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RESUMEN

Se pueden definir los ritmos circadianos como adaptaciones especificas de los diversos ciclos
presentados por los organismos a las oscilaciones ambientales diarias. Se han presentado
evidencias de que la mayor parte de los ritmos estudiados son enddgenos, es decir, se mantienen
a pesar de la ausencia de sefiales ambientales.

Pese a su naturaleza enddgena, estos ritmos pueden sufrir alteraciones mediante la modificacion
de las condiciones ambientales.

Con el tiempo se han desarrollado diversas técnicas para el estudio de los diferentes ritmos
bioldgicos y en concreto de los ritmos circadianos. Pese a que se reconoce el ritmo suefio-vigilia
como el més estudiado dentro de los ritmos circadianos, este es equiparable al ritmo actividad-
inactividad, que se entendera como la base de este trabajo.

En este proyecto se estudio el comportamiento de una poblacion de 14 individuos de la especie
Gallotia galloti en diferentes ciclos de luz-oscuridad de 9 dias de duracion (luz-oscuridad, luz
constante y oscuridad constante) mediante el registro de los movimientos de estos por parte de
una serie de sensores infrarrojos fotorreceptores situados en cada uno de los laterales de una
jaula individual para cada lagarto. Con el objetivo de observar los cambios producidos en el
ritmo circadiano de los individuos sometidos a estudio durante los diferentes ciclos con diversas
condiciones de iluminacion y tener mas informacién sobre el funcionamiento del sistema
circadiano en reptiles.

Los resultados obtenidos mostraron variaciones evidentes en el ritmo a medida que se iban
aplicando los diferentes periodos de iluminacion. Por tanto es posible afirmar que la aplicacién
de los diferentes ciclos de luz-oscuridad supone cambios significativos en la regulacion del
ritmo circadiano enddgeno del lacértido Gallotia galloti.



ABSTRACT

Circadian rhythms can be defined as specific adaptations of the various cycles presented by
organisms to daily environmental oscillations. Evidence has been presented that most of the
studied rhythms are endogenous, meaning that they are maintained despite the absence of
environmental signals.

In spite of their endogenous nature, these rhythms can suffer alterations by means of the
modification of the environmental conditions.

Over time a number of techniques have been developed for the study of different biological
rhythms and in particular circadian rhythms. Although the sleep-wake rhythm is recognized as
the most studied within circadian rhythms, it is comparable to the activity-inactivity rhythm,
which will be understood as the basis of this work.

This project will study the behaviour of a population of 14 organisms of the Gallotia galloti
species in different light-dark cycles of 9 days duration (light-dark, constant light and constant
dark) by recording their movements by a series of photoreceptor infrared sensors located on
each side of an individual cage for each lizard. With the objective of observing the changes
produced in the circadian rhythm of the individuals under study during the different cycles with
different lighting conditions and to have more information on the functioning of the circadian
system in reptiles.

The results obtained show obvious variations in rhythm as different lighting periods are applied.
It can therefore be said that the application of the different light-dark cycles involves significant
changes in the regulation of the endogenous circadian rhythm of the lizard Gallotia galloti.



1. INTRODUCCION

1.1 CRONOBIOLOGIA Y SU HISTORIA:

Es caracteristico en todos los seres vivos la presencia de cambios ritmicos en su fisiologia. Se
denomina “ritmos bioldgicos” a la serie de procesos producidos de una manera periddica y
previsible en los en estos organismos vivos [Garaulet et al, 2015].

Pese a que es cierto que la biologia y la medicina suelen construirse alrededor del donde y como
suceden las cosas, el cuando es una variable fundamental para comprender el funcionamiento
del cuerpo sano, sus trastornos en la enfermedad y los nuevos enfoques en los tratamientos
clinicos.

La presencia de estos ritmos periddicos ha sido observada a lo largo de la historia, sobretodo
en medicina, ya en la antigua Grecia algunos filosofos y medicos realizaban diferentes
diagndsticos o tratamientos en funcion de la época del afio o dependiendo de las horas del dia.
Esto también es aplicable en la antigua China, donde el concepto del tiempo y la periodicidad
es fundamental como se observa en el clésico texto Nei Ching del siglo Il1 a.C. a partir del cual
se empezaron a considera a los ritmos biologicos dentro de sus métodos diagndsticos y de
tratamiento. Por lo tanto se puede afirmar que todas las civilizaciones antiguas reconocian la
importancia de los eventos recurrentes a lo largo de los dias o del afio [Golombek et al, 2002].
Sin embargo, el primer experimento cronobiol6gico no tuvo lugar hasta 1729, cuando el
astronomo Jean Jacques D‘ortous DeMairan que disefid un experimento con el objetivo de
comprobar el caracter endégeno de los ritmos circadianos en la especie Mimosa pudica
dejandola en oscuridad continua durante varios dias [JJ et al,1729].

Los resultados de dicho experimento pasaron desapercibidos hasta varios afios después, cuando
se volvié a retomar esta linea de investigacion, los experimentos méas destacados fueron
realizados por los investigadores John Hill, Henri-Louis du Monceau y Johan Gottfried; cuyos
resultados decantaron la balanza a favor de la hipétesis de la naturaleza endégena de los ritmos
bioldgicos por los siguientes motivos: se hallaron ritmos con periodos distintos de 24h, se
demostro la naturaleza hereditaria de la periodicidad y se excluyeron posibles fuerzas sutiles
que pudieran filtrarse en el laboratorio y conducir la ritmicidad.

No fue hasta la primera mitad del siglo XX cuando aparecid la “Cronobiologia” como nuevo
campo de la ciencia [Garaulet et al, 2015]. Pese a que gran parte de estos “relojes biologicos”
tienen un origen externo, como puede ser la fotoperiodicidad, las mareas o los ciclos lunares
[Aschoff et al, 1958] (ritmos extrinsecos), también se encuentran algunos que son puramente
internos y no se encuentran condicionados por ningun factor externo (ritmos intrinsecos), como
pueden ser el latido cardiaco o los movimientos respiratorios. Aunque los ritmos biologicos
extrinsecos tienen gran influencia externa el cientifico Julien Joseph Virey rechazaba la idea de
que estos son generados exclusivamente por cambios ambientales periodicos y defendia que la
estructura temporal del cuerpo no es adquirida, pero es endégena [Reinberg et al, 2001].

Un avance importante fue el descubrimiento realizado por Augustin de Candolle, botanico suizo
que tras someter a la planta (Mimosa pudica) a condiciones de oscuridad constante descubrid
que la planta no presentaba una periodicidad de 24h en el movimiento de sus hojas sino entre
22 y 23h. Esta fue una primera evidencia de lo que hoy en dia se conoce como “free-running
rythms” [Candolle et al, 1832].

Las abejas tuvieron un papel fundamental en los origenes de la cronobiologia. Ya que en 1920,
el naturalista suizo Auguste Forel fue el primero en plantearse la posibilidad de que no solo las
plantas, sino también los animales, se regian por estos ritmos biol6gicos de origen enddgeno.
Hipdtesis que confirmaria tras una serie de estudios realizados sobre las abejas [Forel et al,



1910]. También llevaron a cabo estudios de los que se extrayeron conclusiones trascendentales
sobre estos individuos otros investigadores como Ingeborg Beling y Karl von Frisch (que
demostraron que estos insectos poseian una especie de “Zeitgeddchtnis” (memoria del tiempo))
[Beling et al, 1929]. Hallazgo similar al que hizo el biélogo Gustav Kramer que presentd
evidencias de la existencia definitiva de un reloj biologico en las aves migratorias [ Schmidt-
Koenig et al, 1991].

Hacia mediados del siglo XX tuvo lugar la formalizacion de los mecanismos de los ritmos
circadianos por parte de los considerados padres de la cronobiologia: Colin Pittendrigh,
botanico inglés (trabajo principalmente con pequefios roedores y moscas) y Jirgen Aschoff,
médico y bidlogo aleman (trabajé con diversas especies de aves y mamiferos, incluyendo
humanos). Entre ambos dieron lugar a los dos modelos basicos para explicar el proceso de
encarrilamiento (el modelo paramétrico de Aschoff [Aschoff et al, 1960] y el no-paramétrico
de Pittendrigh [Pittendrigh et al, 1960]) que son clave en el desarrollo de los ritmos circadianos.
Para terminar, se considera que la cronobiologia como disciplina cientifica naci6 en Cold Spring
Harbor, Nueva York, tras el congreso internacional celebrado en 1960.

1.2 RITMOS BIOLOGICOS:

Se entiende como ritmo bioldgico toda oscilacion ciclica de una variable bioldgica que se repite
en el tiempo a intervalos regulares.

Todos los ritmos bioldgicos presentan una serie de variables o elementos que los definen:
Periodo (duracion de un ciclo completo), Mesor (es la media de todos los valores observados
durante un ciclo, indica el rango en que oscila la variable de estudio), Amplitud (diferencia
entre el mesor y el valor maximo alcanzado durante un periodo, expresa la variacion), Fase
(valor de la variable en un momento determinado; se distinguen dos fases: acrofase (la variable
alcanza el valor maximo) y batifase (la variable alcanza el valor minimo) (Figura 1) [Cardinali
et al, 1994].
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lustracion 1: Diagrama de ritmos bioldgicos.

Sin duda, el hecho de adaptarse a un planeta que gira con un periodo de 24 horas ha
condicionado gran parte de estos ritmos bioldgicos a la presencia de ritmos diarios. Pero no
todos los ritmos tienen una base diaria en cronobiologia, pese a haber sido menos estudiados
también existen investigaciones sobre ritmos estacionales, anuales, mareales o lunares [Aschoff
et al, 1963]. Estos ritmos se clasifican de acuerdo con su frecuencia y su periodo (Figura 2): se
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denomina “circadianos” a los ritmos que presentan un periodo proximo a las 24 horas (se
comprenden los periodos de entre 20 y 28 horas), “ultradianos” a los que siguen una
periodicidad inferior a 20 horas (ciclo del suefio, ritmo cardiaco,...), e “infradianos” a aquellos
con periodos mayores a 28 horas (ritmos estacionales, menstruales,...) [Golombek et al, 2002].
Todos los tipos de ritmos coexisten en los distintos niveles de organizacion bioldgica. Las
caracteristicas y la periodicidad dependen de las necesidades de cada organismo en cada
momento determinado para conseguir la maxima eficiencia bioldgica [Arderiu et al, 1998].

1.3 RITMOS CIRCADIANOS:

El término “circadiano” (“circa” que en latin significa “alrededor”, y “diem” que significa
“dia”) fue acufiado por Franz Halberg, bidlogo rumano-estadounidense, para referirse a los
ritmos que oscilan con una periodicidad aproximada de un dia [Halberg et al, 1959].

Todos los seres vivos presentan un reloj circadiano que les ayuda a adaptar sus ciclos de
actividad-inactividad a las oscilaciones ambientales diarias [Mailloux et al, 1999]. Basandose
en su estado en cada momento, el sistema indica la respuesta adecuada en funcién del ambiente,
ya sea bioquimica, metabdlica o conductual. La sincronia lograda entre el metabolismo de un
organismo y su entorno proporciona una ventaja de supervivencia [Pittendrigh et al, 1972] que
ha estimulado el desarrollo de tales sistemas en la historia evolutiva.

Se puede hablar de tres principales caracteristicas de los ritmos circadianos: sincronizacion
(permite a los organismos cambiar el periodo de su ritmo enddgeno y adaptarlo al mismo
periodo que el ambiente que los rodea), caracter enddgeno (un organismo puede generar ritmos
por si mismo sin necesidad de cambios externos), compensacion de los cambios de temperatura
[Rol et al, 2006].

Los ritmos circadianos se sincronizan con el ambiente mediante una serie de sefiales periodicas
conocidas como “zeitgebers”. La presencia de estos zeitgebers permite que se establezca y se
mantenga una relacion de fase estable entre el ambiente y el ritmo enddgeno, donde se asegura
la correspondencia de ambos [Aschoff et al, 1964]. Sin embargo, se ha demostrado que en
ausencia de zeitgebers, cuando el organismo es sometido a condiciones constantes, l0s ritmos
se mantienen, por lo que se puede concluir que estos estan regulados por un caracter enddégeno
[Aschoff et al, 1960]. Cuando ocurre esto se hace referencia a que el ritmo esta en curso libre o
“free running” y se identifica su periodo como Tau (t), que hace referencia a la periodicidad
enddgena con la que oscila un ritmo en ausencia de sincronizadores. Si se elimina el factor
ambiental y el ritmo no entra en curso libre se produce lo que se conoce como enmascaramiento
[Cardinali et al, 1994].



Entrained to
Zeitgeber

Successive days of experiment

Free-running

Time of day (clock time or circadian hours)

lustracion 2: Representacion del ritmo actividad-inactividad de un animal sincronizado con su zeitgeber mediante ciclos
de 24 horas de luz oscuridad, y transferido a condiciones constantes de oscuridad (free-running) [Golombek et al, 2010].

1.4 ORGANIZACION DEL SISTEMA CIRCADIANO:

Todo sistema circadiano esta formado por al menos 3 elementos principales: un marcapasos
(reloj bioldgico), un sincronizador ambiental (zeitgeber) y los ritmos controlados por el reloj
[Golombek et al, 2006].

En los vertebrados mamiferos este reloj biologico se encuentra en el ndcleo supraquiasmatico
(NSQ) [Aguilar-Roblero et al, 1998] que esta situado en la parte anterior del hipotalamo [Saper
et al, 2005].

EI NSQ recibe varias sefiales sensoriales entre las que destaca la sefial luminosa que capta desde
laretina y que lo activa. Al activarse inhibe la secrecion de melatonina. Debido a esto se puede
concluir que la melatonina es la hormona encargada de regular el ritmo circadiano ya que
durante el dia permanecera inhibida y solo se liberara cuando la retina capte oscuridad y active
la glandula pineal [Cagnacci et al, 1992], coincidiendo con las horas de suefio. El fotoperiodo
es considerado el sincronizador externo mas importante en los ritmos circadianos [Martinez-
Nicolés et al, 2011], aunque no es el Unico, existen otros sincronizadores no féticos como
pueden ser la alimentacion o la temperatura.

El ritmo suefio-vigilia es el mas estudiado dentro de los ritmos circadianos. La investigacion de
estos comenzd con los primeros estudios que se realizaron sobre individuos aislados de todas
las posibles sefiales de tiempo que podian afectar al comportamiento ritmico. Denominando a
este entorno “time-free environment” o entorno libre de tiempo. Jiirgen Aschoff fue pionero en
el estudio de los ritmos suefio-vigilia en entornos libres de tiempo [Aschoff, 1964]. Los sujetos
de estudio se encontraban aislados de todos los ruidos ambientales e incluso de los campos
eléctricos y magneticos. Inicialmente sdélo se registraron las variables de motilidad y
temperatura rectal, por lo que ciertamente se hacia referencia a los ritmos de actividad-reposo
(considerando que el suefio y la baja actividad son equivalentes, de la misma manera que la
actividad y la vigilia [Akaérir, 2007]). En el primer estudio realizado, tras 10 dias de aislamiento
se report6 un desfase en el periodo del ritmo de una hora, aumentandolo asi a 25 h [Aschoff et
al, 1962].

Tanto la luz como su intensidad tienen un papel decisivo en el ciclo suefio-vigilia [Boivin et al,
1994].



1.4.1 SISTEMA CIRCADIANO EN REPTILES:

En cambio, en vertebrados no mamiferos el sistema es multioscilatorio, compuesto por los 0jos,
la glandula pineal y zonas hipotalamicas que funcionan como homologas a los NSQ
[Underwood et al, 1977].

Muchas especies de reptiles poseen varios fotorreceptores circadianos: una glandula pineal
fotorreceptora, un 6rgano parapineal extracraneal (ojo parietal) y fotorreceptores cerebrales
profundos [Grace et al, 1996].

Tras realizar diversos experimentos y observar la capacidad de sintesis de melatonina tanto de
la glandula pineal como de los ojos de los lagartos [Joss et al, 1978] ademas de los efectos del
cegamiento y la pinealectomia sobre la ritmicidad circadiana [Underwood et al, 1977], los datos
sugieren: o bien la melatonina actia como un mensajero quimico entre elementos del sistema
circadiano, o la melatonina ejerce sus efectos principales en la epifisis o l0s 0jos y, a través de
enlaces hormonales o neuronales influye al resto del sistema circadiano. En el sistema de
lagartos la glandula pineal podria actuar como un dispositivo de acoplamiento 0 como un
marcapasos circadiano maestro [Underwood et al, 1981].

La existencia de ritmos circadianos en réptiles, en concreto en lagartos, no fue confirmada hasta
1957 por Klaus Hoffman [Hoffman, 1957] (67) y posteriormente por Hoffman y Spellberg en
1972, que indicaron la presencia de un ritmo circadiano en la temperatura critica minima de
Lacerta sicula [Spellberg et al, 1972] (68). Afios mas tarde, Underwood realizé varios estudios
sobre la actividad circadiana en varias especies de iguanas y mostré los efectos de algunas
manipulaciones experimentales sobre estas [Underwood, 1977, 1981].

El estudio de los ritmos circadianos sobre la especie Gallotia galloti no tuvo lugar hasta 1989,
cuando Molina-Borja, Garcia-Diaz y Gonzalez-Gonzalez realizaron los primeros estudios
[Molina-Borja et al, 1989] y mostraron los efectos de diversas manipulaciones sobre esta
[Molina-Borja, 1996].



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Basandose en algunos de los estudios mencionados anteriormente [Molina-Borja et al, 1986,
1989] se propuso estudiar el efecto de diferentes ciclos de luz-oscuridad (12h luz-12 horas
oscuridad, luz continua y oscuridad continua) sobre el ritmo circadiano del lacértido Gallotia
galloti. Para ello se realizard un registro de la actividad motora de 14 individuos de esta especie
durante los diferentes ciclos. Cabe esperar que durante los ciclos en los que se modifican las
condiciones habituales de luz-oscuridad y eliminar los sincronizadores externos se produzcan
alteraciones en el ritmo circadiano.

Los principales objetivos de este trabajo son:

e Analizar la actividad motora de un grupo de 14 lacértidos de la especie Gallotia galloti
durante diferentes ritmos de luz-oscuridad.

o Observar el caracter enddgeno de los ritmos circadianos y su capacidad de sincronizacién

e Averiguar el ritmo enddgeno mediante el tratamiento de los resultados con herramientas de
analisis cronobioldgico.



3. MATERIAL Y METODOS:

3.1. ANIMALES:

En cuanto a los animales objeto de estudio se cuenta con 14 individuos de la especie Gallotia
galloti (lagarto tizon), reptil de la familia Lacertidae. Esta especie es endémica de las islas
Canarias, principalmente la isla de Tenerife aunque también puede encontrarse en la isla de La
Palma. Estos animales han sido capturados y trasladados a la Universidad siguiendo los
protocolos legales y garantizando su seguridad, ademéas de contar con la autorizacion del
Gobierno Autonémico Canario.

3.2. METODOL OGIA:

Una vez que los animales han sido trasladados al laboratorio los lagartos se introducen en jaulas
individuales (23 x 21 cm) provistas de 4 sensores de movimiento (uno en cada uno de los
laterales de la jaula) conectados a un ordenador que archiva el recuento de los movimientos y
colocados a una altura 6ptima para registrar la mayor cantidad de movimientos que sea posible
(Figura 4). Estas jaulas se adecuan previamente introduciendo gravilla y dos placas de Petri que
hacen la funcién de comedero y bebedero, ademas se cubren con una malla de mosquitera en la
parte superior para evitar que se escapen los lagartos. Se deposita cada una de las jaulas en el
interior de una camara que presenta unas condiciones iniciales de 22°C, un 50-60% de humedad
relativa, 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Cada 10 dias se procede a la alimentacion de
los individuos mediante potito de frutas y agua.

Tras meter cada uno de los lagartos en su jaula e introducir estas en la camara se inicia el periodo
de grabacion. Los movimientos son registrados por unos sensores infrarrojos fotorreceptores
situados en cada uno de los laterales de la jaula. Estos detectan las interrupciones en el haz de
luz que se producen cada vez que se realiza un movimiento y transmiten la sefial a un
digitalizador que la envia al ordenador, donde se crea un archivo que contiene todos los
movimientos registrados durante un ciclo. Las interrupciones del haz de luz se miden
constantemente usando un equipo transmisor y un software DAS 24 V29, disefiado por el grupo
de Cronobiologia de la Universidad de Barcelona, que permite observar y guardar los patrones
de movimiento de cada jaula para su analisis posterior.

El periodo de grabacion de nuestro experimento es de unos 40 dias durante los cuales se somete
a los lagartos a diferentes ciclos de luz/oscuridad. Se divide en 4 ciclos de 9 dias cada uno
durante los cuales se muestrearon intervalos de 5 minutos detectando los movimientos con un
intervalo minimo de 10 ms entre movimientos. Los ciclos son los siguientes:

Ciclo de 12 horas de luz (8:00-20:00) y 12 horas de oscuridad (20:00-8:00) (L/O).
Ciclo de 24 horas de luz (L/L).

Ciclo de 12 horas de luz (8:00-20:00) y 12 horas de oscuridad (20:00-8:00) (L/O).
Ciclo de 24 horas de oscuridad (O/O)

el N =
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lustracion 3: Representacion de una jaula individual con los sensores infrarrojos fotorreceptores y procesadores que
envian la informacion al ordenador.

Fotocélula

3.3. ANALISIS DE DATOS:

Para el andlisis de los datos ritmicos se requiere una metodologia concreta que presenta algunas
diferencias en comparacion con la estadistica convencional. Esta metodologia engloba dos
procedimientos principales: el método cosinor, que se basa en el ajuste a una funcion sinusoidal
y otro metodo basado en un analisis no paramétrico [Garaulet et al, 2015].

El analisis cosinor es un procedimiento matematico basado en el ajuste de minimos cuadrados
de una funcidn coseno a los datos originales. A partir del ajuste cosinor se definen tres
pardmetros principales: mesor, amplitud y acrofase. EI mesor es el valor medio del ritmo
ajustado a la funcion sinusoidal. La amplitud es la diferencia entre el mesor y el maximo o el
valor minimo de la funcién cosenoidal. La acrofase es la localizacion temporal del valor
méaximo de la funcién. Teniendo en cuenta que el ritmo reposo-actividad del ser humano tiene
una distribucién asimétrica en las 24 horas (alrededor de 8 h reposo vs. 16 h actividad) y una
forma que se parece méas a una onda cuadrada que un cosinusoide puro, el metodo cosinor s6lo
proporciona una descripcion aproximada y general del ritmo de reposo-actividad. Sin embargo,
es un metodo relativamente sencillo que proporciona una gran cantidad de informacion
cuantitativa.

Con el objetivo de facilitar una estimacion mas precisa de los parametros ritmicos que no
muestran una forma de onda simétrica, cada vez se utilizan mas los procedimientos no
paramétricos. Los parametros mas frecuentes son: la estabilidad interdiaria (ES), cuantifica la
regularidad del ritmo, es decir, el grado de semejanza entre los patrones ritmicos en dias
individuales; la variabilidad intradiaria (V1), determina la fragmentacion del ritmo; las 5 horas
consecutivas de menor actividad (L5), es el valor minimo de actividad de una onda media
durante 5 horas consecutivas dentro de un dia completo de 24 h; las 10 horas consecutivas de
mayor actividad (M10), el valor maximo de actividad durante 10 horas consecutivas dentro del
ciclo de 24 h; el inicio y punto medio de L5 y M10, proporciona informacion fiable sobre la
fase del ritmo, similar a la proporcionada por la acrofase y el nadir del método cosinor; la
amplitud (AMP), es la diferencia entre M10 y L5 y la amplitud relativa (AR), que se calcula
dividiendo AMP por la suma de L5 y M10.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

La muestra analizada incluye, como se ha explicado anteriormente, 14 individuos de la especie
Gallotia galloti sometidos a las mismas condiciones indiferentemente de su sexo o tamafio. Se
realiza un tratamiento de los datos con diversos programas de andlisis cronobioldgico
(OriginPro, Ritmes, Circadian Rythm Laboratory (Plot) y Circadian Rythm Laboratory (Lsp)
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Figura 1: Representacion gréafica conjunta de los promedios de la actividad locomotora presentada por
los 14 individuos sometidos a estudio durante el transcurso de los 4 diferentes ciclos de luz-oscuridad.

En la figura 1 se representa la actividad locomotora registrada por los individuos sujetos a
estudio durante cada uno de los ciclos de luz-oscuridad a los que han sido sometidos durante
este experimento (12h luz-12h oscuridad, 24 horas de luz y 24 horas de oscuridad).

Se observa una gran similitud entre los dos ciclos de luz-oscuridad. Mientras que se producen
algunas alteraciones en el ritmo durante los ciclos en los que se modifican las condiciones
ambientales (ciclo de luz constante y ciclo de oscuridad constante).

Actividad locomotora
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Figura 2: Representacion gréfica del promedio de la actividad locomotora presentada por los 14
individuos sometidos a estudio durante el primer ciclo de luz-oscuridad (12h. luz — 12h oscuridad).
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Figura 3: Representacion de la prueba del analisis del cosinor realizado
sobre los datos obtenidos durante el primer ciclo de luz-oscuridad.

En la figura 2 se representa el promedio de la actividad locomotora registrada para cada lagarto
durante los 9 dias de duracion del primer ciclo de luz-oscuridad (12 horas luz y 12 horas
oscuridad), mostrando en el eje X el periodo de luz (8:00-20:00 marcado en color blanco) y el
periodo de oscuridad (20:00-8:00 marcado en color negro) de cada uno de los dias. En la grafica
se observa como se sigue un ritmo circadiano muy claro concentrando la actividad durante el
periodo de luz diario, correspondiendo al resultado esperado ya que se trata de animales diurnos.
Al tratarse de un ritmo sinusoidal, como se ha explicado anteriormente, se realiza la prueba del
analisis de cosinor mediante el programa Ritmes. El analisis del cosinor consiste en determinar
la funcion cosinoidal que mas se corresponda con el ritmo. Los principales parametros ritmicos
que permite determinar son: el periodo, el mesor, la acrofase y la amplitud.

En la figura 3 se ofrece una representacion de la prueba de cosinor. Proporcionando un valor
de mesor de 0,21. EI modulo se corresponde con la amplitud, que presenta un valor de 0,34, por
lo que la oscilacion de la variable a lo largo del ciclo sera bastante pronunciada dado que durante
este periodo toda la actividad registrada tiene lugar durante la fase de luz. En cambio, la
orientacion del vector, que viene determinada por la acrofase (momento en el que se da el valor
maximo), se sitla a las 12:50, por tanto se puede afirmar que el momento de mayor actividad
del ciclo se encuentra muy cerca de la mitad de la fase de luz del ciclo y practicamente en el
extremo opuesto al periodo de oscuridad.
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Figura 4: Representacion grafica del promedio de la actividad locomotora presentada por los 14 individuos sometidos a estudio
durante ciclo de luz continua (24h. luz).
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Figura 5: Representacion de la prueba del andlisis del cosinor realizado sobre los datos
obtenidos durante el primer ciclo de luz continua.

La figura 4 de nuevo muestra el promedio de la actividad locomotora registrada para cada
lagarto pero en este caso durante los 9 dias de duracion del ciclo de luz continta (24 horas de
luz). Por lo tanto se puede ver como en el eje de las X ya no aparecen franjas negras y blancas
(simulando las fases de luz y oscuridad) sino todas blancas. De nuevo se observa claramente
como durante este ciclo se sigue un ritmo de actividad-inactividad. Aunque con la diferencia
de que en este caso se aprecia un pequefio adelanto en el ritmo que se va acentuando a medida
que van avanzando los dias, llegando incluso a observarse una oscilacién mas que en el ritmo
mostrado en la etapa anterior. Al eliminar el sincronizador externo del paso de luz a oscuridad
y mantenerse en condiciones constantes de luz el ritmo entra en curso de marcha libre, lo que
significa que en este caso no se trata de un ritmo sincronizado con el ambiente externo, sino
que es el ritmo enddgeno de la poblacion de individuos.

Observando que nuevamente se trata de un ritmo sinusoidal, como en el ciclo anterior, se
procede a realizar la prueba de analisis del cosinor.

En la figura 5 se muestra el resultado de la prueba del analisis de cosinor de los datos registrados
durante el ciclo de luz constante. Analizando la longitud del modulo se puede observar que la
amplitud es bastante inferior que en el anterior ciclo de luz-oscuridad, en este caso el valor es
de 0,21. Esto supone una reduccion en la oscilacion de la variable a lo largo del ciclo, lo que
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puede ser debido a que la eliminacion de la alternancia de la iluminacién tiene como
consecuencia un ritmo actividad-inactividad menos pronunciado. Como se ha explicado
anteriormente la orientacion del vector se corresponde con el valor de la acrofase, que durante
este ciclo se sitta a las 8:50. Valor que se corresponde con la afirmacion anterior de que existe
un claro adelanto del ritmo. En cuanto al mesor (0,17), también se aprecia una clara disminucién
en comparacion con el ciclo anterior.

Actividad locomotora

Figura 6: Representacion grafica del promedio de la actividad locomotora presentada por los 14 individuos sometidos a estudio
durante el segundo ciclo de luz-oscuridad.
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Figura 7: Representacion de la prueba del andlisis del cosinor realizado
sobre los datos obtenidos durante el segundo ciclo de luz-oscuridad.

La figura 6 representa el promedio de la actividad locomotora registrada en la poblacion sujeta
a estudio durante un nuevo ciclo de luz-oscuridad (12 horas luz y 12 horas oscuridad). Se puede
observar como, salvo en los primeros dias en los que hay un pequefio periodo de adaptacién al
nuevo ciclo, al introducir de nuevo el sincronizador externo vuelve a aparecer un ritmo muy
claro en el cual la actividad se concentra durante las fases de luz diarias. Correspondiéndose
con los resultados observados en el anterior ciclo de luz-oscuridad.

Al tratarse, una vez mas, de un ritmo sinusoidal, se realiza la prueba de anélisis del cosinor.
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En lafigura 7 se muestra la representacidn obtenida tras realizar la prueba del analisis de cosinor
de los datos registrados durante el segundo ciclo de luz-oscuridad.

Analizando la longitud del médulo del vector se puede observar que la amplitud (0,13) es muy
inferior a la observada en el anterior ciclo de luz-oscuridad. Lo que supone una importante
disminucion en la oscilacion de la variable entre las fases de actividad-inactividad en
contraposicion con el anterior ciclo de luz-oscuridad. Sabiendo que la orientacion del vector
indica la acrofase se aprecia que, como era de esperar, esta tiene un valor muy préximo al
calculado en el anterior ciclo homologo (12:39). En lo referente al mesor también se observa
un drastico descenso en comparacion con el ciclo anterior resultando en un valor de 0,08.
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Figura 8: Representacion grafica del promedio de la actividad locomotora presentada por los 14 individuos sometidos a estudio
durante el ciclo de oscuridad continua (24h. oscuridad). A) Se utiliza el mismo eje vertical que en las graficas utilizadas
anteriormente. B) Se reduce el eje vertical.

En la figura 8 se muestra la representacion del promedio de la actividad motora registrada por
los 14 individuos durante los 9 dias de duracion del ciclo de oscuridad constante (24 horas de
oscuridad). Por lo tanto se puede ver como en el eje de las X ya no aparecen franjas negras y
blancas (simulando las fases de luz y oscuridad) sino todas negras. Durante este periodo la
actividad locomotora de la poblacion de lagartos disminuye radicalmente, por lo que para poder
observar si se sigue alguna especie de ritmo se ha tenido que modificar el eje Y en comparacion
con las gréaficas presentadas anteriormente.

Se puede apreciar un ritmo de muy poca amplitud que parece presentar un pequefio retraso a
medida que avanza el ciclo de oscuridad continua. La poca actividad, especialmente en los
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primeros dias, puede ser debida a que estos animales nunca han sometidos a un periodo de
oscuridad tan largo (9 dias).

Pese a ser un ritmo de poca amplitud, se trata de un ritmo sinusoidal, por lo que nuevamente se
realizo la prueba del andlisis de cosinor.

12 12

Figura 9: Representacion de la prueba del analisis del cosinor realizado sobre los datos obtenidos durante
el primer ciclo de oscuridad continua. A) Se utiliza el mismo radio que en los ciclos presentados
anteriormente. B) Se reduce el radio.

La figura 9 ofrece una representacion de la prueba del cosinor. Se puede apreciar a simple vista
como el resultado de este analisis del cosinor difiere en gran parte con las pruebas realizadas en
los ciclos presentados anteriormente. Practicamente no se observa el médulo, sabiendo que este
se corresponde con la amplitud se espera un valor muy bajo de esta (0,01). Esto se corresponde
con lo esperado ya que al presentar una actividad tan baja la oscilacion de la variable ha de ser
muy pequefa. Igual que el valor del mesor (0,01), también se corresponde con esta reduccion
en la actividad. La acrofase se encuentra completamente desplazada en relacion con los ciclos
presentados anteriormente, produciéndose a las 21:08.

Con el objetivo de comparar la variacion de los ritmos observados durante los diferentes ciclos
de luz-oscuridad, mediante el programa Circadian Rythm Laboratory (Plot), se realiza un
actograma conjunto donde se representa la actividad registrada durante los diferentes ciclos,
uno debajo del otro, en la misma escala de tiempo (figura 10). Un actograma es una
representacion de la actividad locomotora de uno o varios individuos en una escala de tiempo.
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Figura 10: Actograma conjunto de los resultados obtenidos
durante el transcurso de los 4 diferentes ciclos de luz-oscuridad.

En la figura 10 se puede apreciar con facilidad los cambios que sufre el ritmo de actividad-
inactividad a medida que van avanzando los dias de los diversos ciclos de luz-oscuridad. Se
puede ver como durante el primer ciclo de luz-oscuridad se sigue un ritmo muy definido,
manteniendo la actividad durante la fase de luz. Durante el periodo de luz continua se puede
observar como se produce un adelanto que se va acumulando a medida que van pasando los
dias del ciclo. Al volver a someter a los individuos a un nuevo ciclo de luz-oscuridad estos
empiezan a recuperar el ritmo presentado durante el primer ciclo homdlogo tras un pequefio
periodo de readaptacion. Y por altimo, durante el dltimo ciclo de oscuridad constante
practicamente no se aprecia ningun ritmo ya que este es muy difuso y la actividad es muy baja.
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Para poder analizar mas concretamente el adelanto observado en el ritmo durante el ciclo de luz
constante. Se realiza el actograma unicamente de este ciclo (Figura 11.A).En la figura
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Figura 11: A) Actograma de los resultados obtenidos durante el ciclo de luz constante. B) Actograma
de los resultados obtenidos durante el ciclo de luz constante adaptando la escala a 23 horas.

En la figura 11.A. se puede apreciar el ritmo enddgeno presentado por la poblacion de
individuos. Como se habia observado anteriormente, se ve un claro adelanto en el ritmo a
medida que va avanzando el ciclo. A raiz de este adelanto se puede deducir que el ritmo
enddgeno de la poblacion de individuos sometida a estudio es inferior a 24 horas.

Para poder calcular el “tau” (t), o periodo de un ritmo en curso libre, se utiliza el programa
Circadian Rythm Laboratory (Lsp). Obteniendo como resultado que el ritmo enddgeno de esta
poblacion en condiciones de luz constante es de t = 23,3 horas. Confirmando, como se habia
dicho previamente que el periodo del ritmo enddgeno es inferior a 24 horas.

Como se ha observado en la figura 8, el ritmo enddgeno presentado durante el periodo de
oscuridad continua también parece sufrir un pequefio desfase, por lo que se utiliza el mismo
programa para calcular el t. Obteniendo como resultado que el ritmo enddgeno de esta
poblacion en condiciones de oscuridad constante es de t = 25 horas. Confirmando un retraso en
el ritmo.

Con el objetivo de comprobar que efectivamente el ritmo enddgeno calculado se corresponde
con el periodo obtenido se ha realizado un nuevo actograma reduciendo en este caso la escala
temporal de 24 a 23 horas (Figura 11.B).

Se puede apreciar claramente en la figura 11.B como al reducir la escala temporal haciéndola
coincidir con el valor de t obtenido se produce una regulacion del ritmo, coincidiendo
practicamente toda la actividad en la misma franja de la escala temporal.

18



5. DISCUSION FINAL:

No cabe duda de que la alternancia luz-oscuridad es el principal de los ciclos ambientales con
periodicidad diaria y por lo tanto el principal sincronizador de los ritmos circadianos. Por lo
tanto cabe esperar que la alteracion de este parametro provogue algunas modificaciones en el
ritmo enddgeno de los individuos a estudiar [Golombek et al, 2006].

Como era de esperar, se detecta un ritmo de actividad de cerca de 24 horas (t=24,15h) durante
el primer periodo de luz-oscuridad. La existencia de este ritmo en condiciones constantes de
temperatura ya habia sido reportada anteriormente en la especie Gallotia galloti en diversos
estudios [Molina-Borja et al, 1986].

Durante el periodo de luz constante se puede apreciar como se manifiesta un ritmo endégeno.
Correspondiéndose con diversos estudios previos en los que ya se habia reparado en la
existencia de un ritmo de naturaleza enddgena en iguanas y lacértidos [Hoffman,1957;
Underwood et al, 1983] y mas concretamente en individuos de la especie Gallotia galloti
[Molina-Borja et al, 1989].

Al calcular el periodo del ritmo enddgeno este resulta ser inferior a 24 horas (t=23,3h) como es
habitual en los animales diurnos que siguen las reglas circadianas de Aschoff. Aunque el
concepto de que en los animales diurnos el periodo debe ser inferior a 24 horas en condiciones
de luz constante y superior a 24 horas en condiciones de oscuridad constante no tiene porque
ser generalizado [Aschoff, 1960]. Se ha demostrado que el periodo del ritmo circadiano
enddgeno, al menos en condiciones de luz constante, depende de la especie considerada, puesto
que Underwood encontré periodos superiores a 24 horas en lagartos del genero Anolis
[Underwood et al, 1983] y periodos inferiores a 24 horas en Sceloropus occidentalis
[Underwood et al, 1985]. Mediante la prueba del anélisis del cosinor se ha observado como
durante este ciclo de luz continua el ritmo sufre una reduccion de ha amplitud, presentando una
oscilacion menos pronunciada de la variable, como se reporta en un estudio previo realizado
sobre Mabuya quinquetaeniata y Tarentola annularis [Constantinou et al, 1985].

Al terminar el periodo de luz continua y volver a un nuevo ciclo de luz-oscuridad se puede
observar como todos los individuos vuelven a recuperar el ritmo presentado durante el primer
ciclo de luz-oscuridad, después de unos primeros dias, durante los que sufren un pequefio
periodo de adaptacion, que se caracterizan por un cambio de fase transitorio al cambiar las
condiciones [Underwood, 1981].

Por ultimo, durante el periodo de oscuridad constante se aprecia una clara reduccién de la
actividad locomotora por parte de todos los individuos. Esto dificulta la apreciacion de un ritmo
en concreto. Se puede percibir un leve ritmo muy difuso que se va regularizando a medida que
avanzan los dias del ciclo, la existencia de un ritmo enddgeno en condiciones de oscuridad
continua ya se habia reportado previamente en la especie Gallotia galloti [Molina-Borja, 1996].
Al calcular el periodo de este ritmo enddgeno, resulta ser superior a 24 horas (t=25h)
nuevamente siguiendo las reglas circadianas de Aschoff, en las que se indica que un animal
diurno sometido a un periodo de oscuridad constante presentara un ritmo enddgeno superior a
24 horas [Aschoff, 1960].

Tanto la baja actividad locomotora como la poca claridad del ritmo, sobre todo los primeros
dias del ciclo, se pueden justificar argumentando que estos animales nunca habian sido
sometidos a un periodo de oscuridad constante tan duradero. De hecho se puede apreciar
claramente como, tras un periodo de adaptacion, durante los Gltimos dias de este ciclo aumenta
la actividad locomotora y empieza a vislumbrarse un ritmo mas definido.
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6. CONCLUSIONES

Se pueden alcanzar diversas conclusiones a partir de los resultados obtenidos durante este
estudio:

1. La alternancia de iluminacion de los ciclos luz-oscuridad, afectan claramente al ritmo
mostrado produciendo un enmascaramiento.

2. Durante el periodo de luz continua aparece un ritmo endégeno que presenta un adelanto
de fase con respecto al ritmo sincronizado con el ambiente.

3. En el periodo de oscuridad constante se manifiesta un ritmo endégeno muy debil,
presentando una amplitud muy inferior a los ciclos observados anteriormente. Se
mantiene un ritmo pero sufre un retraso de fase con respecto al ritmo de 24 horas.

4. Mediante el programa Circadian Rythm Laboratory (Lsp) se calcula el t de los ritmos
enddgenos observados. Luz continua t=23,3 horas. Oscuridad continua t=25 horas.
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