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RESUMEN

Se ha propuesto la participacion de fotorreceptores retinianos y extrarretinianos en la sincronizacion del ritmo
ERG en el acocil adulto, y tiene relevancia en particular el fotorreceptor del sexto ganglio abdominal (CPR o
fotorreceptor caudal). También se ha propuesto la existencia de al menos dos sistemas osciladores
independientes involucrados en el desarrollo del ritmo del electrorretinograma (ERG) del acocil Procambarus
clarkii, con sistemas de deteccién de luz de longitud de onda corta y larga. Las curvas de respuesta de fase
(CRF) del ritmo ERG en acociles juveniles, ante la aplicacion de luz monocromatica azul o roja en el
organismo entero, muestran cambios de fase tanto en el dia subjetivo como en la noche subjetiva, y las
diferencias dependen tanto de la longitud de onda utilizada como de la hora circadiana (CT) en la cual se
aplican los estimulos. Con el objetivo de determinar, a través de la construccion de una curva de respuesta de
fase, si la aplicacion de luz monocromatica azul especificamente en el telson de acociles juveniles es capaz
de sincronizar el ritmo ERG, se utilizaron 31 acociles con edades de 2 a 6 meses post-eclosion. Se registré en
cada uno de ellos la amplitud del ritmo ERG cada 15 minutos, por al menos 8 dias en obscuridad y
temperatura constante. Tras al menos 3 dias de registro se aplicé en el telson de cada organismo, a distintas
horas circadianas, un pulso de luz monocromatica azul de 30 minutos. Para ello, se disefié un dispositivo
acrilico donde cada organismo fue montado, aislando la parte posterior del mismo hacia una camara donde
una fibra optica iluminaba a través de un filtro Kodak de 450 nm, con un filtro infrarrojo para evitar la
transmision de calor. El efecto de este estimulo luminoso en la fase del ritmo ERG se cuantificd 4 dias
después del mismo, se calculé el CT normalizando cada ciclo respecto a un periodo de 24 horas vy
considerando como referencia de fase el CT 12 o inicio de actividad, donde se alcanza el 50% de la amplitud
de cada ciclo. Se calcularon las diferencias entre la hora esperada del inicio de actividad y la hora observada
del mismo 4 dias después del estimulo, y con ello se obtuvieron los cambios de fase por hora, para construir
asi la CRF respectiva. Se obtuvo un periodo circadiano promedio de 23.45 +/- 2.01 horas. Durante la
aplicacion de la luz azul, la amplitud del ERG disminuyd entre 2% y 30%, dependiendo de la hora, y
mostrando un patrén circadiano con disminuciones maximas entre las CT 14 y 17. La curva de respuesta de
fase obtenida muestra cierta insensibilidad en el dia subjetivo, avances de fase (A) al atardecer y en la noche
subjetiva temprana, y retrasos (D) en la noche subjetiva tardia y al amanecer. La relacién D/A es casi 1. La
forma de esta CRF se asemeja a la obtenida con pulsos de obscuridad en otras especies. La CRF del ERG de
acociles jovenes cuando se estimula con luz blanca el organismo completo muestra zonas de adelantos
moderados y retrasos en la noche subjetiva temprana, y retrasos en el dia subjetivo tardio. El hecho de que la
CFR obtenida al estimular con luz azul dnicamente el telson del animal tenga cambios de fase mas
moderados y principalmente ubicados en la noche subjetiva, sugieren que la magnitud y direccién de los
cambios de fase dependen de las caracteristicas de la luz utilizada y del numero de entradas al sistema

oscilador de acociles juveniles que son estimuladas.



ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the physiological mechanisms
underlying the synchronization of the ERG amplitude rhythm. Chronic ERG
recordings were obtained from juvenile instars of crayfish. Changes on the ERG
amplitude rhythm produced when 30 min blue light illuminated the telson were
determined. The PRC obtained with these data showed advances in the early
subjective night and delays in the late subjective night. These phase shiftings
resemble the features of curves obtained by dark pulses in other species. The
relation of this curve with PRCs generated in the crayfish and other animals

species are discussed.



INTRODUCCION

Los relojes biologicos cuentan entre sus caracteristicas primordiales la capacidad
de recibir estimulos (principalmente luminosos) provenientes del exterior y de
sincronizarse a partir de ellos. Los diversos sistemas circadianos encontrados en
animales pueden tener uno o mas osciladores y también una o mas vias de
entrada de sefiales luminosas y de diversas indoles que funcionen como zeitgeber

(del aleman, "dador de tiempo").

En el caso de crustaceos, se han descrito sistemas multiosciladores y también
diversos tipos de fotorreceptores involucrados en su sincronizaciéon. La hipétesis
clasica de los Articulata plantea que los artropodos provienen evolutivamente de
organismos metaméricos, en los que cada segmento contaria con una porcion de
cadena ganglionar y un par de fotorreceptores. De este modo, el proceso evolutivo
que habria determinado la cefalizacion a través de la integracion de varios
ganglios anteriores, también habria involucrado la integracion de los
fotorreceptores de la regidbn anterior en estructuras mas complejas y
eventualmente en ojos, con sus respectivos fotorreceptores retinianos, que
permitirian la ubicacion espacial del organismo. Los fotorreceptores
extrarretinianos que se habrian mantenido funcionales en los segmentos
posteriores de algunos crustaceos podrian ser una via de entrada al sistema
circadiano, mediando en la ubicacién temporal del organismo y en respuestas

automaticas como el reflejo de huida.

Varios trabajos han propuesto la participacion de fotorreceptores retinianos y
extrarretinianos en la sincronizacion del ritmo ERG en el acocil adulto (Page and
Larimer, 1976; Fuentes-Pardo and Inclan-Rubio, 1987; Sandeman et al., 1990), y
tienen relevancia en particular los fotorreceptores del sexto ganglio abdominal

(CPR o fotorreceptor caudal).



También se ha propuesto la existencia de al menos dos sistemas osciladores
independientes involucrados en el desarrollo del ritmo del electrorretinograma
(ERG) del acocil Procambarus clarkii, con sistemas de deteccion de luz de longitud
de onda corta y larga (Fanjul-Moles et al., 1992). A lo largo del desarrollo del acocil
se observa que la sensibilidad a las distintas longitudes de onda y su participacion
en el programa temporal del organismo se va modificando, y en este proceso esta

implicita la maduracion y el acoplamiento de las diversas estructuras involucradas.

Una herramienta definitiva para determinar si cierto estimulo es capaz de
sincronizar el reloj biolégico de un organismo es la construccion de una Curva de
Respuesta de Fase (CRF), en la cual se grafican los cambios de fase (adelantos o
retrasos) que sufre el sistema temporal, respecto a la hora circadiana (CT) en la

que se administra el estimulo.

La curva de respuesta de fase del ritmo ERG en acociles juveniles, ante la
aplicaciéon de luz monocromatica en el organismo entero, muestra una forma
bimodal, en la que los cambios de fase dependen de la longitud de onda utilizada
y de la hora circadiana en la cual se aplican los estimulos (Fuentes-Pardo et al.,
1992). Sin embargo, la aplicacion de luz al organismo entero no permite averiguar

las vias a través de las cuales esta llegando la informacion al sistema circadiano.

Este trabajo aborda experimentalmente las tematicas anteriores, pues estudia, a
través de la construccion de una curva de respuesta de fase, si la aplicacion de luz
monocromatica especificamente en el telson de acociles juveniles es capaz de

sincronizar el ritmo ERG.



ANTECEDENTES

Generalidades de los Ritmos Circadianos.

La persistencia de oscilaciones periddicas en organismos mantenidos bajo
condiciones ambientales constantes ha sido demostrada en numerosas especies
eucariontes (Reinberg y Smolensky, 1983). Este mecanismo temporal llamado
"Reloj Biolégico", ha sido definido como "Un sistema fisiolégico innato capaz de
medir el transcurso del tiempo en un organismo viviente" (Coleman, 1986); esta
definicion describe un simple "medidor de intervalos", que se limita a marcar
lapsos constantes; sin embargo, actualmente la idea central de un reloj biolégico
ha sido principalmente desarrollada alrededor del concepto de los Ritmos
Circadianos (del latin circa, cercano a y diem, dia), es decir, eventos ciclicos cuyo
periodo se aproxima al de 24 horas. Este concepto de reloj biolégico también
supone para muchas especies la existencia de un sistema multioscilador, cuya
integracion permite imponer un orden temporal al organismo. Aunque hay
antecedentes del estudio de los ritmos desde siglos atras, fue en el siglo pasado
cuando se sentaron las bases de esta nueva disciplina, la Cronobiologia. Por
ejemplo, Erwin Binning inici6 en la primera mitad del siglo XX el estudio
sistematico de los ritmos circadianos en plantas e insectos; Jurgen Aschoff
describio algunas de las relaciones de los factores externos al organismo (como la
luz) respecto a la expresion de los ritmos circadianos; Colin Pittendrigh impulsé el
uso de enfoques y modelos matematicos al analisis de los ritmos (Lara, 2002). Fue
en 1960, con el encuentro de Cold Spring Harbor cuando se establecen las bases
de la Cronobiologia, y el texto "Proceedings from the Meeting (Symposia on
Quantitative Biology, Vol.XXV)" se ha considerado como el acta fundacional de

esta disciplina.

En la segunda mitad del siglo pasado se describe que los ritmos circadianos

poseen 4 caracteristicas fundamentales:
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a)

Persistencia en oscilacion espontanea: Su condicidon enddégena, que permite al
organismo generar ciclos recurrentes con periodo cercano a 24 horas

independientemente de que se le aisle de estimulos periddicos externos.

Compensacion de la temperatura: Un reloj biolégico debe ser practicamente
independiente de la temperatura, o al menos debe ser capaz de compensar los
efectos de la variacion térmica en el metabolismo; dado que la mayoria de las
condiciones vitales involucran reacciones quimicas, cuya velocidad
generalmente depende de la temperatura a que se realicen, y que los procesos
biolégicos son acelerados al doble o triple con un incremento de apenas 10
grados Celsius, un ritmo requiere ser capaz de compensar la duracion de su
periodo mas alla de las variaciones de temperatura, dada la mermada utilidad
que representaria un reloj cuya marcha es alterada por las cambiantes

condiciones ambientales.

Se ha llegado a considerar al "reloj bioldgico" como un "cronémetro
continuamente consultado"; es decir, se postula que los organismos pueden
utilizarlo para ubicarse temporalmente del mismo modo en que los humanos

consultamos continuamente el reloj.

Un reloj biolégico debe ser capaz de sufrir una puesta a tiempo que lo

sincronice con la fase de los eventos periddicos ambientales. (Binkley, 1959)

El origen evolutivo de los relojes biolégicos radica en la rotacion terrestre, que

cada 24 horas determina la variacion ciclica de numerosas condiciones

ambientales como luz, obscuridad, temperatura, concentracion de oxigeno,

salinidad, etcétera. Dado que estas condiciones necesariamente afectan a los

organismos, los organismos vivientes organizan su fisiologia sobre las bases

temporales (diarias, estacionales) que correspondan a los ciclos ambientales; de

aqui la importancia adaptativa que significaria para un organismo el poder predecir
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la recurrencia en la variacion de condiciones y tomar ventaja de una seleccién
natural que actuaria en favor de aquellos individuos capaces de prepararse a tales

variaciones e inclusive, beneficiarse de las mismas (Binkley, 1959).

Capacidad de los ritmos de ser sincronizados.

El concepto de reloj biologico como un sistema organico que puede generar un
orden temporal en las actividades del organismo, implica la capacidad del sistema
para oscilar con un periodo regular, asi como la posibilidad de usar dichas
oscilaciones como una referencia temporal interna. Dicho sistema permite la

adecuada interaccion en el dominio temporal entre el organismo y su ambiente.

Una de las funciones mas importantes de los sistemas circadianos es asegurar el
ajuste temporal apropiado entre los procesos ciclicos del organismo y los
fendmenos ciclicos ambientales; dicho ajuste es referido como puesta a tiempo o
sincronizacion; se utiliza el término zeitgeber si nos referimos al estimulo que
produce dicha sincronizacion (como podria ser la luz o la temperatura); es
importante recalcar que dicho estimulo no crea el ritmo, solamente tiene efectos
sobre su expresion alterando la longitud del periodo y/o relacionando la fase del

ritmo con la hora externa (establecimiento de relacion de fase).

a) Sincronizacién interna. Si un organismo es mantenido en condiciones
constantes de luz y temperatura, lejos de cualquier otro estimulo que pudiera
representar un sincronizador externo, sus ritmos circadianos tenderan a mantener
una relacion de fase estable entre ellos, ya sea porque coinciden sus maximos y

minimos o porque exista cierta constante de tiempo transcurrido entre ellos.
b) Sincronizacién externa. Cuando el ritmo de un organismo al que se le aplican

estimulos peridédicos cambia su periodo de oscilacién libre y lo hace igual al de la

senal externa, estableciendo con ella una relacién de fase, se considera que dicho
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estimulo es un sincronizador externo. Generalmente existen periodos llamados
transitorios a través de los cuales el ritmo se acopla al estimulo externo, sufriendo

una perturbacidon temporal antes de mostrar una relacion de fase estable.

Curva de Respuesta de Fase.

Dependiendo de la fase que presente un ritmo circadiano, un pulso sencillo de luz,
a veces tan breve como de 0.5 milisegundos (Joshi y Chandrashekaran, 1985),
puede adelantar la fase, retrasarla o puede no alterar el ritmo. La relacion entre la
fase de exposicion a la luz y la magnitud y direccion del cambio de fase se
representa graficamente en forma de una Curva de Respuesta de Fase (Hastings,
1958). En general, los pulsos de luz practicados en obscuridad continua, alrededor
del inicio de la noche subjetiva (cerca del arranque de la fase de actividad diaria
en un organismo nocturno, o del reposo en uno diurno), ocasionan retrasos de
fase, mientras que los pulsos presentados cerca del final de la noche subjetiva
originan adelantos. Los pulsos de luz presentados en la mayor parte del dia

subjetivo tienen efectos reducidos o nulos (Boulos, 1991).

En algunas especies, después de exponer al organismo a un pulso de luz, el ritmo
se establece gradualmente, a través de uno o mas ciclos transitorios (Pittendrigh,
1958). Se han observado transitorios adelantandose o retrasandose, segun en la
fase del ritmo en que haya recibido la luz. Tanto en Drosophila como en hamster
los avances de fase requieren mas transitorios (3-4 ciclos en Drosophila, y hasta
10 en hamsters) de los que necesitan los retrasos, que son completados en 1 0 2
ciclos. La existencia de ciclos transitorios puede revelar el acompasamiento de un
oscilador esclavo para alcanzar a un marcapasos que fue sincronizado

inmediatamente con el pulso (Pittendrigh, 1981).
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Tipos de Curva de Respuesta de Fase

Existen dos tipos diferentes de Curvas de Respuesta de Fase (CRF); las tenues o
tipo I, en las que los maximos cambios de fase son tipicamente del orden de unas
pocas horas, y existe una transicion mas o menos gradual entre las regiones de
avance o adelanto en la curva. Ademas, cuando la fase del ritmo cambiado (la
nueva fase) es graficada como funcién de la fase en la que ocurrié la exposicion a
la luz (fase original), la derivada promedio de la curva de transicion de fase
resultante es igual a 1. Sin embargo, en algunas especies, el aumento en la fuerza
del pulso de luz (incrementando su intensidad o duracién), puede producir
cambios de fase de mas de 12 horas, y hay una aparente discontinuidad en la
CREF, con un salto subito entre maximos retrasos y maximos adelantos de fase. La
direccién de estos amplios cambios es a menudo ambigua, puesto que un cambio
de fase de alrededor de 12 horas puede interpretarse tanto como un retraso o
como un avance. Estas CRF's son conocidas como fuertes o de tipo 0, dado que
la pendiente promedio de la curva de transiciéon de fase es igual a 0 (Boulos,
1991).

Los cambios de fase dependientes de la fase en que se administre el pulso
ocurren tanto en respuesta a pulsos de obscuridad aplicados en LL (luz continua),
y en etapas de transicion de LL a DD (obscuridad continua) y viceversa. Las CRF's
con pulso de obscuridad tienden a ser imagenes especulares de las CRF's con
pulso de luz, aunque a menudo existe un desplazamiento mesurable entre la
regiones de avance de una y las de atraso de otra. La duracién efectiva minima
puede tanto ser mayor para pulsos de obscuridad que de luz. Los cambios de fase
ocasionados en etapas de transicion son generalmente mas variables (intra o
interespecificamente) que aquellos causados por pulsos unicos, y la dependencia
de fase de la respuesta no queda siempre clara, aunque existe cierta tendencia a
una relacion de imagen especular entre las CRF's para transiciones LL-DD y DD-
LL. (Boulos, 1991).

14



Efectos de laluz monocromatica en los ritmos circadianos.

Mientras que la importancia de la luz blanca como agente sincronizador de los
ritmos circadianos esta perfectamente establecida en organismos desde
unicelulares hasta vertebrados superiores, el papel de la luz monocromatica esta
todavia explorandose, relacionando su efecto con la modulacién y sincronizacion
de las actividades ritmicas: En 1971, Gordon y Brown lograron alterar la fase del
ritmo circadiano de temperatura corporal en el raton Perognathus, estimulando con
luz verde-azul. Mote y Black (1981) encontraron que el mecanismo sincronizador
del ritmo circadiano de actividad locomotora en la cucaracha Periplaneta
americana esta controlado por un grupo de fotorreceptores sensibles a longitudes
de onda mayores de 590 nm. Finalmente, mientras que Joshi y Chandrashekaran
(1985) reportan que el ritmo circadiano de vuelo del murciélago Hipposideros
speoris acelera su velocidad de oscilacién al ser estimulado por luz de 520 nm y la
disminuye con luz de 430 nm, algunos autores mencionan que la luz
monocromatica tiene efectos en los sistemas reproductivos del ratén y el hamster,
modificando tanto el ritmo circadiano de melatonina o los niveles plasmaticos de
testosterona, como directamente los érganos reproductivos (Brainard et al, 1986;
Benshoff, 1987).

El sistema circadiano en el acocil.

El acocil Procambarus clarkii presenta un sistema visual tipico dentro del grupo de
los crustaceos. Esta formado por un par de tallos oculares situados a ambos lados
del rostrum, en la parte anterior del cefalotorax; en la porcion distal de cada tallo
se encuentra un ojo compuesto, constituido por 2,000 a 3,000 unidades repetitivas
u omatidias; cada una puede dividirse en tres subsistemas, a saber, didptrico,
fotorreceptor y pararreceptor. El sistema didptrico esta formado por la cornea (una
cuticula de 60 micrometros de grosor), las células corneagenas y el cono

cristalino, formado por 4 células cuyos extremos proximales se adelgazan
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originando una raiz que es rodeada por las células retinulares; la agregacion de
las corneas contiguas dan a la superficie del ojo el tipico aspecto facetado de los
ojos artrépodos. Al sistema fotorreceptor lo constituyen 8 células retinulares, de las
cuales 7 (denominadas R1 a R7) son alargadas y se distribuyen verticalmente; las
caras internas de dichas células poseen microvellosidades en cuyas membranas
se localiza el pigmento visual; a esta region central se le conoce como rabdomo.
En su porcién distal, las células retinulares poseen una unidn hermética con
desmosomas en banda. La octava célula retinular o R8 es mas pequefia, redonda
y se encuentra mas diferenciada que las otras (Cummins y Goldsmith, 1981),
formando un pequefio rabdomo separado, por encima (es decir, distalmente) del
otro rabdomo. Los axones de las 8 células retinulares atraviesan la membrana
basal y se unen para formar el nervio Optico. El sistema pararreceptor esta
integrado por los pigmentos anexos a los fotorreceptores, que regulan la llegada
de luz a estos; primeramente, el pigmento distal, localizado en las células del cono
cristalino; en obscuridad se repliega distalmente (hacia la cornea) dejando libre
paso a la luz, mientras que con iluminacion intensa se distribuye a lo largo de la
célula, blindandola; en segundo término, el pigmento proximal, que dentro de las
células retinulares puede replegarse proximalmente (por debajo de la membrana
basal) permitiendo el paso de la luz, o distribuirse en ellas, cerrandolo. Por ultimo,
tenemos el pigmento reflector, que a diferencia de los otros pigmentos no migra, y
se le encuentra todo el tiempo a nivel de la membrana basal. Los efectos sumados
de los tres pigmentos pueden blindar casi totalmente a la omatidia o bien permitir

el paso de luz no solamente por el eje principal, sino también por los lados.

Por debajo de las células retinulares se encuentra la lamina ganglionar, seguida
de la médula externa (en cuya regidén dorsal esta la glandula sinusal) la médula
interna y la médula terminal (donde se encuentra el 6rgano X). El flujo de
informacion visual hacia zonas centrales de integracién se lleva a cabo por axones
que, habiendo atravesado la lamina ganglionar, la unen con la médula externa,
con la interna y se decusan, formando dos quiasmas; habiendo ya cruzado la

médula terminal forman el nervio Optico, que se une con las neuronas y
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prolongaciones neuronales propias de la region para llegar al ganglio cerebroide o

supraesofagico.

Al igual que numerosos invertebrados, los crustaceos exhiben ritmos circadianos
muy conspicuos. Los acociles adultos son organismos transicionales, en los
cuales pueden observarse varios ritmos: locomotor, ERG, de migracion de
pigmentos retinianos, etcétera. Las observaciones realizadas en animales intactos
sugieren la existencia de mas de un marcapasos circadiano en el sistema
nervioso, pero los experimentos de ablacion no han sido conclusivos en sefialar su
ubicacion. Sin embargo, varias estructuras (particularmente el pedunculo ocular)
han mostrado mantener actividad circadiana ritmica in vitro; tanto la sensibilidad
retiniana como la actividad neurosecretoria despliegan ritmos circadianos en el
pedunculo ocular aislado, pero también son responsivas a las influencias
sincronizadoras de otras regiones del sistema nervioso, particularmente del
ganglio supraesofagico. De tal manera, el modelo que mejor respalda las
observaciones experimentales hasta la fecha es el basado en varios marcapasos
distribuidos en el sistema nervioso, cuyo acoplamiento parece ocurrir, dentro de un
nivel neuroenddcrino de integracidn (Aréchiga, 1992). A tal respecto,
consideremos el ritmo circadiano de sensibilidad retiniana: Contando con que el
ritmo en la amplitud de la respuesta del receptor a la luz depende de tres variables
(la ganancia de los propios fotorreceptores, la migracién de los pigmentos
proximales en las células retinulares y en las del cono cristalino para los
pigmentos distales), se observé que el umbral de los pigmentos proximales es
mucho menor que el de los distales al comparar la oscilacion bajo luz tenue (4
luxes) e intensa (270 luxes); la oscilacion en la sensibilidad del receptor
encontrada a 4 luxes era debida al desplazamiento ritmico de los pigmentos
proximales, mientras que la encontrada a 270 luxes se debia al desplazamiento de
los pigmentos distales. Podria pensarse que el marcapasos que dictaminaba
ambas oscilaciones se encontraba en el ojo si extirpandolo se mantenian ambos
ritmos, pero los resultados del experimento indicaron que, mientras la migracién

de los pigmentos proximales depende del marcapasos del pedunculo ocular, la
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migracion de los pigmentos distales requiere de neurosecreciones provenientes
del tallo ocular (Aréchiga, 1992).

El ritmo locomotor en acociles se conserva a pesar de la ablacion del tallo ocular,
pero al aislar los centros motores toracicos del ganglio supraesofagico mediante el
corte de la conexiéon circumesofagica se obtiene conducta arritmica. (Page y
Larimer, 1975) .

El ritmo circadiano de amplitud electrorretinogréfica.

Se denomina Electrorretinograma (ERG) al registro extracelular de los cambios de
voltaje que se llevan a cabo en el ojo como respuesta a un estimulo luminoso,
midiendo la diferencia de potencial que se desarrolla a través de la resistencia del
fluido extracelular que separa al electrodo activo (que se coloca dentro o en la
cercania del ojo) del electrodo indiferente (colocado en alguna region inactiva
cercana), reflejando la suma de actividad que se produce en el sistema visual
(reveladas por la magnitud y polaridad del ERG) dependiendo de la intensidad y
duracion del estimulo (Shaw and Stowe, 1982). EI ERG posee dos componentes
principales, Hl y HIl, correspondiendo el primero al encendido del estimulo
luminoso, mientras que el segundo se mantiene todo el tiempo que dure la

estimulacién luminosa (Naka y Kuwabara, 1959).

Implantando microelectrodos en diferentes elementos de la via visual del acocil
Procambarus clarkii, Aréchiga y Wiersma (1969) demostraron la existencia de
cambios periddicos en la amplitud del electrorretinograma y en la frecuencia de
disparo de las interneuronas que integran la informaciéon sobre la intensidad
luminosa, revelando mayor sensibilidad a la luz durante la noche que durante el
dia; caracterizando las propiedades del ERG en Procambarus bouvieri, Aréchiga

et al (1973) comprobaron que los cambios de amplitud del ERG correspondian a
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un ritmo circadico tipico de un animal nocturno, donde la longitud del periodo

dependia de la cantidad de luz recibida por el acocil.

El ritmo de amplitud del ERG es el resultado de las variaciones dia-noche en la
amplitud de la respuesta del fotorreceptor a un estimulo luminoso de igual

intensidad.

Aréchiga (1993) propuso que estas variaciones dependen de:
1- cambios en la sensibilidad del fotorreceptor
2- cambios en la posicion de los pigmentos proximales o retinulares

3- cambios en la posicidén de los pigmentos distales

En la obscuridad, los pigmentos proximales se retraen, permitiendo el paso de luz,
mientras que con luz se dispersan para obstaculizar el paso de la misma. En
crustaceos, estos movimientos pueden ser controlados por los potenciales de
membrana de las células retinulares o por modulacién serotoninérgica (Frixione y
Hernandez, 1989), y si se mantiene el organismo en obscuridad constante, se

mantiene el ritmo de migracion de los pigmentos.

Los pigmentos distales se encuentran en las células pigmentadas distales,
localizadas en el cono cristalino. También se retraen en la obscuridad y se
dispersan en presencia de luz, y este ritmo se mantiene en condiciones de

iluminacion u obscuridad constantes.

Diversos estudios sugieren que el ritmo ERG es controlado por mecanismos
neurales y neuroendécrinos que dependen del cerebro y de estructuras
neurosecretoras del lébulo 6ptico, en particular la glandula sinusal (SG) y el
organo X (XO), ademas de la oscilacidn intrinseca que proporciona la variacion en
la sensibilidad retinular (Fanjul y Prieto, 2003). Experimentos de transplante de ojo
(Aréchiga, 1977) muestran que el ojo donado adquiere el ritmo de migracion de los

pigmentos retinianos del receptor. Barrera-Mera y Block (1990) aislaron el
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complejo formado por protocerebro y tallo ocular, y registraron un ritmo ERG que
se mantenia hasta que se biseccionaba el protocerebro. Esta desincronizacion
muestra la existencia de sefales provenientes del cerebro, las cuales controlan los
diferentes efectores del ritmo circadiano del ERG. El acoplamiento de los posibles
marcapasos neurales con el I6bulo éptico puede darse por axones que van de un
lado a otro del ganglio supraesofagico (SOG) o por fibras del I6bulo 6ptico, con
participacion de serotonina, Hormona dispersora de los pigmentos distales (DPH)
y Hormona concentradora del pigmento rojo (RPCH). De este modo, el ritmo
circadiano de sensibilidad retiniana que subyace al ritmo ERG es controlado por
tres pares de osciladores, que son las células retinulares, el sistema neurosecretor
de ambos Iébulos O6pticos y los marcapasos cerebrales, ademas de los
fotorreceptores extrarretinianos que se han caracterizado (Fanjul y Prieto, 2003).

Sensibilidad espectral del ritmo ERG del acocil durante la ontogenia.

Ontogenia es la historia de vida del organismo individual, incluyendo su
construccion fisica desde el huevo fertilizado, la maduracion funcional de sus
sistemas conductual, homeostatico y reproductivo, hasta el declinamiento de los
mismos con la edad (Davis, 1984). Dado que muchas funciones conductuales,
fisiologicas y bioquimicas presentan ritmicidad circadiana, la ontogenia de
cualquier funcion particular podria incluir la aparicion y modificacion de controles
ritmicos. Ritmos circadianos diferentes son a fin de cuentas dependientes entre si;
tanto si son controlados por un marcapasos circadiano unico o por varios, los
ritmos que llegan a manifestarse estaran organizados temporalmente entre si y
con el ambiente, puesto que los marcapasos, las vias de expresion de los ritmos y
los mecanismos de sincronizacion son todos parte del sistema circadiano. Asi, la
ontogenia de los sistemas circadianos debe incluir los intermediarios constitutivos
y fisiolégicos requeridos para que las partes del sistema aparezcan y se

organicen, modificando la forma del ritmo, su fase y su amplitud.
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Fanjul-Moles y Fuentes-Pardo (1989), encontraron cambios a lo largo de la
ontogenia del acocil, de tal manera que los mas jovenes (formas
postembrionarias) poseian mayor sensibilidad a las longitudes de onda cortas (uv,
azul), la cual va disminuyendo (sobre todo para el uv) hasta un minimo en estado
adulto; la respuesta a las longitudes de onda mayores (verde y rojo) aparece en
las etapas posteriores del desarrollo, incrementandose progresivamente
(particularmente en el caso del verde) hasta alcanzar un maximo en el adulto.
Aunque se maneja la hipdtesis de que durante el desarrollo pueda existir un
cambio en la capacidad de los pigmentos retinulares para responder
diferencialmente a distintas longitudes de onda, estos resultados parecen indicar
un desarrollo asimétrico de las poblaciones de fotorreceptores sensibles a
longitudes de onda cortas y largas (Fanjul-Moles et al, 1991); dicho desarrollo
asimétrico parece depender del sistema neuroenddcrino. Para probarlo, Fanjul-
Moles et al (1992) estudiaron los parametros del ritmo ERG de Procambarus
clarkii de 2 a 12 semanas y adultos, en oscilaciéon espontanea, bajo pulsos de
prueba azules, rojos o blancos, encontrando una sensibilidad maxima del sistema
circadiano a luz monocromatica en organismos de 8 a 12 semanas de edad, la
cual se desvia a través del desarrollo del azul al rojo entre las 8 y 16 semanas,

estabilizandose en el adulto

El fotorreceptor caudal del acocil.

El sistema ganglionar del acocil es un cordon ventral recubierto por conectivo
(referido como vaina), formado por una serie de ganglios pareados que estan
unidos transversalmente por comisuras y longitudinalmente por conectivos. En
direccion antero-posterior, encontramos primero el ganglio cerebroide, que
conjunta protocerebro, deuterocerebro y tritocerebro. Posteriormente se ubica el
ganglio subesofagico, y luego 5 ganglios toracicos, para terminar con 6 ganglios

abdominales.
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El acocil tiene varios ritmos circadianos cuyos osciladores se han propuesto en el
ganglio cerebroide y el tallo ocular. Una de las posibles vias de entrada al sistema
circadiano es el fotorreceptor caudal ubicado en el sexto ganglio abdominal.
Diversos autores han analizado la respuesta eléctrica del sexto ganglio ante la luz,
entre las que se encuentran el aumento en la frecuencia de disparo, la cual, al
igual que la actividad espontanea, muestran un patréon circadiano (Prieto-Sagredo
y Fanjul, 2001). EIl pico de sensibilidad del fotorreceptor caudal se encuentra

alrededor de los 500 nanémetros de longitud de onda.
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HIPOTESIS

Si el fotorreceptor caudal del acocil Procambarus clarkii, situado en la porcién
ventral del telson, es una de las vias de entrada al sistema circadiano durante el
desarrollo, se podran obtener cambios de fase (adelantos o retrasos) en el ritmo
ERG mediante la estimulacibn con luz monocromatica del sexto ganglio

abdominal.

OBJETIVO
Determinar, a través de la construccion de una curva de respuesta de fase, si la

aplicacién de luz monocromatica en el telson de acociles juveniles es capaz de

sincronizar el ritmo ERG.
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METODOLOGIA

Se utilizaron 31 acociles con edades de 2 a 6 meses post-eclosion. Se registré en

cada uno de ellos la amplitud del ritmo ERG cada 15 minutos, por al menos 8 dias.

Para el registro de ERG, se inmovilizaba al organismo en una camara humeda de
acrilico negro, mantenida en obscuridad y temperatura (16 grados Celsius)
constantes, de tal manera que el agua de la misma pudiera llegar hasta las
branquias, pero sin mojar los ojos. Habiendo inmovilizado los pedunculos oculares
con una pequefa pieza de algoddn, se implantaba en la zona de la cornea un
electrodo de acero con punta de 5 a 10 micrometros de diametro, el cual se
conectaba al poligrafo (Grass mod. 79E) a través de un preamplificador (Grass
mod. 7P122E); el electrodo indiferente se sumergia en el agua de la camara. Cada
15 minutos se aplicaba un destello luminoso de 15 microsegundos a 5.1
microEinsteins/M?/s? (lo cual equivale a 372 luxes) con un fotoestimulador Grass
PS22, y se registraba la amplitud electrorretinografica tanto en papel como a
través de una tarjeta PC-LabCard modelo PC-812, que permitia la captura de la
senal en una PC a través del programa CapERG. Los datos obtenidos en diskette
se vaciaban directamente a hoja de calculo, graficandose las variaciones de la
amplitud ERG con respecto al tiempo, de tal manera que pudieran determinarse

los parametros del ritmo.

Tras al menos 3 dias de registro se aplico en el telson de cada organismo, a
distintas horas circadianas, un pulso de luz monocromatica azul de 30 minutos.
Para que la luz de este estimulo no llegara al resto del cuerpo, se diseiid un
dispositivo acrilico donde cada organismo fue montado, aislando la parte posterior
del mismo hacia una camara donde una fibra Optica iluminaba a través de un filtro

Kodak de 450 nm., con un filtro infrarrojo para evitar la transmision de calor.
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El efecto de este estimulo luminoso en la fase del ritmo ERG se cuantificé 4 dias
después del mismo, para lo cual se calcul6 el CT normalizando cada ciclo
respecto a un periodo de 24 horas y considerando como referencia de fase el CT
12 o inicio de actividad, donde se alcanza el 50% de la amplitud de cada ciclo. Se
calcularon las diferencias entre la hora esperada del inicio de actividad y la hora
observada del mismo 4 dias después del estimulo, y con ello se obtuvieron los

cambios de fase por hora, para construir asi la CRF respectiva.

(ver apéndice)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo un periodo circadiano promedio de 23.45 +/- 2.01 horas. Durante la
aplicacion de la luz azul, la amplitud del ERG disminuyé entre 2% y 30%,
dependiendo de la hora, y mostrando un patron circadiano con disminuciones

maximas entre las CT 14 y 17.

Tabla de datos

CT promedio expl exp2 exp3
0 0 0 0 0
2 0 0 0

4 0 0 0

6 0 0 0

8 0 0 0

10 1 1 1 1
12 1 1 1 1
14 3 4 2 3
16 0 0 0 0
18 -3 -3 -2 -4
20 -2 -2 -2 -2
22 0

24 0 0 0 0

Estos resultados corresponden a los 31 organismos utilizados, descartando
aquellos registros que se malograron antes del pulso azul o de los periodos

transitorios.
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La curva de respuesta de fase obtenida muestra falta de respuesta en el dia
subjetivo, avances de fase (A) al atardecer y en la noche subjetiva temprana, y

retrasos (D) en la noche subjetiva tardia y al amanecer. La relacién D/A es casi 1.

Cambios de Fase
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La forma de esta CRF se asemeja a la obtenida con pulsos de obscuridad en otras
especies (Klein et al.,, 1985). La CRF del ERG de acociles jévenes, cuando se
estimula con luz blanca el organismo completo, muestra zonas de adelantos
moderados y retrasos en la noche subjetiva temprana, y retrasos en el dia

subjetivo tardio.
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El hecho de que la CFR obtenida al estimular con luz azul unicamente el telson del
animal sea unimodal, y que los cambios de fase sean mas moderados y
principalmente ubicados en la noche subjetiva, sugieren que la magnitud vy
direccion de los cambios de fase dependen de las caracteristicas de la luz
utilizada y del numero de entradas al sistema oscilador de acociles juveniles que

son estimuladas.

La disminucién de la amplitud del ERG durante la aplicacion del estimulo luminoso
en el fotorreceptor caudal parece indicar efectos ténicos y fasicos, y al
correlacionar las maximas disminuciones obtenidas en el ERG con respecto a la
curva de respuesta de fase, se observa que coincide con las horas de mayores
cambios de fase de la curva (CT 14 y CT 17). Este comportamiento sugiere la
existencia de relaciones funcionales entre el fotorreceptor caudal y el sistema

visual, de manera similar a lo reportado por Inclan-Rubio y Fuentes Pardo (1987).
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ANALISIS PROSPECTIVO

Este trabajo ha recibido hasta el momento 10 citas, 9 de ellas corresponden a
articulos de investigacion en revistas indexadas y otra mas corresponde a un libro
que se titula "Rhythms of Life, An introduction using selected topics and
examples". El autor del libro es el Dr. Wolfgang Engelmann, de la Universitat
Tubingen, en Alemania, y se hace referencia a este trabajo en el capitulo titulado

Photoreceptors for synchronization of circadian rhythms.

En orden cronoldgico, las citas de articulos que aparecen en Scopus, son las

siguientes:

1. Nonparametric effects of monochromatic light on the activity rhythm of juvenile crayfish.
Miranda-Anaya, M., Fanjul-Moles, M.L Chronobiology International. Volume 14, Issue 1, 1997,
Pages 25-34

2. The crustacean eye: Dark/ light adaptation, polarization sensitivity, flicker fusion frequency, and
photoreceptor damage. Meyer-Rochow, V.B. Zoological Science. Volume 18, Issue 9,
December 2001, Pages 1175-1197

3. Spontaneous and light-evoked discharge of the isolated abdominal nerve cord of crayfish in
vitro reveals circadian oscillations. Prieto-Sagredo, J., Fanjul-Moles, M.L. Chronobiology
International. Volume 18, Issue 5, 2001, Pages 759-765

4. The circadian system of crayfish: A developmental approach. Fanjul-Moles, M.L. Microscopy
Research and Technique. Volume 60, Issue 3, 15 February 2003, Pages 291-301

5. Nonvisual photoreceptors in arthropods with emphasis on their putative role as receptors of
natural Zeitgeber stimuli. Fleissner, G. Chronobiology International. Volume 20, Issue 4, 2003,
Pages 593-616

6. The crayfish Procambarus clarkii CRY shows daily and circadian variation. Fanjul-Moles, M.L.,
Escamilla-Chimal, E.G.and Gloria-Soria, A. Journal of Experimental Biology. Volume 207, Issue
9, April 2004, Pages 1453-1460

7. Photic regulation of c-Fos expression in the protocerebrum of crayfish. Granados-Dominguez,
M., Escamilla-Chimal, E.G. Biological Rhythm Research. Volume 36, Issue 1-2, February 2005,
Pages 15-22

8. Serotonin-caused phase shift of circadian rhythmicity in a photosensitive neuron. Rodriguez-

Sosa, L., Calderon-Rosete, G., Flores, G., Porras, M.G. Synapse. Volume 61, Issue 10,
October 2007, Pages 801-808

29



9. Circadian and ultradian rhythms in the crayfish caudal photoreceptor. Rodriguez-Sosa, L.,
Calderon-Rosete, G. Synapse Volume 62, Issue 9, September 2008, Pages 643-652

Las citas que ha recibido este articulo pueden clasificarse en los siguientes rubros:
e Revisiones
e Fotorreceptores extrarretinianos

e Fotorreceptor caudal

Revisiones

En 2001 Meyer hace una revision de los la estructura y funcion de ojos y otros
fotorreceptores de crustaceos, y de las variables involucradas en el dafio que
puedan recibir por distintos procesos. En esta referencia se menciona que, en
contraste con los numerosos estudios acerca del ojo compuesto de los crustaceos,
se sabe poco de los procesos adaptativos relativos a los otros fotorreceptores que

se han caracterizado, como el caudal del acocil.

En 2003, Fanjul y Prieto desarrollan un estudio del sistema circadiano del acocil
desde la perspectiva de la biologia del desarrollo, y plantean que aunque los
acociles adultos exhiben varios ritmos evidentes, entre ellos el locomotor y el de
sensibilidad retinal, los mecanismos que subyacen a estos ritmos son
controvertidos. Se detalla como se han realizado estudios para localizar los
marcapasos y los mecanismos de sincronizacién, y con aproximaciones
ontogenéticas, utilizando experimentos de conducta, electrofisiologia o
neuroquimica, se confirma el modelo basado en varios marcapasos distribuidos en
el sistema nervioso central. Sin embargo, el acoplamiento de la ritmicidad entre
estos distintos osciladores puede ser complejo y depender de la interaccion entre
Serotonina, luz, y la Hormona Hiperglicemiante de crustaceos (CHH). La CHH no
se habia considerado previamente como un agente en la génesis y sincronizacion

del ritmo de sensibilidad retiniana.
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Fotorreceptores extrarretinianos

Miranda y Fanjul (1997) probaron el efecto de luz monocromatica azul o roja
aplicada extrarretinianamente para sincronizar el ritmo de actividad locomotora de
acociles juveniles. Para ello se registro la actividad locomotora de 46 acociles por
30 dias; en los primeros 10 dias se mantuvo en obscuridad constante, luego se
extirpd la retina y la lamina ganglionaris de los organismos experimentales (se
mantuvieron intactos a los organismos control) y se aplicaron fotoperiodos
esqueleto con pulsos de 30 minutos de luz azul o roja por otros 10 dias. Después
se dejo en obscuridad por otros 10 dias, se analizé cuantitativa y cualitativamente
la actividad locomotora, y se observaron cambios de fase (adelantos y retrasos) en
los animales intactos, lo cual indica la participacion de fotorreceptores

extrarretinianos en las respuestas circadianas a luz monocromatica.

Flessner (2003) plantea que en varios insectos y aracnidos se han encontrado tres
clases de fotorreceptores que no son utilizados en el procesamiento de imagenes:
a) En los I6bulos 6pticos de insectos holo y hemimetabolos

b) Dentro del ultimo ganglio de alacranes y dipteros

c) Como fotorreceptores visuales modificados en alacranes (ojos laterales)

En relacion con el tema de sincronizaciéon, se postula que estos fotorreceptores

extrarretinianos pueden ser vias de entrada al reloj circadiano.

En 2004, Fanjul y Escamilla utilizan técnicas inmunocitoquimicas para detectar
CRY, encontrando variaciones circadicas de CRY en cerebro pero no en tallo
ocular. Se plantea que los ritmos circadianos del acocil son sincronizados por luz
azul cuya sefial ingresa al sistema circadiano a través de fotorreceptores
extrarretinianos. El criptocromo es un fotopigmento proteico existente en plantas y

animales.

Un ano después (2005) Granados y Escamilla utilizan inmunocitoquimica para

identificar variaciones circadianas de c-fos en protocerebro de acocil. La
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sefnalizacion intracelular del nucleo supraquiasmatico de roedores implica el proto-
oncogen c-fos, y su producto, la fosfoproteina Fos. En acociles, la luz induce c-fos
en protocerebro medio del ganglio supraesofagico, y esta presencia presenta
patrones circadianos, especialmente en neuronas de la region dorsal anterior del

puente protocerebral

Fotorreceptor caudal

Prieto y Fanjul (2001) describen que al examinar los patrones de descarga
espontaneos y evocados por luz del fotorreceptor caudal del acocil, registrando la
cadena ganglionar abdominal aislada y mantenida in vitro, se observan ritmos
circadianos con periodo de 24.4 horas para las descargas espontaneas y de 24.2
horas para las descargas provocadas por luz. Se postula un significado adaptativo

de esta respuesta involucrada en la reaccién de huida .

En 2007, Rodriguez-Sosa cuantifica que la aplicacién de 5-HT u 8-OH-DPAT
(agonista de 5-HT) ocasionan cambios de fase en el patron de disparo del
fotorreceptor caudal del sexto ganglio abdominal. Esto sugiere la participacion del
receptor 5-HT 1A en esta modulacién. Un ano después, el mismo autor describe
como el fotorreceptor caudal del acocil muestra patrones ritmicos en su actividad
espontanea y en la actividad inducida por luz. La modulacién se da por 5-HT vy el
nivel de los receptores 5-HT 1A tiene un ritmo en el sexto ganglio, con acrofase al
atardecer. Finalmente, plantea la hipdtesis de la existencia de dos osciladores

circadianos en una neurona unica del fotorreceptor caudal.
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APENDICE:

Imagenes relativas al texto y articulo original.

”"._ fga ngln ga nghg;

ceinbhitide abdominales

/A

Esquema lateral de un acocil, mostrando la distribucion anatomica de los ganglios

que constituyen el sistema nervioso.
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_ CORNEA

\ .~ CONO
S CRISTALINO

~~. CELULA DEL RIS

Corte del ojo compuesto de acocil, mostrando las estructuras principales.
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Il-la rodo
indiferent

Chmara de registro.

| Refrigeradonr, é/
Fibra dptica (luz azul)

Dispositivo de registro, que consta de una camara humeda donde se registra el
ERG, una PC que envia cada 15 minutos al fotoestimulador las sefiales de
disparo, preamplificador y poligrafo donde se reciben y registran las amplitudes del
ERG y en la misma PC se almacenan los datos del registro. La parte posterior de
la camara humeda esta separada de la anterior para aislar de cualquier fuente de
luz ambas regiones; el pulso de luz monocromatica se aplica al telson a través de

una fibra éptica.
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Electrorretinograma: Se aprecian los componentes HI y HIl del ERG, que
corresponden al encendido del estimulo luminoso y al tiempo que dure la

estimulacioén, respectivamente. Modificado de Naka y Kuwabara, 1959.
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Parametros circadianos del ERG: Se puede observar la duracion del periodo (Tau)
que se mide desde el inicio de actividad de un ciclo hasta el inicio de actividad del
siguiente; la fase de actividad (alfa) considerada desde el momento del ciclo en el
cual la amplitud equivale al 50% del maximo y hasta que regresa a tal magnitud; la
fase de reposo (ro) que considera desde que la amplitud cae al 50% de la total, y
hasta que recupera esa misma magnitud: y el tiempo circadiano (CT), que se

calcula normalizando cada ciclo respecto a 24 horas.
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Datos crudos de un registro tipico de ERG en obscuridad y temperatura
constantes, al quinto dia se aplica un pulso de luz monocromatica azul en la regién
abdominal, y tras un par de periodos transitorios, se restablece la oscilacion,

eventualmente con una nueva fase.
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Método de Enright para determinar los cambios de fase: Se grafican como barras
horizontales las fases de actividad de cada periodo, la longitud de cada barra
representa la duracion de dicha fase, respecto al tiempo externo. Como el ciclo
observado es mayor a 24 horas, cada barra se va desplazando hacia la derecha
en dias consecutivos. Al quinto dia se aplica un pulso de luz azul en la region
abdominal y la perturbacion que sufre el ritmo se aprecia por el cambio en la
longitud de las barras subsecuentes, que corresponden a los periodos transitorios.
El cambio de fase se cuantifica al tercer dia después del pulso, estimando
mediante una regresion lineal la hora esperada del inicio de actividad respecto a la

hora real en que se presenta.
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Curva de Respuesta de Fase cuando se aplica luz monocromatica azul al

fotorreceptor caudal.
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Curva de Respuesta de Fase cuando se aplica luz monocromatica azul al
organismo completo.
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Comparativa de las Curvas de Respuesta de Fase a Luz Blanca, Azul y Roja.
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Phase Shifting the ERG Amplitude Circadian
Rhvthm of Juvenile Cravfish by Caudal
Monochromatic Illumination

JA. Bamal-Mereno, M. Muasda-Anava and ML Fanyul-Moles®

ABSTRACT

Tha ehjsctive of the prevsnt aork wes to detsrmimg the physiologicz] mechasisms nndartying the
wvnchrontzation of the ERG applirods rhyiton . Cironic ER G recordings wars obiamed from jovsnils
izstars of crayfizsh. Chaeges on the EEE apsplituds rhythes prodaced whan 30 min bl light ilumi-
nated the tedson ware denaneized. The PRC obuinad with these dvta showwd sdvences iz the sesly
webpective might and deleys in the lats sobjeciive night. These pEase skifrings ressmble the fearoces of
curves obtaized by dark pulies mmoother species The rulation of this curve with PEC: generated iz the
creyfich and orher animels specias are discussed

Aboractse keywerds: Circadiaz rhythm, axtraretioal photosscapior, blus light phese-responzs
curvs, pmvanfles crayfish

INTRODUCTION

In a previous work om the development of cravfish rhythmeerty(Fanjul-Molas et
al, 1592) 1t was proposed the existence of two mdspendent systems mvolved
the synchromizanon of the electroretinogram (ERG) cucadian svstems 18 3 sheat
znd a lonz wavelenzth datection systems Both, retinal and extraretinal photora-
cepiors seem to be wrvolved 1o the entramment of the ERG thyihm of adult
crayfish (Page and Larimeer, 1978; Fuentes-Pardo and Inclan-Fubto, 1987: Sand-
eman at al. 19907 Henee newral mmtegration from differsnt circadian photic
mmputs maght occcur i the central circadian phase shifhng swvstem, as has been
proposed for other animal species (Home and Fennmnger, 198%2; Brad Hamma ot
al , 1963.) The present work was undertzken to test synchromzation of the ERG
zmplitude rhythm in juvenile instars of cravfish Precambarus clavkii when blue
monochromatie hght, by tlummating the telzon stimulates the caudal photore-
ceptor system (CPS), one of the stmuctures proposed as a photoreceptor for en-
tramment of the pacemzker m the adult crayfish

Correspendszes: ML, Fenimi-Moles, Leborztorio de Newrofiziologia Comparzda Froulbad &a

Mlexice
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METHODS

Thartyv-cne crayfizh aged betwaan twe and six months after eclosion were usad.
The retma’s electneal response (eletroretinozram-ERG) to a fived wlite hight was
recorded mdividually m animals mamtamed m darkness and constant temperature
(Fangul-Moles et al., 1992) for at least 8 days. Each amma! was maintained under
free momung conditions dunng 3 days. On the fourth dav, and at different circads-
an tomes (CT). z 30 mm. and 5.1 mecroemsten sec'm™ blue light pulse was
applied on the oansparent ventral remon of telson. To confine illumination to the
sixth abdonunal segment, the telson was mserted m a special device made of
black acrvlic plastic, allowing only the entrance of an optic fber hght providad
with a Kodak wratten mterfarence filter (tansnutiance wavelength of 430 1mm ).
To avowd the heat an mfrared cut-off filter was placed between the light zource
and the mterference filter. The ffect of the oenous stinmlus on the phase of the
ERG osallation was detenmmned on the fowrth day after stommlanion CT was
calculated by nowmalizing each cyele wath respect to the 24-howr pertod. The
phaze reference pount was the onset of actaty, CT 12 {CT 12 comesponds to the
moment at which 30% of the maxmmum amplitade of the evele 15 reached). The
differance benween the observed and expected fimes of the onset of activity 12
when the FR.G rhytium attaimed its steady state (3th dav). was the eriterion uzad to

measurs 2 phaze sheft which was used to constuct a phase-responzs curve

EESULTS AND DISCUSSION

The ERG amphiude thythm of juvenile craviish kept m constant darkness was
recorded at 15 mm intervals. It was plotted against the extemal time and ana-
Iyzed over the erght davs of the sxperiment. The averase circadian penod of all
the ammmals studied was 23,45 £ 201 hrs. A sizmificant reduction of the ERG
amplituds was shoted when the blue light reached the telzon. The EEG reduc-
tion was obtzined from the first ER.G measure after summlanon unt:] 30 nun after
light supression. The effact of the stimwulus on the EEG amplitude appearad 1o be
both phasic and tomie. The average reduction of ER{rvaned between 2 and 30 %%
dependmsz on the external time. This change seams to follow circadian pattam
(mamma] decrement betweea 14 and 17 CT). Althoush this pattern was not
analyzed m the present work, 1t appears to mndicate an impeortant functional
relationship betwrzen the eves and CP5, as has been reported by other authors
(Inclan-Fobio and Fuentes-Parde, 1987). Fimuwre 1 shows the phase response
curve (FRC) obtained by applymg the blue light on the telson. This PRC shows
mosztly msensivity 10 the subjective day, advances (A) are sesn at the time of the
expected dusk and 1 the early subjective neght. delavs (D) ocowr around the fime

45



T Hownber Z0DDE

e B L

Dot lamied iy |IMAM Mraccisn Sepamel So Bibldobsome] AR

FHASE SHIETING ERG AMPLITULE 301

of the expacted dawnm and in the late subjectrse mght, the IVA ratie 13 almost 1.
The featires of thiz cwve resembla the charactenisiies of the ourve obtamead by
dak pulses m other amimazl species (Klem 22 al, 1983 The FEC's of the ERG
obtzined m juvenile mstars of cravfizh throwgh the application of a2 13 min of
white Iight o the whole animal of the same age {(Fuenies-Pardo et al., 1992)
mmdicates a zone of both dalayvs and advances of moderate amplituds o the sarly
subjective might as well as a zone of delays m the late subjective day. The
umimodal smrve obfained in the present work, resulang from lvminating just the
CPS, shows zhorter shufts mestly restricted to the subjective mght Although
these results are prelimenary. the features of both FRCs seem to indicate that the
maznitudes and direction of the shifts depend on the mumber as well 2= the charac-
tertzhics of the Light input= converging on the venile cravfish pacemaker =ys-
tem. This phencmena could be related to sinulzr mechamsms as proposed for
antiphasic families of PRC s generatad in other ammals and paracularly for Buliz
gouldigna ocular pacemaker (Block et al., 1993)
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