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Resumen

Los estudios de ritmicidad bioldgica en reptiles se han enfocado principalmente a iguanas, lagartijas y
tortugas, descuidando al ya marginado clado de las serpientes. Explorar los ritmos circadianos en
vertebrados no mamiferos y proponer un nuevo modelo de estudio para los ritmos circadianos en
reptiles, especialmente en serpientes, es imperante ya que por sus habitos son dificiles de analizar, tanto
en vida silvestre como en condiciones de laboratorio. En el presente estudio se analiz6 el ritmo
circadiano de actividad locomotriz de la vibora de cascabel Crotalus molossus en condiciones de
luz/oscuridad (L/O), oscuridad/oscuridad (O/O) y luz/luz (L/L). De las cuatro hembras y cuatro machos
estudiados: en L/O todos mostraron un ritmo circadiano con gran amplitud, mientras que en O/O en las
hembras no se manifestd y en dos machos si, y en L/L los machos desplegaron un ritmo circadiano
robusto y dos hembras uno con baja amplitud. Los resultados de este estudio demuestran que C.
molossus exhibe un ritmo de actividad locomotriz con un periodo de 24 h sincronizado por la luz a
temperatura constante. Asi mismo se presentd actividad nocturna en todos los organismos que
mostraron ritmo en L/O. No obstante, la actividad puede presentarla tanto diurna como nocturna o
crepuscular, ya que las serpientes modifican sus habitos dependiendo del clima, edad, dieta, caza, etc.,
pero son la luz y la temperatura las sefiales mas importantes de sincronizacion. De la misma forma se
distinguieron patrones de comportamieno definidos por el sexo ya que hembras y machos desplegaron
diferentes respuestas ante los experimentos, probablemente asociado a una estacionalidad reproductiva.
En conclusién, el sistema circadiano en reptiles es complejo y muy diverso, lo que es valido para las
lagatijas puede no serlo para las serpientes. Crotalus molossus puede ser considerada como un buen
modelo para el estudio de los ritmos circadianos en serpientes. Es importante realizar estos estudios con
organismos silvestres, juveniles y de diferente distribucién para refutar o corroborar lo analizado en

este trabajo.



1. INTRODUCCION

1.1 Relojes bioldgicos y ritmos bioldgicos

Una de las principales fuerzas de la evolucion ha sido la constante blsqueda para independizarse de la
incertidumbre generada por un ambiente en constante cambio. Ante esta presion selectiva los
organismos han desarrollado mecanismos que permiten predecir las variaciones, entre estos, los relojes
bioldgicos han sido de los mas ampliamente desarrollados. Mediante el uso de relojes bioldgicos los
organismos pueden anticiparse y adaptarse a cambios ambientales ciclicos en la naturaleza.

Un reloj bioldgico se define como un sistema celular capaz de generar un orden temporal en las
actividades del organismo. Debe tener la capacidad de oscilar con un periodo regular, y usar dichas
oscilaciones como una referencia temporal interna. Este sistema debe permitir la adecuada interaccion
del dominio temporal entre el organismo y su ambiente (Aschoff, 1981). El reloj biol6gico necesita un
oscilador o marcapasos, que es un elemento neuronal que genera érdenes funcionales de caracter
ritmico, es decir, es una estructura interna (endogena), capaz de generar los ritmos en el organismo y de
medir el tiempo en ausencia de sefiales periodicas externas (Moore-Ede et al., 1982).

Un sistema puede ser multioscilador. En estos sistemas se encuentran los osciladores primarios,
que no dependen de otros para generar un ritmo bioldgico y los secundarios, que estan bajo el control
de algun oscilador primario. Incluso en organismos inferiores este sistema puede comprenderse mejor
si tiene mas de un oscilador. S6lo un arreglo multioscilador podria ser responsable de todos los
diversos comportamientos de los ritmos en los mamiferos (Pittendrigh, 1981; Moore-Ede et al., 1982).
Los requisitos basicos de un oscilador primario, se muestran en la figura 1.

Los ritmos bioldgicos son sucesos ciclicos o variaciones de las actividades fisiologicas y
conductuales que presentan cierta periodicidad y aparecen en toda la escala filogenética. Los
organismos unicelulares, tanto procariotas como eucariotas ya presentan procesos ritmicos en muchas
de sus actividades, desde bacterias (Paranjpe y Sharma, 2005), dinoflagelados (Sanvisens, 1989),
hongos (Dunlap y Loros, 2005), pasando por el reino vegetal (Yanovsky, 2001), los invertebrados
pluricelulares (Sanvisens, 1989) y hasta los vertebrados (Telleria, 1991). Debido a esto son
considerados una forma de adaptacion al medio (Pittendrigh, 1981). Los ritmos biolégicos se remontan
al origen de la vida, hace 3,500 millones de afios. Algunos autores postulan que las células primigenias
no hubieran sobrevivido mucho tiempo si no hubieran desarrollado una organizacion temporal que
restringiera a la noche los procesos sensibles a la luz ultravioleta (Pittendrigh, 1981), ya que en la

atmosfera primitiva no existian gases que protegieran a los organismos contra este tipo de radiacion. De
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la misma forma, la sincronia alcanzada entre el metabolismo del organismo y su ambiente le confiere
una ventaja adaptativa (Pittendrigh y Minis, 1964; Ouyang et al. 1998).
Resumiendo, un reloj bioldgico es la estructura bioldgica que genera un ritmo determinado y un

ritmo bioldgico se refiere a la actividad bioldgica observada.

Estimulo
Receptor
Entrada l
O=cilador primario
O Marcapasos
Salida l

Efector \_/‘

k/l\
L NN

Ritmos observables

Figura 1. Esquema de un oscilador primario o marcapasos capaz de generar ritmos bioldgicos observables de

muy diversa indole (modificado de Gruart et al., 2002).

1.1.1 Importancia de los ritmos biolégicos

Dentro de la naturaleza existen cambios impredecibles y cambios predecibles. Estos ultimos ocurren
con una frecuencia determinada. La organizacion temporal de las funciones de los organismos permite
activar mecanismos efectores antes de cambios ambientales. Esta anticipacion permite responder con la
maxima eficacia a dichos cambios suponiendo un menor gasto de energia, es lo que se llama
homeostasis predictiva (Cardinali, 1999). Los ritmos diarios permiten ordenar ciertas actividades segun
las limitaciones diarias de los organismos (termorregulacién en reptiles, humedad en anfibios) o sus
peculiares estrategias de forrajeo, refugio, etc. (Telleria, 1991) y los ritmos estacionales ordenan
comportamientos mas especificos como la reproduccion o la migracion y, en condiciones extremas de
temperatura o disponibilidad de alimento, inducen estrategias como la hibernacién o el letargo

(Paranjpe y Sharma, 2005).
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1.1.2 Clasificacion de los ritmos bioldgicos

Orlando Park en 1940 subdividio los fendbmenos ritmicos en dos categorias principales: los ritmos
exogenos y ritmos enddgenos. Los primeros se refieren a una respuesta directa a cambios fisicos en el
ambiente y no persisten cuando las condiciones se mantienen constantes y los segundos a que
contintan al menos por un tiempo bajo condiciones constantes. Dos décadas después Cloudsley-
Thompson en 1961 indicd que probablemente la mayoria de los ritmos que parecen exogenos, en
realidad representan la expresion de relojes celulares endégenos que cambian de fase uno con el otro
cuando se anula la influencia de la periodicidad ambiental.

Algunos ritmos se pueden clasificar de acuerdo a periodos geofisicos, otros con base a su
frecuencia. Tienen duraciones desde milisegundos como en el musculo fibrilar de insectos, hasta de
varios afios como los ciclos de densidad poblacional, pero los méas estudiados son los que presentan un
periodo aproximado de 24 horas, denominados circadianos (latin circa, cerca, alrededor de, y dies, dia),
término acufiado por Franz Halberg en 1959. Estos ritmos, se toman como referencia para el estudio de
los demas. Los ritmos circadianos exdgenos y enddgenos se definen de la siguiente manera:

e Ritmos exdgenos. EIl ritmo es respuesta pasiva a las variaciones de un factor ambiental.
En su ausencia no hay ritmo.
e Ritmos enddgenos. Se generan por estructuras internas del individuo
Se dividen en:
o Ritmos no geofisico-dependientes: ciclos breves (actividad neuronal, latido
cardiaco, respiracion, secreciones hormonales pulsatiles, fases del suefio).
o Ritmos geofisico-dependientes: ciclos medios (diarios, semanales, mensuales);
ciclos largos (estacionales o anuales).
De acuerdo a varios autores (Cloudsley-Thompson 1980; Moore-Ede et al., 1982; Haus et al.,

1998) se consideran las siguientes clasificaciones de los ritmos:

o Resultado de la adaptacion del organismo a variaciones ciclicas del ambiente:
e Circamareales, circadianos, circalunares y circanuales.
o De acuerdo a su frecuencia, tomando como referencia los circadianos:
e Ultradianos, con frecuencia mayor a los circadianos y ocurren mas de una vez durante un
dia.

e Circadianos, con frecuencia cercana a 24 horas.
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e Infradianos, con frecuencia menor a los circadianos y requieren mas de un dia para su
repeticion.

Gruart et al. (2002) proponen otra clasificacion en la cual se divide a los fenomenos bioldgicos

de carécter ciclico en ritmos de baja, mediana y alta frecuencia:

Baja frecuencia, con periodos desde seis dias hasta varios afios (ritmos circalunares,
estacionales y circanuales).

Mediana frecuencia, con periodos entre 30 minutos y 6 dias (ritmos ultradianos, circadianos e
infradianos).

Alta frecuencia, con periodos desde 0.5 milisegundos hasta 30 minutos (ritmos de actividad
eléctrica neuronal y los ritmos cardiaco y respiratorio).

Muchos de estos ritmos coexisten dentro del mismo organismo. La interaccion entre ritmos de

distintas frecuencias puede determinar la aparicion ritmica de ciertos eventos fisioldgicos. Por ejemplo,

la variacion ritmica de los niveles de cortisol o de la hormona adenocorticotropica es el reflejo de la

interaccion de ritmos circadianos y ultradianos (Haus et al., 1998). En la figura 2 se puede observar una

comparacion de las diversas clasificaciones y algunos ejemplos.

1.2 Propiedades generales de los ritmos bioldgicos

Los componentes de un ritmo bioldgico se pueden analizar mediante una funcion sinusoidal (Figura 3).

Los parametros que definen un ritmo son los siguientes (Marquez de Prado Garcia, 2004):

Periodo. Intervalo de tiempo entre dos acontecimientos idénticos; es decir, la duracion de un
ciclo completo. Se denomina como T (periodo del ritmo manifiesto) o tau t (periodo del ritmo
enddgeno).

Frecuencia. Numero de veces que ocurre el fendbmeno en un intervalo de tiempo.

Amplitud. Diferencia entre el valor mdximo (o minimo) y el valor medio de una oscilacion.
Define la magnitud de la variacién y se estima generalmente del valor maximo (cresta) al valor
minimo (valle) del ciclo.

Valor medio. Es la media aritmética de todos los valores obtenidos dentro de un ciclo. Es el
valor alrededor del que oscila la variable.

MESOR (Midline Estimating Statistics Of Rhythm). Es una media ajustada a ritmos que
difiere de la media aritmética cuando los datos no son equidistantes y/o no cubren un nimero

entero de ciclos.

13



RANGO DE FRECUENCIAS Alta ‘AMQd'a;A Baja
L > | 2

<

A

vo Y

CICLOFISICO No geofisico-dependientes Geofisico-dependientes
LR EEEE PR =
Ultradianos Circadianos Infradianos
D S —_ - >
Mes  Anual

Nictameral 1Unar T

Mareas ‘f

T T T T T I
1ms 1s Tmin 1h 1dia 1 ano
Fenomenos poblacionales ]
Hibernacion, migraciones, cria |
Secreciones hormonales X X
Ciclo ovarico de los mamiferos =3 X
Secreciones hormonales -
Ritmo vigilia-sueno I
Temperatura corporal
Actividad/inactividad de especies costeras [ | X % X
Ritmos en el nivel atencional
Ritmo actividad/inactividad . X X
Ritmo en el sueno paradojico
Ritmo respiratorio | zonns X X X
Ondas de EEG [ =] X X X
Potenciales en células excitables o B i s | X X X
Musculo fibrilar de insectos ERTEEEEIE X X X
L 1 1 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1
107 1072 0 102 10* 10° 10°
Segundos

Figura 2. Rango temporal de los distintos ritmos bioldgicos conocidos hasta ahora; seguln la frecuencia (alta,
media, baja), el ciclo fisico (geofisico - dependiente o no), la duracion de un ciclo (ultra-, circa- o infradiano), o

su relacién con algunos fendmenos geofisicos (mareal, lunar, anual) (Gruart et al., 2002).

e [Fase. Momento en que ocurre un hecho caracteristico dentro del ciclo en estudio. Para
caracterizar la fase normalmente se determina la acrofase. La representacion de las acrofases de
los distintos ritmos se denomina mapa de fases e indica la relacion temporal entre los distintos
procesos fisiologicos, apareciendo con una secuencia caracteristica dentro de un ciclo.

e Acrofase. Valor méximo de la variable a lo largo de un periodo.

e Batifase. Valor minimo de la variable a lo largo de un periodo.

e Marcador de fase. Evento caracteristico seleccionado para estimar la fase.

¢ Relacion o angulo de fase. Diferencia en la comparacion entre dos ritmos distintos.
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Figura 3: Parametros que definen un ritmo biol6gico ajustado a una sinusoidal (modificado de
Marquez de Prado Garcia, 2004).

Dentro de los ritmos bioldgicos se define como alpha (a) al segmento del ciclo durante el cual
el organismo se encuentra activo, y rho (p) al segmento en el que el organismo se encuentra inactivo.

Los ritmos bioldgicos pueden presentar cambios en la fase en que ocurre un hecho caracteristico
del mismo, que se conoce como marcador de fase. Si el cambio consiste en que el marcador de fase se
realiza después de lo esperado, lo llamamos retraso de fase. Cuando, por el contrario el marcador de
fase ocurre antes de los esperado, entonces lo llamamos adelanto de fase (Gruart et al. 2002) (figura 4).

Acrofase (f) Retraso (o adelanto)

, 1 | Amplitud (A)  (resta de fase (f)
«— | l —
-— |
’: \ A
| Tiempo
‘/ \/
/ : Periodo (t) Mesor (M)
Valle (f) < >

Figura 4. Retraso o0 adelanto de fase en un ritmo biol6gico (Tomado de Gruart et al., 2002).
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1.3 Caracteristicas generales de los ritmos circadianos
Para cumplir con su trabajo, un ritmo circadiano debe funcionar a la frecuencia de rotacion de la Tierra
(un ciclo cada 24 horas), asi como mantener una relacion de fase especifica con el ciclo dia-noche. Aun
asi, el periodo de los ritmos circadianos raramente es igual a 24 horas (Daan, 2010).
En términos generales, los ritmos circadianos se definen por las siguientes caracteristicas:

e Ubicuidad.

e Son independientes de la temperatura.

e Son enddgenos.

e Estan determinados genéticamente.

e Pueden ser sincronizados por factores ambientales (luz, temperatura, humedad, etc.).

e Muestran independencia a la retroalimentacion conductual.

Si no se cumplen con estos criterios, el ritmo no es considerado circadiano y entonces se le

denomina ritmo diario, el cual es la respuesta a sefiales ambientales, es decir un ritmo exdgeno

estimulo-respuesta (Pittendrigh y Minis, 1964).

1.3.1 Ubicuidad

Los ritmos circadianos de las funciones de reproduccion celular, nutricién, crecimiento, reposo,
exploracion etc., se han puesto de manifiesto en todos, o casi todos los seres vivos (Merrow et al.,
2010). Es notable que a pesar de la gran diversidad de estrategias adaptativas con que evolucionaron
los distintos grupos de seres vivos para cumplir estas funciones, todos presenten una ritmicidad
circadiana muy conspicua. Esta ubicuidad sugiere que tal vez la ritmicidad circadiana se haya originado

como una propiedad intrinseca a la vida tal como se manifiesta en la Tierra (Paranjpe y Sharma, 2005).

1.3.2 Compensacion de la temperatura

Para mantener su precision en cualquier latitud y época del afio, los relojes bioldgicos tienen la
capacidad de corregir el efecto que pudieran tener los cambios en la temperatura del ambiente sobre su
funcionamiento. Se conocen dos hipdtesis: a) la primera expone que en los relojes bioldgicos existe una
enzima (o un grupo de enzimas) que no modifica su actividad en un amplio rango de temperaturas; o,
b) la mas aceptada, la funcion del reloj depende de un juego de enzimas con distintas temperaturas
Optimas delicadamente ajustadas entre si (Gruart et al., 2002). La compensacion de la temperatura es el
ejemplo mas notable de la capacidad de los relojes circadianos para medir con gran precision cada una

de las horas que forman un ciclo completo (Pittendrigh, et al., 1991).
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1.3.3 Enddgenos

Durante muchos afios se pensé que los ritmos de los organismos eran de origen exdgeno, impuesto por
un algun factor generado por la rotacion de la Tierra (Daan, 2010). Durante el siglo XIX hubo algunos
investigadores como de Mairan o Charles Darwin que realizaron observaciones para desmentir este
supuesto; pero no fue sino hasta la década de 1920 que Anthonia Kleinhoonte y Erwin Biinning, por
separado, con sus investigaciones en las leguminosas Canavalia ensiformis y Phaseolus multiflorus
respectivamente, resolvieron el problema. Los dos concluyeron que los ritmos no pueden ser atribuidos
a ningun factor relacionado a la rotacion de la Tierra y mas bien se originan dentro del organismo
(Kleinhoonte, 1929; Binning, 1930). Otros estudios importantes son los que realizé en 1974 Colin
Pittendrigh en los que comprob6 que los ritmos circadianos persisten aun en ausencia de los
sincronizadores. De sus investigaciones se puede concluir que los organismos son capaces de generar
los ritmos bioldgicos sin necesidad de estimulos ambientales (o sincronizadores) debido a que poseen
relojes internos que pueden seguir oscilando en condiciones constantes, llamados cominmente relojes
bioldgicos.

A lo largo del tiempo geologico los organismos han sido expuestos a oscilaciones de luz y
temperatura muy similares, ya que los ciclos ambientales que genera la Tierra ocurren desde antes del
inicio de la vida, y no es de sorprendernos que el comportamiento y el metabolismo de la mayoria de
los organismos sigan un horario cercano a las 24 horas.

Si se evita la presencia de estos ciclos ambientales el ritmo no desaparece, sino que se mantiene
con un periodo ligeramente diferente al que ocurria en presencia del sincronizador. A esto se le conoce
como oscilacién espontanea o libre curso (free running). El periodo de un ritmo en libre curso,
designado con la letra griega tau (t), no siempre es el mismo que el del fenémeno geofisico que actia
como sincronizador. A consecuencia de lo anterior puede variar el periodo del ritmo entre distintos
organismos de una especie, por lo que después de varios ciclos, los sujetos se desincronizan entre si,
aunque para cada individuo el periodo en oscilacion espontanea sea muy preciso (Aschoff, 1981).

El tiempo de exposicién a la luz, asi como su intensidad juegan un papel importante tanto en el
periodo como en la amplitud de los ritmos. Jirgen Aschoff (1981) demostrd que el incremento de la
intensidad de la luz produce la disminucion del periodo en libre curso en animales diurnos, y su
alargamiento en animales nocturnos. Por su parte, la oscuridad continua produce el efecto inverso; es
decir, el periodo en libre curso de los animales nocturnos se acorta mientras que el de los animales

diurnos se alarga. A este comportamiento se le conoce como la Regla de Aschoff (Aschoff, 1981).
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1.3.4 Los ritmos pueden ser sincronizados por sefiales ambientales
La sincronizacién (entrainment) es el ajuste del periodo y la fase del ritmo biologico a consecuencia de
las sefiales ambientales. A los estimulos ambientales capaces de sintonizar o reajustar el ritmo de un
individuo a la evolucion del ciclo externo les Ilamamos, sincronizadores (T) o Zeitgeber, palabra en
aleman que se traduce como “dador de tiempo” (Pittendrigh, 1981). La sincronizacion permite que
exista plasticidad en los programas temporales de los organismos, lo que confiere una enorme
relevancia adaptativa a los ritmos bioldgicos (Gruart et al. 2002).

Existen dos protocolos generales que se utilizan para describir como se lleva a cabo la
sincronizacion a ciclos de luz/oscuridad (Pittendrigh y Minis, 1964):

e Sincronizacién no paramétrica o discreta.

e Sincronizacién paramétrica o continua.

Sincronizacién no paramétrica o discreta

Desarrollado por Pittendrigh en la década de 1950 en sus trabajos con Drosophila sp. manifiesta que el
marcapasos se restablece una o dos veces al dia cuando el entorno ofrece sefiales de tiempo discretas: el
amanecer y el anochecer (Daan, 2010). Es decir, los efectos no paramétricos de la luz son efectos de
tiempo al inicio y al final de los pulsos de luz (o pulsos mas largos; por ejemplo, fotoperiodos).

Para llevar a cabo una sincronizacion discreta se dan pulsos de luz de corta duracion en el inicio
del dia subjetivo (intervalo de actividad) y noche subjetiva (intervalo de reposo) del organismo vy, de
esta manera podemos observar si su reloj bioldgico es capaz de sincronizarse y anticipar la llegada de
la luz (Merrow et al., 2010), a éste tipo de protocolo en donde se generan pulsos de luz cada 12 horas
se le conoce como fotoperiodo esqueleto. En un animal nocturno, el lapso de actividad se invierte y

entonces seria llamado noche subjetiva.

Sincronizacién paramétrica o continua
Desarrollado por Aschoff expone que el sistema circadiano puede responder de forma continua al nivel
de intensidad de la luz con una modulacion de su velocidad. Por la aceleracion y desaceleracion en
curso, puede ser capaz de ajustar su frecuencia a la del medio ambiente (Aschoff, 1999). Es decir, los
efectos paramétricos de la luz son efectos de intensidad y longitud de onda sobre el ritmo.

Para generar una sincronizacion continua, se le da al organismo informacion continuamente,
como fotoperiodos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad (12L/120). Modulando la intensidad de

la luz durante el ritmo en libre curso y aplicando la regla de Aschoff como se mencion6 anteriormente,
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al aumentar la intensidad de la luz se tiende a acortar el periodo del ritmo en animales diurnos y

aumentarlo en animales nocturnos (Aschoff, 1981).

1.4 Organizacién general del sistema circadiano en vertebrados no mamiferos
El sistema circadiano en vertebrados no mamiferos estd compuesto por multiples osciladores
autonomos que regulan diversas salidas dentro del mismo organismo y con varias entradas foticas
(Underwood, 1977, 1981, 1983; Tosini y Menaker, 1998). Dependiendo de la especie se pueden
considerar diversas estructuras asociadas a la regulacion de los ritmos circadianos (Ellis et al., 2007):

e Glandula pineal o epifisis.

e Retina (0jos).

e Ojo parietal.

e Laregion analoga al nucleo supraquiasmatico en el hipotadlamo de los mamiferos.

Estas cuatro estructuras son los principales marcapasos del sistema circadiano en vertebrados no
mamiferos y se encuentran relacionados y conectados via hormonal y neural (Underwood, 2000). Para
que una estructura se considere marcapasos se requiere que cumpla con los siguientes requisitos:

e Al remover la estructura desaparece el ritmo manifiesto.
e En condiciones in vitro, la oscilacion de alguna variable biol6gica del marcapasos persiste.
e Al trasplantarlo en un animal al que se le ha lesionado la misma estructura se reestablece el

ritmo con la fase del donador.

1.4.1 La glandula pineal como oscilador circadiano (6rgano fotorreceptor y marcapasos)
Practicamente todos los vertebrados poseen un 6rgano pineal. Este 6rgano se origina de la evaginacion
del techo del diencéfalo y en el adulto se comunica con el cerebro por medio de un tallo. Este 6rgano
no es sélo un fotorreceptor, sino que también puede actuar como marcapasos circadiano (Minutini et
al., 1995). En peces, anfibios, en la tuatara y en algunas especies del orden squamata encontramos un
segundo componente llamado 6rgano parapineal u ojo parietal (Underwood, 1990).

En la glandula pineal se sintetiza la hormona indolamina conocida como melatonina (N-acetil-
5-metoxitriptamina), que también se produce, aunque en menor cantidad, en retinas cultivadas de
lampreas (Menaker y Tosini, 1996), peces (Cahill, 1996), anfibios (Anderson y Green, 2000), reptiles
(Tosini y Menaker, 1998) y mamiferos (Tosini y Menaker 1996). Esta hormona influye en gran medida
en los ritmos circadianos ya que la sintesis y secrecion de melatonina aumentan durante el periodo

oscuro del dia y se mantiene a un nivel bajo durante las horas de luz del dia (Underwood, 1990). Asi, la
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melatonina pineal se difunde rapidamente al torrente sanguineo y puede afectar, por lo tanto, la funcién
de drganos Yy tejidos lejanos. Una funcion general de la melatonina se puede describir como el proveer
una sefial que informa sobre los cambios de iluminacion durante el dia dentro del organismo, y que
genera un marco temporal alrededor del cual se pueden organizar eventos internos.

Gaston y Menaker en 1968 demostraron que la extirpacién de la glandula pineal elimina el
ritmo circadiano de locomocion en el gorrion (Passer domesticus). Afios mas tarde se confirmoé que el
trasplante de la glandula pineal restablece el ritmo de locomocion en gorriones que eran arritmicos,
porque previamente se les habia extirpado dicha glandula (Gruart et al., 2002).

Actualmente se han acumulado datos que evidencian la presencia de un reloj circadiano en la
glandula pineal de algunos peces (Esox lucius, Heteroneupsis fossilis, Lampreta japponica), reptiles
(Anolis carolinensis, Gallotia galloti) y aves (Padda oryzivora, Sturnus vulgaris). En todas estas
especies se ha demostrado que la extirpacion de esta glandula elimina los ritmos circadianos (Minutini
et al., 1995; Gruart et al., 2002). Por el contrario, la extirpacion de la glandula pineal en la lagartija
Podarcis sicula altera en forma muy importante el periodo de los ritmos enddgenos, pero no los
elimina (Foa, 1991; Innocenti et al., 1996; Minutini et al., 1995), poniendo de manifiesto que la
glandula pineal tiene un papel importante en la organizacion circadiana de los reptiles. Sin embargo,
los ritmos de algunas especies de vertebrados no mamiferos pueden persistir atn sin la glandula pineal
o los ojos. Por ejemplo en las lagartijas Sceloporus occidentalis y Dipsosaurus dorsalis la actividad
locomotriz persiste después de una pinealectomia (extirpacion quirurgica de la glandula pineal) y
enucleacion (extirpacion quirargica del globo ocular) en un mismo animal (Underwood, 1981; Janik et
al., 1990; Foa, 1991). Por consiguiente, un sistema oscilador que genera y mantiene un ritmo de

actividad locomotriz debe existir fuera de la glandula pineal y de la retina en estas especies.

1.4.2 La retina como oscilador circadiano

Como se menciond anteriormente la retina también sintetiza melatonina. Diversos estudios demuestran
que las retinas de diversos vertebrados como la codorniz japonesa Coturnix japponica, Gallus
domesticus, la rana Xenopus laevis y las lagartijas Sceloporus olivaceus, Tiliqua rugosa y la iguana
comdn Iguana iguana, contienen osciladores circadianos que median los procesos fisioldgicos
involucrados en la sensibilidad visual y un reloj circadiano que controla el ritmo de metabolismo de
indolaminas (Firth et al. 1999; Anderson y Green, 2000; Miranda-Anaya et al., 2002; Bartell et al.,
2004).

20



1.4.3 El nucleo supraquiasmatico

Mientras el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo ventral es el marcapasos dominante en el
sistema circadiano de mamiferos, el papel de esta estructura en el sistema circadiano reptiliano es poco
conocido. Experimentos han demostrado que lesiones hipotaldmicas producen arritmia en la actividad
locomotriz de diversas especies de lagartijas (Janik et al., 1990; Minutini et al., 1995). Bertolucci y Foa
(1998) han extendido estos descubrimientos al demostrar que lagartijas intactas se sincronizan a
inyecciones diarias de melatonina y lagartijas con lesiones en el NSQ no lo hacen, sugiriendo que el
NSQ es el blanco de la melatonina pineal.

1.5 Organizacion general del sistema circadiano en reptiles

1.5.1 Complejo Pineal y ritmos de actividad

Entre los marcapasos que se han encontrado en la clase reptilia los més estudiados son la glandula
pineal, el nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo y la retina, que contiene multiples fotorreceptores
circadianos. Entre los fotorreceptores extrarretinales destacan la glandula pineal y el ojo parietal; asi
como fotorreceptores extrapineales localizados dentro del cerebro, llamados también fotorreceptores
del cerebro profundo (Underwood y Menaker, 1976).

El 6rgano pineal (glandula pineal o epiphisis cerebri) se encuentra presente en Chelonia,
Squamata y Rhyncocephalia, pero no en Crocodilia, mientras que el ojo parietal (6rgano parapineal o
tercer 0jo) se encuentra en Rhyncocephalia y en algunas especies de lagartijas (Tosini, 1997). Varios
estudios electrofisiol6gicos sugieren que estos 6rganos son fotosensibles y muestran una respuesta nula
a ondas infrarrojas (Miller y Wolbarsht, 1962). Este complejo pineal juega un papel como marcapasos
al mantener un control ritmico del comportamiento y fisiologia, asi como de fotorecepcién circadiana
al sincronizar ritmos enddgenos a ciclos exdgenos (Quay, 1979).

En reptiles la melatonina se produce principalmente en la glandula pineal, ojo parietal, retina y
glandula de Harder, pero se ha demostrado que la glandula pineal es la principal fuente de melatonina
en sangre, ya que la pinealectomia elimina los niveles de melatonina en el sistema (Janik et al., 1990;
Foa et al., 1992; Tosini y Menaker, 1996), asi también se sugiere que el complejo pineal y la
melatonina estan involucrados en el control de los procesos de termorregulacion (Tosini, 1997).

En Iguana iguana se ha confirmado la presencia de un ritmo circadiano endogeno de
temperatura corporal cuando los animales se mantienen a una temperatura constante (Tosini y
Menaker, 1995); la parietalectomia (remocion quirdrgica del ojo partietal) no afecta este ritmo,

mientras que la pinealectomia lo elimina (Menaker y Tosini, 1996)
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1.5.2 Sistema circadiano en serpientes

Pocos estudios se han realizado en el clado de las serpientes, pero se podria pensar que el sistema

general de ritmicidad circadiana tiene las mismas bases que en el resto de los reptiles. Sin embargo,

Tosini (1997) ha demostrado que el complejo pineal en la clase Reptilia presenta una gran variabilidad,

tanto a nivel de estructura como neuroendocrino. En este tenor el autor comenta que “las

investigaciones no se han llevado a un analisis significativo o han proporcionado resultados

fragmentados que a menudo son dificiles, si no imposibles de interpretar”.

A manera de epitome, hago mencién de algunos datos importantes indicados en estudios realizados

sobre ritmos, glandula pineal y niveles de melatonina en diferentes especies de serpientes:

En la boa de arena Eryx conicus de actividad nocturna, el ciclo luz/oscuridad resultd ser un
mejor sincronizador de la actividad locomotriz que fluctuaciones en la temperatura (Griffiths,
1984)

En la serpiente de agua Nerodia rhombifera los niveles de melatonina en suero muestran un
claro ritmo diario que es afectado por el fotoperiodo y la temperatura (Tilden y Hutchinson,
1993).

Se han demostrado cambios estacionales en la concentracion sérica de melatonina para
Thamnophis sirtalis (Mendonca et al., 1995).

La glandula pineal de serpientes adultas no contiene células fotorreceptoras, y el tipo celular
principal es la célula parenquimatosa pineal. La mayor parte de la inervacion pineal parece ser
aferente, probablemente lleva informacion fética y proyecta a las areas pretectal y tegmental del
cerebro (Quay, 1979).

La glandula pineal y la melatonina pueden afectar la condicién gonadal en la serpiente Natrix
piscator (Haldar y Pandey, 1989).

En Pituophis melanoleucus inyecciones de melatonina disminuyeron significativamente la
temperatura media corporal preferida (Lutterschmidt et al., 1997).

En la serpiente africana Lamprophis fuliginosus inyecciones de melatonina no demostraron un
efecto en la seleccion térmica (Lutterschmidt et al., 2002). De la misma manera en este estudio,
no hubo diferencias significativas entre la termorregulacion en la escotofase o en la fotofase de
L. fulginosus sin tratar. Sus resultados sugieren que algunos animales de habitos nocturnos no
responden a concentraciones elevadas de melatonina.

En las especies Typhlops pusilla y T. biminiensis se comprobd un ritmo enddgeno circadiano

con preferencias nocturnas (Thomas y Thomas, 1978).
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La participacion de la glandula pineal y la melatonina en la expresién del comportamiento
sexual han resultado de poco interés para los investigadores y se han realizado escasos estudios.
Algunos resultados demuestran que la pinealectomia en otofio inhibe el comportamiento de cortejo en
la mayoria de las serpientes Tamnophis sirtalis paritetalis a la primavera siguiente (Nelson et al., 1987;
Crews et al., 1988). Una investigacion méas a fondo mostré que individuos de T. sirtalis a los cuales se
les habia extirpado la glandula pineal mantenian niveles detectables de melatonina; y los machos que
mostraron comportamiento de cortejo conservaron un ritmo diario de melatonina. Por el contrario, los
animales que no mostraron un ritmo de melatonina tampoco exhibieron un comportamiento de cortejo
(Mendonca et al., 1996).

1.5.3 Factores determinantes para los ritmos, la luz y la temperatura

Al analizar varios estudios se comprobd que las serpientes pertenecientes a las familias Boidae y
Viperidae pueden realizar la mayoria de sus procesos bioldgicos como reproduccién, forrajeo,
busqueda de refugio, interacciones entre predador y presa (Kardong y Mackessy, 1991) o localizando
refugio térmico (Krochmal y Bakken, 2003) sin necesidad de los o0jos ya que cuentan con otros
sistemas sensoriales ya sea quimiorreceptores como el 6rgano vomeronasal y el pasaje nasal (Graves y
Duvall, 1985; Chiszar et al., 1986), mecano-receptores en la piel (Proske, 1969), asi como un 6rgano
termorreceptor (fosetas termosensibles) (Campbell et al., 2002). EI 6rgano termorreceptor cobra
especial importancia en los vipéridos, ya que éstos pueden detectar hasta un cambio de 0.001 grados
Celsius (Ebert y Westhoff, 2006). Este sistema infrarrojo no sélo se utiliza en orientacion sino también
en la discriminacion de las formas (Bakken y Krochmal, 2007); posiblemente también cuenten con
organos térmicos accesorios (Chiszar et al., 1986). Cabe mencionar que la temperatura afecta
directamente la tasa de los procesos fisiologicos (Lutterschmidt et al., 2002).

Saint Girons (1971) resumio la actividad circadiana en los escamados indicando que existe un
ritmo circadiano enddgeno que se altera principalmente por la necesidad de termorregulacion, excepto
en los animales de bosques tropicales ya que en estos lugares la temperatura media anual se mantiene
estable. También afirmé que la luz es a menudo importante cuando la temperatura no es muy variable
diurnamente. Al igual que las serpientes de los estudios anteriormente mostrados, en la tortuga Testudo
hermanni la temperatura es mas importante que la luz para la expresiéon ritmica de la melatonina
(Vivien-Roels y Arendt, 1983).
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1.6 Biologia general de la serpiente de cascabel de cola negra Crotalus molossus (Baird y
Girard, 1853)

1.6.1 Taxonomia
Phylum: Chordata
Clase: Reptilia

Orden: Squamata

Suborden: Serpentes

Familia: Viperidae
Género: Crotalus

Especie: Crotalus molossus (Baird & Girard, 1853)
Subespecies: Crotalus molossus molossus
Crotalus molossus nigrescens
Crotalus molossus oaxacus
Sinénimos:
Crotalus molussus
Crotalus mollossus

Caudisona molossus

Figura 5. Ejemplar adulto hembra de Crotalus molossus.
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1.6.2 Descripcion morfolégica

Crotalus molossus (Baird y Girard, 1853), también llamada Vibora de Cascabel de cola negra (Figura
5) es una serpiente de tamafio grande y cuerpo robusto que llega a medir hasta 1.25 m. Tiene cabeza
triangular y las escamas aquilladas. La coloracién dorsal varia del negro al verde y café oscuro al café
grisdceo, con una serie de 24 a 34 manchas romboidales con bordes claros. La parte posterior de la cola
es mas oscura que el resto del cuerpo (Canseco-Marquez y Gutiérrez-Mayen, 2006). EI nimero de
escamas caudales es de 24 en los machos y de 21 en las hembras; el nimero de escamas en la zona
ventral es de 164-186 en los machos y de 168 - 187 en las hembras; la escama anal es simple (Uribe-

Pefia et al., 1999). Se puede apreciar un ejemplar adulto hembra en la figura 5.

1.6.3 Distribucion geogréfica

C. molossus es una especie generalista con una fuerte afinidad por el terreno rocoso y con frecuencia se
encuentra en o cerca de barrancos, acantilados o taludes. Su distribucion es amplia (figura 5) con tres
subespecies (Liner y Casas-Andreu, 2008). El taxdn mas meridional es C. m. oaxacus (Gloyd, 1948)
habita en Oaxaca y el sureste de Puebla; C. m. nigrescens habita, desde Michoacan y el norte de Puebla
por el centro de México hasta el norte en Chihuahua central occidental (Alvarado-Diaz y Suazo-
Ortuiio, 2006); y, C. m. molossus habita desde Sonora, Chihuahua y Coahuila hacia el centro de Texas,
Nuevo México y Arizona (Uribe-Pefia et al., 1999; Campbell y Lamar, 2004).

Los registros de altitud indican que vive desde el nivel del mar hasta 2,930 m. Las asociaciones
vegetales varian desde pino-encino (Pinus y Quercus spp.), bosques secos tropicales a praderas de
mezquite, y ocasionalmente desiertos dominados por gobernadora (Larrea tridentata) (Degenhardt et
al., 1996; Campbell y Lamar, 2004).

1.6.4 Importancia

El hecho de no sean animales carismaticos debido a su estado coloquial de “venenosa y mortal” no es
Obice para que sean de gran interés desde diversos puntos de vista, por ejemplo, forma parte de tramas
tréficas y puede actuar como control bioldgico de poblaciones de especies consideradas plaga, como la
de algunos roedores (Campbell y Lamar, 2004). Desde hace siglos, culturalmente han tenido y todavia
mantienen un importante simbolismo en las culturas prehispanicas (Castellon—Huerta, 2001; Jauregui,

2001); asi mismo es parte de los simbolos patrios.
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Figura 6. Areas potenciales de distribucion geografica de la serpiente Crotalus molossus en el territorio

mexicano (Tomado de Correa-Cano et al., 2006).

En México las viboras de cascabel en general se han utilizado desde tiempos prehispanicos de
diversas maneras (Sahagun, 1985): su piel es aprovechada en la industria peletera y cosmética, su carne
es comestible y practicamente todo el organismo (visceras, sangre, carne, piel, colmillos y crétalos), es
utilizado en remedios medicinales (Gomez-Alvarez et al., 2007). Cabe mencionar que dentro de la
cultura popular se cree que las serpientes de cascabel tienen efecto curativo contra la enfermedad del
cancer, por lo tanto es muy buscada por el mercado naturista (Gémez-Alvarez et al., 2007).

Esta especie se encuentra en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2010 bajo la
categoria PR (Sujeta a proteccion especial), en la Convencion sobre el Comercio Internacional de
Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES) en el apéndice Il y en la lista roja de la

Unidn Internacional para la conservacion para la naturaleza (UICN) en categoria Least Concern.
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1.6.5 Conducta

Es considerada ddcil y de retirada rapida. Ciertos individuos cascabelean vigorosamente y adquieren
una postura amenazante cuando son sorprendidos (Degenhardt et al., 1996). Campbell y Lamar (2004)
reportaron a esta especie sobre los arboles, algunos en las copas, posiblemente tomando el sol o
forrajeando en los nidos de las aves. En Nuevo México, Degenhardt et al. (1996) colectaron C.
molossus durante todos los meses a excepcion de febrero y diciembre; de las 178 serpientes colectadas
en este estudio, el 45% de las serpientes fueron encontradas durante julio y agosto. Los especimenes
colectados durante enero fueron presumiblemente tomados al término del invierno donde pueden ser
observadas tomando el sol en los dias méas calientes. En un estudio en las montafias de Tucson en el
desierto de Sonora, Beck (1995) observo a esta especie en las laderas rocosas, pero a finales del verano
y el otofio también se avistaron en arroyos y mesetas de creosota o gobernadora (Larrea tridentata).
Los refugios se localizan entre rocas o en grietas en las laderas rocosas orientadas hacia el suroeste.
Beck (1995) calculé un rango hogarefio promedio de 3,49 ha y un movimiento medio anual de 14,99

km, también registré la temperatura corporal media de las serpientes activas, que fue de 29,60°C.

1.6.6 Reproduccién

La edad aproximada a la primera reproduccion es a los cinco afios. EI nimero maximo de
reproducciones por afio es una y su sistema es poliginico (Klauber y McClung, 1982). Como todos los
vipéridos, C. molossus es una especie vivipara y el tamafio de la camada es de 3 a 16 crias (Campbell y
Lamar, 2004). La mortalidad en los primeros cinco afios es de 22.7% a 59.3% (Greene et al., 2002).

El apareamiento de C. m. molossus y C. m. nigrescens que habitan en el noroeste y centro de
México se observa en la primavera y el nacimiento de las crias ocurre entre junio y agosto (Armstrong
y Murphy, 1979). También se reportd el apareamiento en Arizona al inicio de la temporada de lluvias
desde finales de julio a principios de septiembre (Greene et al., 2002); y en México, Balderas Valdivia
et al. (2009) reportaron el inicio de la temporada de reproduccién en la Reserva del Pedregal de San
Angel al principio del verano. Pero con base en varios estudios C. molossus muy probablemente
presente almacenamiento de esperma a largo plazo durante su dormancia en invierno, dandose la

ovulacion y fertilizacion a finales de la primavera (Schuett, 1992).

1.6.7 Patrones de actividad y comportamiento, ¢Son diurnas, crepusculares o nocturnas?
Al ser poiquilotermos, el principal factor que gobierna la actividad de las serpientes es la temperatura.
La luz al parecer no resulta un elemento esencial. Esto se hace notorio en los vipéridos ya que al poseer

organos termosensibles no necesitan de la luz visible para identificar su entorno.
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No es claro si la actividad de la vibora de cascabel es preferentemente diurna o nocturna.
Crotalus molossus se ha registrado tanto diurna como nocturna, prefiriendo la actividad nocturna ya
que algunos autores mencionan un mayor porcentaje de individuos avistados en las horas nocturnas.
Sin embargo, otros autores han reportado a esta vibora con actividad principalmente diurna y que puede
modificarla a nocturna debido a altas temperaturas durante el dia (Armstrong y Murphy, 1979; Hardy y
Greene, 1999; Balderas Valdivia et al.2009). Tozetti et al. (2009) hipotetizan esta capacidad de cambio
de habito dependiendo de la temperatura ambiental como un patrén para el género Crotalus.

Varios estudios proporcionan datos sobre la ecologia de Crotalus molossus. Se han realizado
seguimientos de esta especie en el estado de Arizona, EUA, en las montafias Chiricahua alrededor de
Portal (Beck, 1995; Greene, 1999; Hardy y Greene, 1999; Green et al., 2002). En éstos se reporta
activa del 1 de marzo al 15 de octubre, pero es comun observarlas en el invierno, e incluso se han
encontrado forrajeando durante los meses de invierno. Durante el verano, la mayoria de las serpientes
son crepusculares o nocturnas (la mayor parte de la actividad es de 16:00 a 22:00 horas), pero en

invierno, primavera y otofio se encuentran a menudo al mediodia, cuando la temperatura es mas alta.

1.6.8 Actividad de dos subespecies a diferentes latitudes
Se muestra la actividad registrada de Crotalus molossus molossus y C.m. nigrescens de acuerdo a

varios autores desde 1979.

Crotalus molossus molossus

Se ha registrado como diurna en meses frios y nocturna en meses calidos (Armstrong y Murphy, 1979).
En el estado de Texas, Tennant (1984) la registra activa casi todo el afio, en el norte del estado se
encuentra activa de julio a octubre y puede asolearse en los dias calidos en el invierno. Asi mismo, en
el sureste de Arizona, Beck (1995) registra su actividad principalmente de marzo a octubre. Después de
llover, es comdn encontrarlas calentdndose sobre las carreteras (Klauber y McClung, 1982).

Crotalus molossus nigrescens

Balderas-Valdivia et al. (2009) reportaron que en el Pedregal de San Angel es una especie
principalmente diurna; pero observaron dos ejemplares adultos activos cerca de las 21:00 h, situacion
que no habia sido previamente reportada. En la literatura previa solamente se sefialan periodos de
actividad crepusculares para la especie en la Cuenca de Meéxico (Uribe-Pefia et al., 1999).
Aparentemente la actividad es principalmente diurna en otras latitudes, aunque puede ser nocturna en

los meses mas calientes del verano (Armstrong y Murphy, 1979).

28



Balderas-Valdivia et al. (2009), reportaron no haber observado ejemplares activos en el
Pedregal durante los meses de diciembre a febrero, lo que sugiere que la especie estiva durante una
cuarta parte del afio. Creen las serpientes pudieran salir ocasionalmente de sus refugios en la temporada
fria después varios dias soleados.

Se han realizado estudios radiotelemétricos para analizar los patrones de actividad de C. m.
nigrescens. Se observa que las serpientes se desplazan aproximadamente 43 m por dia durante la
temporada activa y pueden viajar hasta 15 km en promedio en una sola temporada (Beck, 1995). Por
medio de métodos de radiotelemetria por implantacion intraperitoneal Madrid-Sotelo y Balderas-
Valdivia (2008) encontraron que el principal periodo de actividad es durante los meses de marzo a
noviembre, pero es en la temporada seca, de marzo a mayo, cuando recorren mayores distancias
(Balderas-Valdivia et al., 2009).

C. molossus caza la mayoria de las veces en la noche (Hardy y Greene, 1999; Tozetti y Martins,
2012), periodo que coincide con el pico de actividad de sus presas mas comunes (roedores) (Hardy y
Greene, 1999). Sin embargo, también se reporta por revision de muestras estomacales que se alimenta
de lagartijas como Sceloporus torquatus y S. grammicus, organismos estrictamente diurnos. Se piensa
que los roedores constituyen la dieta principal de las serpientes adultas, mientras que en serpientes
jévenes se detecta con mas frecuencia restos de lagartijas (Balderas Valdivia et al., 2009). Lo anterior
sugiere que dentro de una misma poblacion, los organismos juveniles pueden presentar una actividad
diurna mientras que los adultos exhiben una actividad nocturna debido principalmente al tipo de
alimentacién, en este caso de la presa.

Al ser depredadores de emboscada pueden esperar a su presa por horas e incluso dias (Hardy y
Greene, 1999; Greene et al., 2002). Beck (1995) menciona que una serpiente puede sobrevivir con dos
0 tres comidas grandes durante un afio, lo cual elimina la probabilidad de un oscilador sincronizado al
alimento, tan comin en mamiferos (Stephan, 2002; Davidson et al., 2003).

Los diferentes patrones de actividad observados aparentemente indican que las serpientes de
cascabel pueden cambiar su periodo de actividad de acuerdo a las condiciones en las que viven (Uribe-
Pefia et al., 1999; Campbell y Lamar, 2004; Balderas-Valdivia et al., 2009). Estas pueden resguardarse
en oquedades, cuevas, 0 bajo rocas donde la luz es escasa o nula si el dia es caliente o pueden asolearse
si el dia es frio (Uribe-Pefia et al., 1999).

El presente estudio pretende conocer la ritmicidad de la actividad locomotriz de la serpiente de
cascabel bajo periodos controlados en laboratorio de luz y oscuridad bajo el mismo régimen térmico y

asi poder valorar la importancia de la luz en su comportamiento.
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2. JUSTIFICACION

Durante el curso de esta investigacion no se encontraron reportes acerca de los ritmos circadianos en
viboras de cascabel. Los estudios de ritmicidad bioldgica en reptiles se han enfocado principalmente a
iguanas, geckos, anolis, lagartijas y tortugas (Meneghini, 1967; Foa, 1991; Shaw, 1993; Tosini y
Menaker, 1995, 1998; Bartell et al., 2004; Miranda-Anaya et al., 2000, 2002, 2007).

La carencia de estudios tanto etol6gicos como sobre ritmos circadianos en serpientes en general
hace necesario el realizar este tipo de investigacién, la cual aportara nuevos conocimientos sobre la
biologia de la especie, asi como sobre los ritmos circadianos en vertebrados no mamiferos. De esta
manera estos hallazgos podran servir de referencia para estudiar las caracteristicas conductuales
circadianas en viboras de cascabel asi como la fisiologia de este grupo.

Es importante conocer el periodo de actividad de estos organismos, asi como realizar
experimentos con diferentes tiempos de iluminacion-oscuridad para saber en qué momento del dia o
noche pudieran realizan sus actividades de locomocion, ya sea con el propoésito de forrajeo, basqueda
de refugio, gestacién, etc. Dicha informacion, hasta ahora confusa, posibilitaria averiguar en qué
momento son susceptibles a depredadores o cuales son los mejores momentos para el muestreo. Asi
mismo, debido a su amplia distribucion geografica, resulta de interés el conocer las posibles
adaptaciones ritmicas a las distintas latitudes en que habita.

No obstante el status de proteccion existente para Crotalus molossus, la especie se encuentra
amenazada debido a multiples factores, entre otros: a) la importancia econdmica que ésta representa
para la industria peletera, b) el temor hacia la especie y ¢) la creciente fragmentacion y destruccion de
su hébitat debido al desarrollo urbano y agricola. Es urgente disefiar planes de manejo adecuados para
su conservacion, para lo cual sera necesario investigar a fondo las bases bioldgicas del comportamiento
de la especie.

Debido a que son principalmente depredadores de emboscada, pasan largos periodos de tiempo
inmoviles en espera de presas potenciales. Por lo tanto, la comprension de los efectos de ciclos
luminicos sobre la actividad locomotriz contribuird sustancialmente a la prediccion de su gasto de

energético (Secor y Nagy, 1994; Beaupre, 1996).
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3. HIPOTESIS

Debido a que la luz y la temperatura son dos sefiales importantes que interactian para dirigir la
actividad locomotriz en las viboras de cascabel, al mantener a la temperatura como una variable
constante, se podra evaluar la importancia de la luz como un factor que regula esta actividad. Si las
serpientes presentan ritmicidad circadiana en la actividad locomotriz, entonces la exposicion a

diferentes fotoperiodos revelara las caracteristicas endogenas de este ritmo.

3.1 Predicciones

1. Si sometemos a los organismos a periodos de 12 horas luz y 12 horas oscuridad con una
temperatura estable invariable, éstos mantendran un periodo actividad/descanso cercano a 24
horas, sincronizandose con el ciclo luz/oscuridad.

2. Si las serpientes se condicionan a periodos de oscuridad constante después de fotoperiodos
121/120, se observara el periodo del ritmo en libre curso.
Si las serpientes se condicionan a periodos de luz constante se observara una pérdida del ritmo.

4. Si se presenta ritmo en las tres condiciones de iluminacién entonces la luz no es el factor mas

determinante para la actividad locomotriz de esta especie.

31



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Comprobar la existencia de un ritmo circadiano en la actividad locomotriz en individuos adultos de la
vibora Crotalus molossus en diferentes condiciones de iluminacién simulada y temperatura constante y,

en caso de presentarse ritmos, describir sus caracteristicas basicas.

4.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la presencia de ritmos circadianos en la actividad locomotriz en organismos adultos de
Crotalus molossus en respuesta a diferentes condiciones de iluminacion artificial, tales como
sincronizacion paramétrica, iluminacion constante y oscuridad constante manteniendo las demas
variables de temperatura, humedad, sonido y alimentacion constantes.

2. Conocer y describir las caracteristicas principales de alpha, rho y tau del ritmo circadiano en la
actividad locomotriz en organismos adultos de Crotalus molossus.

3. Analizar y comparar las posibles diferencias en los periodos mostrados entre hembras y en machos.

4. Evaluar el valor de la especie para futuros estudios sobre ritmos circadianos en serpientes.
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5. MATERIALES Y METODO

5.1 Obtencion y mantenimiento de los animales

En el Bioterio para Experimentacion Zooldgica (BEZ) del Instituto de Biologia de la UNAM, se
mantuvieron en cautiverio ocho serpientes de cascabel de la especie Crotalus molossus, cuatro hembras
y cuatro machos facilitadas por el Herpetario de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autonoma de Querétaro, donde nacieron y fueron mantenidas en condiciones constantes desde
entonces. Antes de los experimentos, las serpientes se mantuvieron en encierros individuales y
estabilizadas a un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad y con condiciones constantes de
temperatura, humedad, sonido y alimentacion, para que no alterasen los ritmos del reloj circadiano que
pudieran afectar los experimentos. Fueron alimentadas cada 15 dias, como se tenian acostumbradas,
con ratones adultos vivos cepa CD-1, proporcionados por el bioterio de la Facultad de Medicina
(UNAM), y con agua disponible ad libitum hasta los experimentos. Para evitar causales debidas a
factores intrinsecos de las serpientes, se utilizaron serpientes o mas similares en edad, peso y tamafio.
Los animales variaron de 84 a 101 cm (media= 93.25 cm; D.S:= 5.33 cm) en longitud total y de 540 a
701 g (media= 592.87 g; D.S:= 48.45 g) en peso.

5.2 Sistema de registro de actividad locomotriz
La actividad fue registrada mediante el uso de camaras de videograbacion (marca Meriva) posicionadas
a 90 cm sobre el area de prueba y se reviso cada video de manera individual tomando como apoyo los
métodos utilizados por Hayes y Duvall (1991), Kardong y Mackessy (1991), Safer y Grace (2004),
Young et al. (2001) y Young y Aguiar (2002). Se consideraron posiciones y movimientos para contar
los segundos de actividad del organismo. En resumen, cada vez que la serpiente generara un
movimiento significativo de acuerdo a los estudios mecionados anteriormente, se contaba la cantidad
de segundos desde el inicio hasta el término y se anotaron en intervalos de 30 minutos.

Los ocho organismos fueron aclimatados por 15 dias (Firth y Keenaway, 1989; Bartell et al.,
2004) en encierros individuales de madera especiales para videograbacion con medidas de 90 x 90 cm

de base y 90 cm de altura (figura 6) y fueron sujetos a diferentes fotoperiodos:

1. Sincronizacién paramétrica: 12 horas luz/12 horas oscuridad, referidas también como 12hL/12hO y
L/O, con encendido de luces a las 6:00 y apagado a las 18:00 horas.
2. Regla de Aschoff y/o arritmia: Luz continua, referidas también como 24hL/00 o L/L.

3. Libre curso en oscuridad continua: referidas también como 0L/240 o O/O.
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Cuadro 1. Tratamientos para evaluar los ritmos circadianos de la serpiente de cascabel Crotalus

molossus en condiciones de cautiverio con temperatura, humedad, sonido y alimentacion constante.

48h ler dia 20 dia
12 h 12 h 12 h 12 h

12hL/12hO
24hL/00

0L/240

Figura 7. Encierros individuales de madera utilizados para videograbacion.
Medidas 90 x 90 x 90 cm.

Se manejaron dos grupos para la experimentacion (cuadro 2): el primero comprendiendo cuatro
machos, y el segundo cuatro hembras; y cada individuo se diferencidé por un color marcado en el
cascabel.

Con el fin de que la luz fuera la Unica variable importante en la determinacion de los ritmos
circadianos, durante todo el experimento las serpientes se mantuvieron en un ambiente constante de
temperatura ambiental a 27 + 1°C, humedad de 70% de cuerdo a los parametros preferidos por C.

molossus en la naturaleza (Armstrong y Murphy, 1979; Uribe-Pefia et al., 1999). La temperatura y la
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humedad fueron mantenidas con ayuda de un radiador, termostato digital y un termo-higrémetro.

Adicionalmente se elimino el sonido, y las serpientes se alimentaron cada 15 dias, de acuerdo al

régimen alimenticio bajo el cual habian sido mantenidas hasta entonces.

Cuadro 2. Grupos de machos y hembras para experimentacion diferenciados por

color en el cascabel.

Grupo 1: Hembras Grupo 2: Machos
Azul Plata
Verde Blanco
Negro Naranja

Morado Amarillo

Antes y después de cada condicion luminica se aplicé un periodo de oscuridad constante de 10

dias, evitando asi, que la condicion previa

afectase a la siguiente.

Los experimentos se realizaron de la siguiente manera:

a) 15 dias de aclimatacion en encierro individual con fotoperiodo OhL//24hO.
b) 10 dias con fotoperiodo 12hL/12h0O realizando grabacion del 5° al 10° dia.

c) 10 dias con oscuridad constante.

d) 5 dias en grabacion con fotoperiodo OhL/24hO.

e) 10 dias en oscuridad constante.

f) 10 dias con fotoperiodo 24hL/0hO (luz constante) realizando grabacion del 5° al 10° dia.

La luz del fotoperiodo fue provista mediante el uso de luz blanca con Diodos Emisores de Luz

(LED) ya que este tipo de luz produce muy poco calor y el generado no altero la temperatura de los

encierros, a una distancia de 70 a 90 cm sobre el area de prueba. La periodicidad de la luz fue

mantenida mediante el uso de temporizadores digitales. La intensidad de iluminacion fue medida con

un luxémetro y se mantuvo similar entre los encierros:

Encierro 1: 54.6 200 LUX.
Encierro 2: 52.3 200 LUX.
Encierro 3: 56.5 200 LUX.
Encierro 4: 53.5 200 LUX.
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Se analiz6 el porcentaje de individuos que presentaron ritmo y se calcul6 alpha y rho en cada
condicion luminica. Se compararon los promedios de actividad y de reposo entre los diferentes sexos y
se confrontaron estos resultados para verificar si existe alguna diferencia de ritmicidad con base al

SeX0.

5.3 Distancia recorrida

Para conocer el trayecto recorrido de los organismos, en los videos se trazé una cuadricula de 10 cm x
10 cm sobre la superficie de 90 cm x 90 cm de estudio, y se sumé la distancia total de movimiento que
generd0 cada organismo diariamente. Esto se realizd en condiciones de luz/oscuridad,
oscuridad/oscuridad y luz/luz, por ser, la primera, las condiciones naturales; la segunda, para conocer la

distancia recorrida en libre curso; y, la tercera para verificar si existe arritmia.

5.4 Analisis de datos

Los datos recopilados fueron agrupados en programa Excel en intervalos de 30 min y analizados
utilizando los programas Chronos-Fit y Actiview. Con estos programas se realizo un analisis ANOVA
y posteriormente un anélisis de Cosinor, que ajusta los datos a una funcion sinusoidal a partir de la cual
se generé un actograma de doble gréfica. Los periodos fueron calculados por medio de un
periodograma de X? (Sokolove y Bushell, 1978). Posteriormente se realizé una transformacion rapida
de Fourier, la cual genera un periodograma que muestra los picos de actividad que representan un
ritmo. Finalmente se realiz6 una comparacion entre machos y hembras en ritmos generados, periodos

encontrados y duracion promedio de alpha y rho.
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6. RESULTADOS

6.1 Sincronizacion paramétrica a ciclos de 12 h luz / 12 h oscuridad

Las hembras de la serpiente de cascabel Crotalus molossus mostraron un claro periodo circadiano en
luz/oscuridad como se pueden observar en el cuadro 3 (p = 0.05). Se observa que las serpientes
muestran poco tiempo de actividad (alpha), moviéndose entre 2.1 y 5.2 horas promedio diarias (Cuadro
3). En los actogramas (Figura 7) se observa una sincronizacion en todos los individuos con la fase
nocturna del ciclo, con inicio de actividad al apagado de la luz; morado muestra una anticipacion al
apagado de luces de tres horas. En el periodograma (Figura 8), se distingue una actividad de gran
amplitud mostrando un ritmo muy marcado cercano a 24 horas y se despliega sélo un pico significativo
para cada organismo. La curva promedio de actividad para machos y hembras muestra una alpha

promedio total de 3.4775 h, mientras que el de rho es de 21.4602 h.

[ T B (| 9 e

Hembras
Date: 2014-09-16 T Data set: Azul?
E.|CICI 18_‘00 5.|UU 18.‘00 E'FU Date: 2014-09-16 ~  Data set: Negro3
I T T T I T Y B
6.00 18.00 6.00 18.00 6.00
gl'l—l—l—- =..= -. ..-—-—.H% I T T N T Y T AN (IO Y A B B A A AN O AN S BN BN SN B |
[ I N DR BN BN I ) B LI Ty iy i LI
(D N B D s ) 1 B ) 1N T T T N T EEIT W T ETEEraEare 1
I | 1 [ e Eaae —— N prod I NN SN NN EE— N Ly
T 1IN TN
: 441 ' B 000 0 Bl i | L 105
8 — 727
Date: 2014-09-16 " Data set: Verded ’ Jate: 2014-09-16 ~  Data set: Morado
6.00 18.00 6.00 18 00 6.00 6.00 18,00 6.00 18.00 6.00
I I S R I N I T A AN A A B NN B S A SN ANEE I NN AN A A B A B v b b e v o |
0 ~ T T WY By Wl FINE; 0 I TN TEmnN | 0 | 27
1 | N ENTEN | || || Ll THT ETITT W | 49 1 I . | | | 1| 115
2 | | [l BEm BI0IN | | | | | | B EE N 1 46 2 | I EEET T ¥ | | I EmEEl ml I 30
3_W TN || 1 | || | | | BN | 109 3 N | L_H___H1 ) L] 80
O | || . ~ a1 295 4 LN | | Il . 328
5 LI | 347 5 L Ll 402
Machos
Date: 2014-10-9 " Data set: Platal Date: 2014-10-9 ~  Data set: Naranj
6.00 18,00 6.00 18,00 6.00 6.00 18.00 6.00 18.00 6.00
S T T AN NN N 0 B A A SN B A A OO I A A A Lo v bvvvvv v v vy v v v v v by a1
0 | | | I B | TH T 1. | | W 62 0 | | | I | || | [
1N Wl § IEN | | L | TN TN 5 1l 00000 WNEEN N EmyY 40009090 I NI NN
AT TTE TN T I Y L | T W I T 5 e 1 | | I Wi W TN L I | | | B 1. | LYt
3T W | 1| | | | I I | | | B B | | | 66 3 WX | I | | | B I | Wl T u | I I L T 50
4 67 41 W W I Tm7 ] L__I B | EHN T TN 40
L | TN LIS 65 sl T N LLE L ] 46
Date: 2014-10-9 ~  Data set: Blanco Date: 2014-10-9 " Data set: Amaril
6.00 18.00 6.00 18.00 6.00 6.00 18.00 6.00 18.00 600
T T T T B N A BB A A A I T T T T A A Y VA AV 1 A A OO O B A I B |
0 T . L1 N W1 0 IS BN | N N )
11 LH _ 1L N | [] L LB el 1l TEN W EEE 00O T W a0 O
I R B ) || BB B BT 2 T W E EEE < §T ¥ TEITEE 000
31 L] Ll | I | L 1] LI 193 I T TEHITEE B =W W E W 0
4 0 | || TN L] L] L 63 'O B | B e Bl N I 158
5 Il L} 106 5= N NHNN TN BN W 369

Figura 8. Actogramas de doble grafica para cuatro hembras (azul, verde, negro, morado) y cuatro machos (plata,
blanco, naranja, amarillo) en condiciones de 12:12 luz/oscuridad. Las barras blancas y negras indican los
periodos de luz y oscuridad con encendido de luz a las 0600 h y apagado a las 1800 h. Revelan un inicio de

actividad al apagado de las luces y la mayor parte de su actividad se desarrolla durante la fase oscura.
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Cuadro 3. Periodos y duracion promedio diaria en horas de alpha y rho para

hembras y machos bajo ciclo de luz/oscuridad 12:12. * = Periodo significativo a p = 0.05.

Hembras L/O

Individuo/ actividad Azul Verde Negro Morado
Periodo 1 (horas) 23.9* 24.8312* | 24.5128* | 24.8312*
Alpha 4.142 2.116 5.226 2.386
Rho 19.848 21.876 18.724 21.604
Machos L/O
Individuo/ actividad | Plata Blanco Naranja | Amarillo
Periodo 1 (horas) 24.2025 | 25.1579* 23.6049 | 24.8312*
Alpha 0.812 1.842 0.714 3.004
Rho 23.178 22.15 23.276 20.988
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Figura 9. Periodogramas de organismos hembras (izquierda) y machos (derecha) en fotoperiodo luz/oscuridad

12/12. Se observa un periodo muy cercano a 24 horas para todos los individuos.
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En los machos también se observa un ritmo claro pero solamente en dos de ellos es significativo
a p = 0.05 (Cuadro 3). Los machos se mueven claramente menos que las hembras mostrando un
promedio de actividad alpha total de 1.593 h, mientras que el de rho es de 22.403 h (Cuadro 3). Los
actogramas muestran una sincronizacion en todos los individuos con la fase nocturna del ciclo, con
inicio de actividad al apagado de la luz (Figura 7) amarillo muestra una anticipacion al apagado de 5 h
en el primer dia y se recorre hasta 2h en el quinto dia. En el periodograma se despliega un solo pico
significativo para blanco y amarillo que presentan una gran amplitud, mostrando un ritmo muy cercano
a 24 h (Figura 8); mientras que naranja y plata se encuentran por debajo del rango, aun cuando si se

manifiesta un ritmo cercano a 24 h. Plata es el Unico individuo que no presenta actividad estable.

6.2 Efecto de oscuridad constante (O/O) sobre el ritmo de actividad locomotriz

En hembras en periodo de oscuridad constante no se observa ningun ritmo con periodo a 24 horas pero
azul muestra dos ritmos ultradianos y negro uno (Cuadro 4). Se observa menor actividad en
comparacion con L/O, la duracion promedio de alpha y rho se muestra en el cuadro 4. La curva
promedio de actividad muestra un alpha promedio total de 1.638 h, mientras que el de rho es de 22.361
h. Los actogramas (Figura 9) despliegan actividad durante las 24 horas sin ningun patrén definido. En
el periodograma (Figura 10) se observa la ausencia de un ritmo para dos organismos y en los otros dos

se muestran dos periodos ultradianos para azul de 5.81 h y 6.02 h y uno para negro de 4.9 h.

Cuadro 4. Periodos y duracion promedio diaria en horas de alpha y rho para

hembras y machos bajo ciclo de oscuridad constante. * = Periodo significativo a p = 0.05.

Hembras O/O
Individuo/ actividad Azul Verde Negro Morado
Periodo 1 (horas) 6.2078* 3.9586 4.9026* 36.07
5.8116*
Alpha 2.4956 1.077 1.246 1.736
Rho 21.5043 | 22.9228 22.7539 22.2639
Machos O/O
Individuo/ actividad Plata Blanco Naranja | Amarillo
Periodo 1 (horas) 20.7826* | 25.4933* | 3.6628* 3.7054*
Alpha 5.656 7.1517 8.3678 6.3496
Rho 18.344 16.8482 15.6321 17.6503
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Figura 10. Actogramas de doble grafica para cuatro hembras (azul, verde, negro, morado) y cuatro machos
(plata, blanco, naranja, amarillo) en condiciones de O/O. En hembras se observa actividad durante las 24 horas
sin ningun patrén definido para los cuatro organismos. En machos se observa a naranja y amarillo con mucha
actividad dispersa durante las 24 horas, plata igualmente lo presenta pero con bloques de actividad mas definidos

y blanco presenta actividad principalmente durante el horario nocturno.

En los machos en oscuridad constante se observa un periodo cercano a 24 h en dos organismos,
plata y blanco; y, ultradiano en todos con una p = 0.05 (Cuadro 4). Se observa un aumento en la
actividad diaria comparado a L/O, se muestra la duracion diaria promedio de alpha y rho en el cuadro
4. La curva promedio de actividad muestra un alpha promedio total de 6.8813 h, mientras que el de rho
es de 17.1186 h. En los actogramas (Figura 9) se observa que dos organismos, naranja y amarillo,
presentan mucha actividad dispersa durante las 24 horas, plata lo presenta pero con bloques de
actividad mas definidos y blanco la restringe al horario nocturno sin ningun patrén. En el periodograma
(Figura 10) se observa una alteracion del ritmo al mostrar ritmos que no existian en L/O; plata presenta
cinco ritmos ultradianos: 16.6, 11.0, 9.7, 12.5 y 8.7 h; blanco presenta dos de 14.0 y 9.5 h, naranja

muestra cuatro, siendo el de 3.6 h el de mayor amplitud y amarillo solo uno de 3.7 h.
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Figura 11. Periodogramas de organismos hembras (izquierda) y machos (derecha) en condiciones de
oscuridad/oscuridad. Se observa ritmo significativo para azul cada 5 y 6 horas con baja amplitud. En machos,
plata muestra cuatro picos por periodos de 20.7, 16.6, 11.0 y 9.7 h; naranja exhibe cuatro picos de 3.6, 3.2,4.6 y
5.2 h; blanco presenta tres, 25.4, 14.0 y 9.5 h y amarillo solo manifiesta uno de 3.7 h. Esto indica una alteracion

del ritmo tanto para hembras como para machos.

6.3 Efecto de luz constante (L/L) sobre el ritmo de actividad locomotriz

Dos de los organismos hembras, verde y negro mostraron un periodo circadiano en condiciones de luz
constante; morado muestra uno ultradiano y azul no presenta ningun ritmo (Cuadro 5). En el
periodograma (Figura 11) se observa que verde presenta un ritmo circadiano con periodo de 21.9 hy
uno infradiano de 31.3 h, negro uno circadiano de 20.3 h y uno infradiano de 30.8 h y morado uno
ultradiano de 16.48 h y en azul existe actividad de muy baja amplitud sin ningdn ritmo significativo. La
curva promedio de actividad muestra un alpha promedio total de 2.1678 h, mientras que el de rho es de
21.8321 h. Se observa una disminucion de actividad comparando con L/O y O/O en todos los
organismos menos en negro. La duracion promedio de alpha y rho se observa en el cuadro 5. En los

actogramas se observa actividad dispersa durante las 24 horas para los cuatro organismos (Figura 12).
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Cuadro 5. Periodos y duracién promedio diaria en horas de alpha y rho para

hembras y machos bajo ciclo de luz constante. * = Periodo significativo a p=0.05.

Hembras L/L
Individuo/ actividad Azul Verde Negro Morado
Periodo 1 (horas) - 21.977* | 20.3404* 16.48*
Alpha 0.4694 1.0679 6.3267 0.8073
Rho 23.5305 22.932 17.6732 23.1926
Machos L/L
Individuo/ actividad Plata Blanco Naranja | Amarillo
Periodo 1 (horas) 25.4933* | 24.2025* | 24.8312* 4.9792*
Alpha 14.0939 5.1418 5.6746 5.6751
Rho 9.90605 | 18.8581 18.3253 18.3248
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Figura 12. Periodogramas de organismos hembras (izquierda) y machos (derecha) en periodo L/L. En hembras,

negro y verde presentan un ritmo de 20.34 h'y 21.97 h respectivamente. Morado muestra un pico a 16.48 hy

azul no tiene ningun ritmo significativo. En machos se observan periodos circadianos con gran amplitud para

tres organismos: blanco de 24.2 h, naranja de 24.8 h. y plata de 25.49 h, ademas este Gltimo presenta 4 picos

significativos demostrando una alteracion del ritmo y amarillo presenta tres siendo el més significativo de 4.9 h.
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Figura 13. Actogramas de doble grafica para cuatro hembras (azul, verde, negro, morado) y cuatro machos
(plata, blanco, naranja, amarillo) en condiciones luz/luz. Se observa actividad dispersa durante las 24 h para los
cuatro organismos hembras. En los machos se puede apreciar que amarillo presenta arritmia mientras que
naranja y blanco muestran una sincronizacion con la noche subjetiva llevando a cabo la mayor parte de su
actividad después de las 24:00 hasta poco mas de iniciado el dia subjetivo, plata se muestra activo la mayor parte

de las 24 h, con un alpha promedio de 14.039 h.

En los machos en periodo de luz constante, se observa un ritmo con periodo circadiano y gran
amplitud para tres organismos: blanco de 24.2 h, naranja de 24.8 h., plata de 25.49 h, y amarillo es el
Unico que solo presenta ritmos ultradianos (Cuadro 5) con una p = 0.05. En el periodograma (Figura
11) se observa que naranja presenta un ritmo ultradiano de 12.02 h, plata muestra cuatro de 17.07, 6.97,
8.0 y 14.37 h y amarillo presenta tres de 4.97, 4.28 y 3.55 h. Existe un aumento en alpha comparando
con L/O en todos los organismos; y, comparando con O/O una disminucion en todos excepto en plata.
En el cuadro 5 se observa la duracion promedio diaria de alpha y rho para cada individuo. La curva

promedio de actividad de los cuatro organismos muestra un alpha promedio total de 7.6463 h, mientras
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que el de rho es de 16.3536 h. En los actogramas se aprecia que naranja y blanco muestran una
sincronizacion con la noche subjetiva, amarillo manifiesta arritmia mientras que plata se muestra activo

la mayor parte de las 24 horas (Figura 12).

6.4 Comparacion entre hembras y machos

Se presentd un ritmo con periodo circadiano en el 54.16% de los experimentos (Figura 13). En
luz/oscuridad los cuatro organismos hembras y dos machos presentaron ritmos con periodos desde 23.9
a 25.1 horas con actividad nocturna. En oscuridad/oscuridad dos machos mantuvieron el periodo
circadiano, uno con actividad nocturna y dos mostraron un ritmo ultradiano, de la misma manera, dos
hembras mostraron un periodo ultradiano. Bajo condiciones de luz/luz, dos hembras presentan un ritmo
circadiano y dos uno infradiano y tres machos presentaron un ritmo circadiano y uno present6 un ritmo
ultradiano. EI resumen y comparacion de individuos que presentaron ritmo se puede observar en el
cuadro 6 (p = 0.05).

Porcentaje de individuos que presentaron
ritmo circadiano

100%
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0%

L/O 0/0 L/L

B Machos B Hembras

Figura 14. Porcentaje de machos y hembras que presentaron un ritmo circadiano en las diferentes condiciones de

iluminacién. L/O = 12:12 horas luz/oscuridad; O/O = oscuridad constante. L/L = luz constante.
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Cuadro 6. Parametros exhibidos en las diferentes condiciones experimentales de los ocho individuos: presencia

de un ritmo y periodo en horas. * = Periodo significativo a p = 0.05.

Grupo L/O 0/0 L/L
Azul: 239 h* Azul: 6.2078 h* Azul: Sin ritmo
5.8116 h* Verde: 21.977 h*
Hembras Verde: 24.8312 h * Verde: 3.9586 h 31.3443 h*
Negro: 24.5128 h * Negro: 4.9026 h * Negro: 20.3404 h*
Morado: 24.8312 h * Morado: 36.07 h 30.8387 h*
Morado: 16.48 h*
Plata: 24.2025 h Plata: 20.7826 h* Plata: 25.4933 h*
16.6262 h* 17.0714 h*
11.0520 h* 6.9781 h*
9.7551 h* 8.0 h*
12.5789 h* 14.3759 h*
8.7306 h*
Machos Blanco: 25.1579 h* Blanco: 25.4933 h* Blanco: 24.2025 h*
14.058 h*
9.5124 h*
Naranja: 23.6049 h Naranja: 3.6628 h* Naranja: 24.8312 h*
3.2407 h* 12.0252 h*
4.6863 h* Amarillo: 4.9792 h*
5.2098 h* 4.2870 h*
Amarillo; 24.8312 h* Amarillo: 3.7054 h* 3.5539 h*

La duracion de alpha, rho y el desplazamiento en metros se resume de la siguiente manera: a) en
condiciones de luz/oscuridad los machos presentaron en promedio desde 0.7 a 3.0 h de actividad diaria
con un desplazamiento promedio diario desde 14 hasta 44 m, mientras que las hembrasde 2.1a 5.2 hy
un desplazamiento desde 47 hasta 69 m, indicando un mayor movimiento por parte de las hembras; b)
en condiciones de oscuridad/oscuridad hubo un aumento de actividad y desplazamiento por parte de los
machos que se elevo desde 5.6 hasta 8.3 h diarias y de 74 hasta 86 m en promedio; esto es,
dependiendo del individuo, desde el doble hasta ocho veces lo que presentaron en L/O. Para las
hembras hubo una disminucién en todos los organismos desde la mitad hasta cinco veces lo que tenian
en L/O, presentando de 1.0 a 2.49 h diarias y un desplazamiento de 15 a 32 m en promedio; c) en
luz/luz todos los machos mostraron un aumento en comparacion con L/O y una disminucién con O/O,
tres de éstos manifestaron un alpha muy similar de 5.1 a 5.6 horas en promedio con desplazamiento de
65 a 76 m promedio diario y el macho restante (plata) present6 una actividad promedio de 14.09 h con
un desplazamiento de 93m. De la misma manera, en tres de las hembras se dio una disminucion de la
actividad en comparacion con L/O y O/O desde 0.4 a 1.0 hy de 14 a 16 m y solo una (negro) exhibi6
un aumento a 6.32 h con un desplazamiento promedio de 53 m. Los datos del desplazamiento se

pueden observar en la figura 14.
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Figura 15. Desplazamiento promedio diario en metros observado por hembras (izquierda) y machos (derecha) en

condiciones de luz/oscuridad, oscuridad/oscuridad y luz/luz. Los dias se muestran en el eje de las abscisas y el

desplazamiento diario promedio en metros en el eje de las ordenadas.
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7. DISCUSION

7.1 Presencia de un ritmo y sincronizacion a la luz

Los resultados de este estudio demuestran, como se habia hipotetizado, un ritmo de actividad
locomotriz con un periodo muy cercano a 24 h en seis de ocho organismos de Crotalus molossus al
mantenerlos en condiciones de laboratorio con periodos de luz y oscuridad de 12:12 h. En los dos
machos restantes, también se registr6 un periodo cercano a 24 h el cual no es estadisticamente
significativos pero es el de mayor amplitud de entre todos en su registro individual. Resultados
semejantes obtuvo Griffiths (1984), el cual realiz6 un estudio con la boa de arena Eryx conicus y todas
las serpientes se sincronizaron a periodos de luz/oscuridad 12:12 y mostraron actividad nocturna,
comun para esta especie.

Al todos mostrar un ritmo y sincronizarse cinco individuos al apagado de las luces, se confirma
gue con una temperatura constante de 27 + 1°C la luz es un sincronizador para ritmos de actividad en
C. molossus. De la misma manera se puede corroborar que prefieren el horario nocturno ya que se
presento actividad nocturna en siete de los ocho organismos que mostraron ritmo en luz/oscuridad,
como lo que reportan Klauber (1949), Armstrong y Murphy (1979) y Balderas Valdivia et al. (2009)
para esta especie en el campo.

En condiciones de oscuridad constante, dos machos y ninguna hembra presentaron ritmo
circadiano. Al igual que lo que encontrd Griffiths (1984) en su estudio con Eryx conicus, no hubo
evidencia de un ritmo persistente bajo oscuridad constante en ningun animal. Contrario a esto, Oishi et
al. (2004) en un estudio con las lagartijas Takydromus tachydromoides y Takydromus smaragdinus en
Japdn, encontraron que estas despliegan una actividad diurna bajo ciclos de luz/oscuridad y el ritmo se
mantuvo en libre curso bajo condiciones de oscuridad/oscuridad en todos los organismos. En el
presente estudio se observd una alteracién del ritmo circadiano probablemente relacionado al
dimorfismo sexual ya que solamente dos machos presentaron ritmo circadiano, y todos los ejemplares
presentaron ritmos ultradianos no observados en periodo luz/oscuridad. Los resultados indican que la
luz es necesaria para que las serpientes generen su ritmo proponiendo que el ritmo en hembras es diario
y no circadiano ya que para ser considerado circadiano debe mantenerse en ausencia del sincronizador
(Pittendrigh y Minis, 1964). Por ejemplo, Ellis et al. (2007) encontraron que 13 de 17 lagartijas Tiliqua
rugosa mantuvieron el ritmo circadiano de L/O en O/O. Para corroborar si en efecto los ritmos
circadianos son de origen enddgeno es importante realizar estudios de mayor duracién y aumentar el
nimero de organismos para comprobar que el ritmo se mantenga en ausencia del sincronizador (Oishi
et al., 2004).
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En condiciones de luz constante dos hembras muestran un ritmo de 24 h con muy baja amplitud
y tambien un ritmo infradiano. En su actograma se lee actividad dispersa durante todo el dia lo que
indica que no existe un periodo definido de actividad (Underwood, 1973). En las mismas condiciones,
tres machos presentaron un ritmo en libre curso con periodo de actividad cercano a 24 h que indica que
pudiera existir un ritmo circadiano de origen enddgeno, al mantenerse en la mayoria de los organismos
(Oishi et al. 2004). En un estudio con los anfisbénidos Amphisbaena manni, A. gonavensis y las
serpientes Typhlops biminiensis y T. pusilla, Thomas y Thomas (1978) encontraron en todos los
organismos evidencia de un fuerte ritmo circadiano enddégeno al mantenerlos en luz constante, excepto
en A. manni. Estos resultados contrastan con el registro de Griffiths (1984) en Eryx conicus, en el cual
solo una de cinco serpientes mostré persistencia del ritmo en luz constante. Oishi et al. (2004)
encontaron que T. tachydromoides redujo su periodo en oscilacion espontanea bajo condiciones de luz
constante mientras que T. smaragdinus no modifico su periodo. La actividad realizada se lleva a cabo
en la noche subjetiva (después de las 18:00 h) en tres organismos machos y el restante muestra
actividad durante las 24 h. Es posible que el mantener el ritmo con luz constante esta asociado a una
estacionalidad reproductiva debido a que la época de copula se lleva a cabo en los meses de dias largos
en el afio y son los machos los que buscan a las hembras (Armstrong y Murphy, 1979; Schuett, 1992;
Greene et al., 2002; Balderas Valdivia et al., 2009).

Se hace evidente con los estudios analizados que la luz continua afecta de manera distinta a
organismos de diferentes especies asi como de la misma especie. En este estudio se encontré que
dentro de la misma especie modifica a machos y a hembras de manera desigual, ya que en machos se
genera un ritmo muy marcado y con gran amplitud y en las hembras se presenta un ritmo circadiano de

muy baja amplitud y ademas nuevos ritmos tanto ultradianos como infradianos.

7.2 Periodos en las distintas condiciones
Existio poca variacion en el periodo del ritmo end6geno de 24 h entre los organismos en las distintas
condiciones, pero se generaron diversos ritmos que no se encontraban en condiciones de L/O:

a) En oscuridad/oscuridad tres hembras y todos los machos presentaron un ritmo ultradiano

b) En luz/luz dos hembras generan un ritmo infradiano y tres machos ultradiano

De esto se desprende que el ritmo enddgeno que presentan los organismos, en efecto, es
circadiano y que la luz es un fuerte sincronizador a temperatura constante. Griffiths (1984) sefialé que
un ritmo biol6gico puede operar como: a) un robusto ritmo enddégeno que es sincronizado y solo
levemente reforzado por el ciclo sincronizador, b) un ritmo enddégeno débil que es sincronizado y

fuertemente reforzado por el ciclo sincronizador o ¢) un simple ritmo exdgeno estimulo-respuesta. Los
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resultados encntrados en C. molossus son facilmente explicados por b), ya que existe un componente
enddgeno que mantiene el periodo del ritmo y es fuertemente sincronizado por la luz. En dos
organismos en oscuridad/oscuridad, el periodo se mantiene a pesar de que no hay un sincronizdor, al
igual que tres machos y dos hembras en luz/luz.

En este organismo la regla de Aschoff no es aplicable y de hacerlo las hembras serian
organismos nocturnos ya que su periodo se alarga al aumentar la intensidad de la luz. Por el contrario,

en una hembra y dos machos el periodo se acorta sugiriendo que la especie es diurna (Aschoff, 1981).

7.3 Analisis alpha 'y rho
En L/O se presento actividad nocturna en la mayoria de las serpientes. Durante el dia los movimientos
no fueron muy frecuentes y el reposo o acecho fue la accién predominante. EI mismo comportamiento
se ha observado en las especies Bothrops jararaca, B. atrox y otras especies de Crotalus (Sazima,
1988; Beck, 1995; Oliveira y Martins, 2001). Se presume que la actividad nocturna en estos individuos
de Crotalus molossus se debe a que se trata de una poblacion del altiplano que se somete a altas
temperaturas diurnas por lo tanto restringe su actividad al horario nocturno. Los resultados en este
experimento a temperatura constante, demuestran que las serpientes prefirieron el horio nocturno
inclusive sin tener un gradiente térmico del cual escoger. Cloudsey Thompson (1961) menciona una
hipétesis en la que muchos animales tienden a ser nocturos para evitar la depredacion.

Los resultados obtenidos muestran un mayor desplazamiento por parte de las hembras en L/O.
Esto es contrario a lo esperado ya que Hardy y Greene (1999), Greene et al., (2002) y Balderas
Valdivia et al. (2009) mencionan que los machos en general tienen mas movimiento que las hembras.
Por ejemplo, el &mbito hogarefio para machos adultos es de 300 x 700 m cuando para las hembras no
gravidas es de solo 150 x 250 m y 2 m? para hembras gravidas (Hardy y Greene, 1999; Balderas
Valdivia et al. 2009). Aun cuando, no se puede afirmar que son lo mismo movientos en ambientes
controlados vs. movimientos en ambientes de vida libre, es interesante notar que la distancia que se
movieron las serpientes bajo condiciones de L/O en los encierros, fue muy similar a los
aproximadamente 43 m por dia mencionado por Beck (1995) para C. molossus en vida libre.

El movimiento en machos aumenté en O/O y en L/L, pero dismuny6 en hembras. Esto nos
puede indicar que las diferentes condiciones de iluminacion afectan de manera distinta a machos y a
hembras generando respuestas diferentes para cada grupo. La distinta amplitud (mayor en machos) en
los periodos en libre curso, y la mayor presencia de ritmos ultradianos en machos y de infradianos en
hembras confirman estas diferencias entre sexos. Se puede pensar que la oscuridad continua para

machos y hembras, y la luz continua para hembras enmascara al ritmo endogeno. El enmascaramiento
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sucede con cualquier proceso que distorsione la salida original del reloj interno, ya sea que provenga
del interior o del exterior del cuerpo (Minors & Waterhouse 1989, p. 30).

Mientras la mayoria de biélogos asumen que los relojes circadianos generan patrones de
actividad, también es bien conocido que los estimulos ambientales pueden enmascarar los ritmos
enddgenos al suprimir o aumentar la actividad (Underwood, 1992). Asi, en machos la actividad
aumenta, mientras en hembras disminuye. De la misma manera se puede asumir que el aumento en la
actividad en machos en L/L se deba al estrés producido por la luz constante y tratan de buscar refugio
(recuerde que las serpientes carecen de parpados) y al no encontrarlo despues de un tiempo se cansan y
reposan, retomando la actividad de buscar refugio al poco tiempo. Se desconoce porque este efecto se
restringe mas bien a los machos.

Al igual que la condicion luz/luz activa el periodo de 24 h presumiblemente asociado a una
extension del dia durante la época reproductica (ver arriba), el aumento de actividad en luz/luz en
machos también puede estar asociado a la época de cdpula, que sucede en los dias largos. Durante la
copula los machos buscan a las hembras desplazandose varios cientos de kilometros siguiendo un rastro
en busca de una hembra (Hardy y Greene, 1999). Balderas Valdivia et al. (2009) por medio de
radiotelemetria, encontraron que en la temporada seca, de marzo a mayo donde los dias son mas largos,

las serpientes recorren mayores distancias.

7.4 ¢Es la luz un factor determinante para la activacion de ritmos y movimientos?

Comparando los resultados obtenidos con a la bibliografia consultada podemos confirmar que la luz es
un factor determinante para sincronizar un ritmo, ya que se presentd un ritmo circadiano con gran
amplitud en condicion L/O. Bajo las demas condiciones fue de menor amplitud pero aun asi se observé
un ritmo y solo en hembras no se presentd en O/O. De la misma forma, la luz es un factor decisivo para
el desarrollo de actividad locomotriz en Crotalus molossus ya que los organismos aumentaron o
disminuyeron su actividad dependiendo del género y de las condiciones luminicas a temperatura
constante.

Para separar los efectos de la luz y de la temperatura se realiz6 una comparacion bibliografica
de la actividad locomotriz entre poblaciones del sur de Estados Unidos y norte, centro y sur de México
(Armstrong y Murphy, 1979; Beck, 1995; Hardy y Greene 1999; Greene et al., 2002; Balderas Valdivia
et al., 2009 y observaciones personales). De ello se concluye que a lo largo de su distribucion, las
serpientes de cascabel estivan o hibernan de diciembre a febrero (invierno), registrando muy poca
actividad. Por su parte durante el verano, las poblaciones del sur de EEUU y norte de México son

nocturnas debido a las muy altas temperaturas durante el dia y las poblaciones del centro de México
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son principalmente diurnas debido a que el verano es relativamente frio. Asi, las poblaciones del sur del
pais se pueden encontrar tanto en el dia como en la noche y durante todo el afio, probablemente porque
el invierno es relativamente célido y las temperaturas diarias promedio oscilan muy poco entre las
estaciones (Tozetti y Martins, 2012). Este patron se puede fundamentar con los estudios de Beck
(1995) en las Montafias Tucson en el Desierto Sonorense en los cuales mencionan que durante los
meses frios C. atrox, C. molossus y C. tigris fueron mas activos al mediodia, mientras que en meses
menos frios fueron predominantemente nocturnos o crepusculares. De la misma forma se encontraron
12 ejemplares de Crotalus estebanensis (antes C. molossus) con actividad nocturna en la isla San
Esteban de las 1900 h hasta las 2400 h (observaciones personales). Durante el dia se observaron
individuos de esta especie en estado de reposo en cuevas 0 madrigueras bajo el suelo. En esta isla se
registran temperaturas en el suelo de hasta 67 °C (Salinas, 2016). De la misma forma se encuentran las
observaciones de Heckrotte (1962) en las cuales menciona cambios en los patrones de actividad en
Thamnophis radix radix, ya que esta especie norteamericana se reporta como inactiva en invierno,
diurnamente activa en primavera y otofio y nocturna en verano.

Aparentemente la temperatura es mas importante que la luz para estimular la actividad natural
en los crotalos. En un estudio realizado durante un afio con Crotalus durissus en una zona de clima
templado con invierno seco en Brasil (parecido al centro de México), Tozetti y Martins (2012)
reportaron que el numero de serpientes que se asolean fue bajo, ya que las temperaturas diarias
promedio se mantienen estables durante todo el afio y son suficentemente altas para activar el
metabolismo. Se esperaria que para una serpiente tomar el sol es fundamental para controlar la
actividad metabolica (Huey et al., 1989).

A parte de la temperatura otros factores que tendrian un mayor peso sobre la actividad
locomotriz seria la humedad relativa (Oliveira y Martins, 2001), la caza (Balderas Valdivia et al. 2009),
la busqueda de refugio (Hardy y Greene, 1999), agua etc. En el mismo tenor durante la presente tesis se
registrd a las serpientes bebiendo agua en promedio una vez cada cinco dias, lo que sugiere que para
esta especie no existe un estrés hidrico tan marcado (Dupoué et al. 2014).

En cuestiones de conducta asociada al movimiento se puede inferir que los movimientos
probablemente aumentan el riesgo de depredacion y exposicion a condiciones ambientales adversas
(Bonnet et al., 1999). Desde este punto de vista, la seleccion de un sitio de forrajeo que también
proporcione los requisitos de termorregulacion diurna es esencial, reduciendo la necesidad de moverse.
Corroborando esto, Hardy y Greene (1999) mencionaron que se han encontrado individuos de C.

molossus exponiendo al sol s6lo una parte del cuerpo, en la cual se encuentra la comida ingerida.
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7.5 Consideraciones finales

Como se mencion0 anteriormente, los estudios sobre ritmicidad circadiana se han enfocado
principalmente en las lagartijas, tanto en estudios sobre fotoperiodicidad como de termorregulacion,
parietalectomia, pinealectomizacion enucleacion, melatonina en sangre, etc. (Underwood y Menaker,
1970, 1976; Underwood, 1973, 1985; Foa et al., 1993; Menaker y Wisner, 1983; Innocenti et al., 1994,
1996; Tosini y Menaker, 1995, 1998; Tosini et al., 2001). Inclusive existen estudios en testudines como
el de Cloudsley-Thompson (1971) en el cual expone que la tortuga tropical Testudo sulcata tiene un
ritmo circadiano bien marcado e imperturbable. Dos estudios en Trachemys scripta elegans demuestran
la existencia de un ritmo circadiano de actividad locomotriz (Gopar-Canales et al., 2010), asi como
publicaciones sobre el efecto de inyecciones de melatonina en Terrapene carolina (Erskine y
Hutchison, 1981).

Muy poco se ha realizado en serpientes (Nelson et al., 1987; Crews et al. 1988; Haldar y
Pandey, 1989; Mendonca et al., 1995, 1996). EI compendio de Tosini (1997) demuestra que el
complejo pineal en la clase Reptilia presenta una gran variabilidad, tanto a nivel de estructura como
neuroendocrino. De acuerdo a esto se puede suponer que lo que es valido para las lagartijas, no lo sera
para las serpientes, aun cuando pertenecen a un mismo linaje. Se requieren realizar mas estudios sobre
el tema en diversos géneros de serpientes ya sea para refutar o confirmar lo ya teorizado.

Para confirmar que en efecto sean ritmos circadianos endogenos y que la luz es un fuerte
sincronizador es relevante el realizar experimentos con fotoperiodos de dias largos y dias cortos asi
como fotoperiodo esqueleto (Gopar-Canales et al., 2010). De la misma forma, al ser la temperatura un
estimulo importante para la realizacion de actividad en C. molossus; resulta importante producir una
variacion de la temperatura manejando termoperiodos con diferentes fotoperiodos (Firth y Keenaway,
1989; Firth et al. 1999)

Este estudio abre campo para promover la investigacion en ritmos de serpientes; por ejemplo,
bajo diferentes fotoperiodos y termoperiodos, luz infrarroja, fotoperiodo esqueleto, melatonina en
sangre, enucleacién, pinealectomia, etc. Asi también, Crotalus molossus sirve como especie modelo
para el entendimiento de los ritmos en vipéridos tropicales, al no existir hasta ahora antecedentes
directos sobre estudios experimentales en laboratorio sobre ritmos en este tipo de serpientes. El Unico
estudio experimental en serpientes reportado hasta ahora es el la boa de arena Erix conicus, de Asia,

lejanamente relacionada.
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8. CONCLUSIONES

Al comparar los resultados en este estudio con la bibliografia, se demuestra que Crotalus molossus
presenta un robusto ritmo circadiano sincronizado por la luz en condiciones de iluminacion L/O 12:12
y luz constante. En libre curso el ritmo se mantiene con un periodo cercano a 24 horas en la mayoria de
los organismos lo que nos hace suponer que es endodgeno y fuertemente sincronizado por la luz. Al
mismo tiempo, en libre curso se observan nuevos ritmos tanto ultradianos como infradianos que no
existian en L/O, lo que sugiere que se alteran los ritmos de actividad generando patrones de
comportamiento desiguales para machos y para hembras. De la misma manera se distinguen patrones
de comportamieno definidos por el sexo en relacion a las diferentes amplitudes en los periodos
observados y ausencia de ritmo en hembras en O/O, asi como la presencia de un ritmo en los machos
en condiciones de luz continua, esto puede deberse a que los machos son los que buscan a las hembras
durante la época de copula que se lleva a cabo durante los dias largos en el afio.

El andlisis de alpha y rho demuestra que Crotalus molossus es un organismo de poca actividad
en L/O, lo que es util para estudios de una larga duracién o con fotoperiodos mayores a 24 horas. Asi
también, la distancia recorrida en L/O es similar a lo que se reporta en la bibliografia y el aumento de
actividad locomotriz en machos y la disminucion en hembras en las distintas condiciones
experimentales nos indica que la luz y oscuridad afectan de manera distinta a machos y a hembras y
son un factor decisivo para el desarrollo de actividad locomotriz en Crotalus molossus.

Un reloj bioldgico tiene significancia adaptativa cuando le ayuda al organismo a saber el
momento adecuado para realizar actividad asi, desde un punto de vista ecoldgico, la vibora de cascabel
de cola negra, Crotalus molossus demuestra ser un organismo tanto diurno como nocturno o
crepuscular, a causa de varios factores, como la edad del individuo, dieta, bisqueda de refugio o
conducta anti predatoria; la luz sincroniza al organismo y la temperatura provee la sefial de mejor
momento para moverse, debido a su condicion poiquiloterma. Dependiendo de la variabilidad de estos
factores puede modificar su actividad locomotriz. Por lo tanto, resulta fundamental realizar estudios
con organismos juveniles para descartar o confirmar preferencias de tiempo de actividad asi como los
resultados observados en este estudio.

Esta bien establecido que la actividad de C. molossus estd directamente relacionada con la
latitud y el tipo de clima en el que habitan, no obstante, las serpientes utilizadas en este estudio son
animales nacidos en cautiverio y acostumbrados a ciclos de luz/oscuridad 12:12 desde su nacimiento, a
pesar de que los ritmos circadianos estan determinados genéticamente es importante realizar estos

estudios con individuos silvestres y seria valioso el examinar el comportamiento de organismos de
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diferentes areas de distribucién bajo las mismas condiciones experimentales para observar si muestran
los mismos patrones de comportamiento.

Para finalizar, la serpiente de cascabel de cola negra, Crotalus molossus, puede ser considerada
como un buen modelo para el estudio de los ritmos circadianos en serpientes dado a su facil adaptacion
al cautiverio, ligeramente décil conducta y econémica manutencion, pero es un organismo que requiere

conocimientos especiales para su manipulacion.
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