoperiodo de 12 horas
luz y 12 horas oscuridad y alimentados con cubos pequeiios de salchicha de
pavo y verdura. Durante la aclimatacion, los cangrejos fueron mantenidos en
acuarios de vidrio, parcialmente llenos de agua y recambiada totalmente dos
veces a la semana. El alimento (cubos pequefios de salchicha de pavo y verdura
precocida) fue proporcionado diario a distintas horas para no crear

sincronizacion a esta actividad.

6.2 Registro de la actividad locomotriz

El registro de la actividad locomotriz se llevé a cabo dentro de las
camaras de ambiente controlado del taller de Biologia de Animales Il de la
Facultad de Ciencias UNAM. En total se utilizaron 24 cangrejos sin distincion de

sexo, peso y sin distincién entre estado juvenil o adulto.

Cada cangrejo fue colocado en acuarios individuales de 30x10x11 cm equipados
con fotosensores infrarrojos conectados a un sistema de registro (PC). Los datos
obtenidos, fueron acumulados en bloques (bin) de 10 minutos. Los sensores

registraron el movimiento uno a la vez (figura 3).
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Figura 3. Sistema de registro de actividad locomotriz mediante sensores

infrarrojos acoplados al acuario que contenia el espécimen.

Se colocaron ocho acuarios en un gabinete de madera, acondicionados
con lamparas (Phillips, 150 lux) que proporcionaron las condiciones de luz. El
fotoperiodo fue controlado por medio de un interruptor programable. El
fotoperiodo comprendio un ciclo de 12 horas de luz con 12 horas de oscuridad

(LO 12:12).
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6.3 Disefio Experimental
6.3.1 Sincronizacién Féticay No Fética

Los animales fueron divididos en dos grupos para seguir distintos
protocolos de sincronizacion de la siguiente manera: G1 (15 cangrejos) y G2 (9
cangrejos). La restriccion de alimento esta definida para este trabajo como el
tiempo limitado y un momento determinado en el dia en la que se les
proporcioné alimento a los cangrejos. El objeto placebo considerado para el
segundo protocolo consistié en un circulo de plastico colocado durante 4 dias
por 60 minutos de 10:00 a 11:00 am.

Primer protocolo: La sincronizacion Foética consisti6 de 10 a 22 dias en un

fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad (LO 12:12) con alimento cada 5
dias, de 10 a 15 dias en oscuridad constante con alimento cada 5 dias, de 9 a
13 dias en oscuridad constante (OO) con restriccion de alimento (RA) de 40
minutos en promedio alrededor de las 10:00 am y para finalizar 15 dias en OO
en libre curso (LC).

Sequndo protocolo: La sincronizaciéon fética consisti6 de 10 dias en un

fotoperiodo de LO 12:12 con alimento diario, 4 dias en hambruna en LO 12:12,
10 dias en LO 12:12 presentando diario un estimulo con el objeto placebo
(plastico en forma circular), 13 dias en LO 12:12 RA de 60 minutos de 10:00 a
11:00 am, 14 dias en OO y LC, 11 dias con RA de 60 minutos de 13:00 a 14:00
pm y para finalizar 10 dias en OO y LC.

En la figura 4 se presenta el método de trabajo seguido para cada uno de

los grupos experimentales, y las condiciones a las que fueron sometidos para
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obtener un registro continuo de sus movimientos.

1er. Protocolo 2do. protocolo
N=9
N=is .
LO LO
11-22 10 dias
dias ¥
l H
00 4 dias
10-15 .
dias
l LO
Placeho
b 10 dias
RA &
9-13 LO
—dpe— RA
00 | 13 dias
Lc 00
15 dias LC
| 14 dias
13 Cias
00
RA
| 11 dias
00
LC
|10 dias

LO: Luz- oscuridad (12:12)
OO: Oscuridad constante
RA: Restriccion de alimento
LC: Libre Curso

H: Hambruna

Figura 4. Disefo experimental usado en el presente trabajo.
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7. RESULTADOS

7.1 Primer protocolo

7.1.1 Condiciones de LO

Los cangrejos de éste grupo mostraron un ritmo circadiano de actividad
locomotriz bimodal con picos de actividad relacionados con el encendido vy el
apagado de las luces. En la tabla 1 se muestran los valores de periodo en esta
condicién y se observa que tres organismos presentaron periodos de 24.5, 22.4
y 26.5 h respectivamente. El resto de los cangrejos presentaron ritmos con
periodos de 23.9 lo que indica una sincronizacion al fotoperiodo. Al poner el
alimento por 50 minutos tres horas después del encendido de las luces, sélo
hay un animal que no se sincronizd con el ciclo LO, estabiliza el periodo del

ritmo a 23.9 h, mientras que cuatro cangrejos presentan actividad arritmica.
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PERIODO
ler.protocolo
Individuo LO OOR
cll 23.ojarritmico
col 24.5 23.9
chl 23.9 22.5
c/1 23.9 23.9
ci1 22.4 25
cl2 23.9 24.91
c22 23.9farritmico
c32 26.ojarritmico
cd2 23.9 24.2
cH2 23.9 24.06
cH2 23.45
cF2 arritmico

Tabla 1. Se presentan los valores de periodo en horas, obtenido mediante el
periodograma de X2, de cada uno de los individuos usados en diferentes
condiciones experimentales. LO= Luz/oscuridad 12:12, LORA= ciclos de
luz/oscuridad con restriccion de alimento.



7.1.2 Condiciones de OO con Restriccién de alimento

La figura 5 muestra dos actogramas dobles’ en donde se observa la
sincronizacion al pulso de alimento (izquierda) y donde el alimento no tuvo
efecto sobre el periodo del ritmo (derecha). Las condiciones de iluminacion
iniciales (LO) correspondiente a los primeros 20 dias, se muestran con las
barras blancas y negras en la parte superior de cada actograma. Las
subsecuentes condiciones de iluminacion se indican al lado izquierdo de cada
actograma (LO, OO) y si hay presencia de alimento a la misma hora (RA). El
actograma de la izquierda muestra que al presentar el alimento del dia 39 al 65
la actividad anticipa la presencia del alimento aproximadamente dos horas
antes. Al suspender el pulso de alimento, el ritmo desaparece. La figura de la
derecha muestra claramente el ritmo en libre curso y no tiene respuesta los

ciclos LO ni a la presencia de alimento.

! Técnica que a partir e de una captura de datos, efectuada durante un periodo P a intervalos
constantes, se agrupan los datos n subintervalos y se escalan para construir una grafica de n
barras, donde n es un numero de intervalos definidos en P. Adem&s, para observar mejor la
ritmicidad se repite al lado izquierdo la misma gréafica, pero recorrida un periodo, sobre la escala
de las ordenadas; de esta forma se observa que si la ritmicidad corresponde al periodo P
seleccionado, se obtendréa una gréfica de desfasamiento, o bien si la ritmicidad es mayor a la del
periodo propuesto, la grafica presentard una pendiente negativa, mientras que si es menor
presentard una pendiente positiva. De esta forma es posible apreciar el periodo y fase del
fendbmeno en estudio (Vega, 1993).
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Fig.5 A) Actograma del ritmo de actividad locomotriz durante el protocolo 1. el
organismo de la izquierda anticipa y sincroniza a la presencia del alimento
durante DD, B) se observa como es que este organismo al principio del
protocolo solo sincroniza al fotoperiodo de LO 12:12 solo por los primeros dias,
después de esto sigue un libre curso muy marcado sin responder al estimulo del
alimento para poder sincronizarlo. La linea obscura representa la presencia del
alimento. La flecha azul indica el cambio de condicion.

34



En la figura 6, se muestra a los organismos que sincronizaron al ciclo LO,
en un histograma de frecuencias, de las fases de inicio de actividad en ciclos LO
(gréfica superior) y de la fase al presentar el alimento durante el fotoperiodo. Se
puede observar que en LO, las fases se distribuyen alrededor de la transicion del
fotoperiodo, pero al presentar el alimento (sefialado con una flecha en el

histograma inferior), las fases se redistribuyen alrededor del pulso del alimento.

- |
Ll UL Amipd on
. R

Fig.6 Se muestra un histograma doble. En el histograma superior se puede
observar el comportamiento de los individuos durante la fase de LO en el primer
protocolo. En el histograma inferior se presenta con una flecha negra el
momento en el que es presentado el estimulo del alimento.
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7.2 Segundo protocolo

7.2.1 Condiciones de LO

La tabla 2 indica el valor del periodo del ritmo de actividad locomotriz
observado en el segundo protocolo. En ella se observa que 7 de 9 cangrejos no
presentan sincronizacion al fotoperiodo en los dias revisados en el protocolo, en
el que ademas se present6 un objeto como placebo, el cual no enmascara el
efecto del alimento como sincronizador. La segunda columna muestra que soélo
tres cangrejos no responden a la presencia de alimento y los deméas modifican el
valor del periodo a uno mas cercano a las 24 horas, en condiciones de oscuridad
constante. A la segunda exposicion pero a diferente horario, cinco cangrejos de

ocho no sincronizaron al pulso de alimento.
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PERIODO
2do protocolo
Individuo | LOplacebo LORA OORA
c23 28 24.06 29.5
c33 23.89 277
cd3 22.29 23.89 25.42
o3 23.1 23.89 27.06
cb3 27.57 23.78 23.89
c/3 27.57 23.97 22.08
ca3 23.89 24.63 24.79
cA3 28.37 2218 23.81
cB3 23.92 23.97 23.81

Tabla 2. Se presentan los valores de periodo en horas, obtenido mediante el
periodograma de X2, de cada uno de los individuos usados en diferentes
condiciones experimentales. LO= Luz/oscuridad 12:12 con estimulo de un objeto
placebo, LORA= ciclos de luz/oscuridad 12:12 con restriccién de alimento y OO=
oscuridad constante con restriccion de alimento.
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7.2.2 Condiciones de OO con Restriccidon de alimento

La figura 7 muestra dos actogramas dobles en donde se observa la
sincronizacion al pulso de alimento (actograma a la izquierda) y donde el
alimento no tuvo efecto sobre el periodo del ritmo (actograma a la derecha). Las
condiciones de iluminacion iniciales (LO) correspondiente a los primeros 13 dias,
se muestra con las barras blancas y negras en la parte superior de cada
actograma. En este actograma se observan los dias en los que se presento el
objeto placebo del dia 14 al 24 durante 1 hora de 10:00 a 11:00 am, este no
provocé ninguna alteracion en el ritmo de actividad locomotriz. Las
subsecuentes condiciones de iluminacion se indican al lado izquierdo de cada
actograma (LO, OO) y si hay presencia de alimento a la misma hora (RA). El
actograma de la izquierda muestra que al presentar el alimento del dia 24 al 38 'y
del 51 al 62 por 1 hora de 10:00 a 11:00 am la actividad anticipa la presencia
del alimento aproximadamente dos horas antes. Al suspender el pulso de
alimento, el ritmo parece seguir con la misma fase aunque se presenta de una
manera menos marcada. Al presentar el segundo pulso de alimento del dia 51 al
62 de 13:00 a 14:00 pm se nota un acortamiento del periodo sin sincronizar a
éste. En el actograma de la derecha se observa como el cangrejo se sincroniza
con el fotoperiodo pero sin tener respuesta al objeto placebo. Cuando se
presenta tanto el primer como el segundo pulso de alimento no sincroniza a la
presencia de estos, sigue mostrando una respuesta mas fuerte al fotoperiodo.
En cuanto se presentan las condiciones de OO se muestra ligeramente el libre

curso del ritmo de actividad
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Fig.7A) Muestra el Actograma del ritmo de actividad locomotriz durante el
protocolo 2 completo. Con este individuo se logra observar el efecto de la
sincronizacion por alimento durante el primer estimulo, se puede ver un cambio
de fase después del OO hacia el segundo estimulo de alimento. En B) se
presenta la sincronizacion tipica al efecto del fotoperiodo LO 12:12 sin mostrar
ningun cambio de fase ante la presencia del estimulo de alimentacion. La linea
obscura representa la presencia del alimento. La flecha azul indica el cambio de

condicion.

El cuadrado de color rojo indica la suspension del pulso de alimento.
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En la figura 8 se muestra en un histograma de frecuencias a los
organismos que sincronizaron al ciclo LO, fases de inicio de actividad en ciclos
LO (grafica A), fase al presentar el objeto placebo en condiciones de LO (gréfica
B) y de las fases al presentar el pulso de alimento en condiciones de OO (gréfica
C). Se puede observar que en LO, las fases se distribuyen alrededor de la
transicion del fotoperiodo, pero al presentar el objeto placebo (sefialado con una
flecha blanca en el histograma) b) el inicio de las fases sufren un ligero cambio.
Al presentar el alimento de 13:00 a 14:00 h el inicio de las fases se distribuyen

alrededor del pulso.
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Fig.6 Histograma triple en el segundo protocolo a) Condiciones de LO 12:12, b)
condicion de LO 12:12 con presencia de placebo y c¢) condicién de OO con
presencia del estimulo de alimento.
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8. Discusion

Los organismos vivos requieren tomar suficiente energia del medio para
poder sobrevivir y reproducirse, por lo que las presiones de seleccion natural
han formado eficientes estrategias para la alimentacion. Para algunos omnivoros
y carnivoros, las fuentes de alimentacion estan disponibles en ventanas
temporales en el dia y estas varian conforme cambian las estaciones del afio.
Por lo cual, con las sefiales ambientales y los cambios geofisicos, los animales
pueden hacer uso de los relojes circadianos enddgenos para generar 6ptimos
patrones temporales de conducta incluyendo la alimentacion (Stephan, 2001).

Para este trabajo se siguié un primer protocolo en ciclo de luz-oscuridad
donde se pudo observar a organismos con diferentes valores de periodo, debe
hacerse notar que para los protocolos no hubo distincién en caracteristicas tales
como la edad, el peso ni el sexo de los animales utilizados. Durante el primer
protocolo se mantuvieron 12 cangrejos de los cuales 9 lograron sincronizar el
ciclo de luz con un promedio de periodo de 23.9h. En cuanto al segundo
protocolo se presentan datos en los cuales 7 de 9 cangrejos no presentaron una
sincronizacion al fotoperiodo. Esta diferencia entre los dos protocolos en funcion
del fotoperiodo, puede estar dada debido a que, los cangrejos del segundo
protocolo, estuvieron expuestos a un periodo de hambruna. Posteriormente
fueron expuestos a la presencia de un objeto placebo que no fue lo
suficientemente fuerte para sincronizarlos pero si para alterar un poco la fase de
su ritmo de actividad locomotriz, (como se muestra en la fig.6B), lo cual podria

explicar que a pesar de que éste grupo estuvo mas dias expuesto al ciclo de luz-
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oscuridad, una mayor cantidad de cangrejos no mostraron una respuesta de
sincronizacion.

En el primer caso de un ciclo artificial de LO a uno de OO se ha
interpretado como la falta de ritmo como interrupcion del acoplamiento entre
osciladores enddgenos y el sistema ambulatorio por los ciclos artificiales de luz o
por la inhibicidbn del oscilador responsable para el ritmo en OO (Thurman y
Broghammer, 2001).

Al igual que el oscilador sincronizado por luz (LEO por sus siglas en
inglés) el FEO controla la ritmicidad en varias conductas y procesos fisioldgicos.
La actividad anticipatoria hacia la disponibilidad de alimento en el caso de los
animales forrajeros puede estar dada debido a que las fuentes de alimento se
encuentran a una distancia considerable de la madriguera por lo cual la
conducta anticipatoria provee suficiente tiempo de dirigirse hacia donde se
encuentra el alimento (Sthephan, 2001).

La fase de Restriccién de Alimento (RA) tuvo un promedio de 40 minutos
en el primer grupo, en este se pudo observar que se tuvo una respuesta alta al
estimulo de alimento se logré sincronizar a éste. En cambio en el segundo
protocolo se tuvo que sélo 3 de ocho cangrejos no lograron sincronizarse con el
alimento.

Se tuvieron ciertas diferencias en ambos protocolos las cuales pudieran
relacionarse con la respuesta de los organismos. Se ha mencionado a la luz
como el principal agente sincronizador de la actividad locomotriz, en donde las

motoneuronas involucradas en el movimiento estdn bajo la influencia
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modulatoria de agente neurohumorales que realzan o suprimen su actividad,
particularmente de la hormona neurodepresora producida principalmente por el
pedunculo optico (Aréchiga,et al., 1992).

Se puede notar que a pesar de la presencia del estimulo fético los
cangrejos de este grupo logran sincronizarse con el alimento dandole una
importancia a la presencia del FEO. En el primer protocolo la fase de RA fue en
condiciones de OO por lo cual el factor del fotoperiodo no intervino y no se
presentd competencia ante el estimulo del alimento. Otro de los factores que
pueden estar teniendo influencia es el horario en el cual se present6 el estimulo,
en el caso del primer grupo se presento entre las 10y 11 am.

Para el segundo se manejaron dos horarios de 10 a 11 am en condiciones
de LO y de 13 a 14 pm en condiciones de OO. Para este grupo, el segundo
estimulo de alimento no indujo sincronizacion, a pesar de no verse afectado por
el factor luz, quizd sea menos sensible en este horario y tenga que ver con la
propuesta de que el marcapasos circadiano estd compuesto por dos osciladores
manana (M) y tarde (T) los cuales responden a diferentes cambios en la
intensidad de la luz (Moore-Ede, et al, 1982; Pittendrigh,1981; Carmona-Alcocer
et al 2005).

El cangrejo de rio Pseudothelphusa americana presenta un tipo de
desarrollo abreviado o directo como respuesta a reducir la dispersion y
permanecer cerca del lugar de origen, ya que mientras mas se aleja tendra
menos oportunidades de encontrar un lugar para establecerse (Alvarez y

Villalobos, 1997), por lo cual la respuesta anticipatoria puede proporcionarle una
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ventaja ya que solo se desplaza el tiempo necesario hacia la fuente donde se
encuentra disponible el alimento, evitando busquedas infructuosas o donde el

alimento no se encuentre disponible.

EL acoplamiento entre el FEO y LEO en ésta especie, puede tener una
importancia adaptativa, tomando en cuenta que las fuentes de alimento pueden
cambiar de repente, mientras que los cambios estacionales en el amanecer y
atardecer son graduales. Esto permitiria a los animales restablecer la etapa de la

fase FEO sin cambiar el sistema circadiano en su totalidad.
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9 Conclusiones

1. Se determind que estda especie responde sincronizando el ritmo de
actividad locomotriz al pulso de alimento mostrando una actividad
anticipatoria (AA). Lo cual es comprobado por medio de periodogramas
de x* los cuales muestran valores cercanos a las 24 horas. Ademaés de
histogramas dobles que muestran la distribucién de fases alrededor del
pulso de alimento.

2. Se pudo observar que el efecto del alimento como zeitgeber es de
relevancia para los organismos, ya que aun en presencia del fotoperiodo
estos logran sincronizar su ritmo de actividad locomotriz a al estimulo del
alimento obteniendo valores cercanos a las 24 horas como se muestra en
la tabla 2.

3. El objetdé placebo colocado durante el segundo protocolo no mostré
ningun efecto sobre el inicio de fase del ritmo de actividad locomotriz en
ninguno de los cangrejos estudiados, como se muestra en los actogramas
de la figura 7, no afecto el valor de periodo y tampoco modifico la

distribucion de fase en el histograma presentado en la figura 8.
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